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A cultura de protopl as tos , embriões, óvulos, ovários 
e a polinização in vitro são técnicas alternativas qu e podem 
ser usadas na rec uperação de lubridos raros, em situações 
onde ocorrem meca nismos de incompatibilidade sexual , 
que impedem o dese nvolvimento normal de sementes. Isto 
possibilitaria a transferência de genes desejáveis, presen tes 
em espécies silvestres , para espécies cul tivadas. 

As técnicas de biologia molec ul ar e engenharia genéti-

ca parecem se r as grandes promessas do futuro, para o me­
lho ramento genético da s plantas . Entretanto , qualquer pre­
visão, agora , sobre onde se poderá chegar com tais métodos. 
não passa de mera es pec ul ação. 

Somente um trabalho integrado de todos os segmen­
tos dos métodos in vitro possibi litará ava nços significativos 
na criação de genótipos superi o res, que poderão atende r à 
crescente demanda de alimentos em nosso Pais. 
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CULTURA DE TECIDOS: 
POTENCIAL E APLICAÇÃO 

Rui Luiz Vaz' 

A bio tec nologia inclui uma multipli cid ade de técni cas 
e processos de utili zação de sistemas celul ares de plantas, 
animais e microorganismos para ge ração de bens ou se rvi­
ços. Na área de saúde, pro dut os importantes como o inter­
feron e a in sulina são apenas al gu ns exempl os da potenciali­
dade do uso de agentes bi oló gicos na solução de problemas 
do Homem. Na agricultura, as téc ni cas bio tec nológicas apre­
sentam grande po tencial no aum ento da produtividade das 
culturas. Nas últimas décadas. isso foi conseguido mediante 
o uso de fe rtili zantes, irrigação. controle fit ossa nit ári o, her­
bicidas, mecan ização e desenvolvimento de va riedades me­
lho radas e condicionadas, em ge ral , ao uso de insumos. To­
das estas práticas envo lvem altos custos, impossibilitando 
sua adoção ge neralizada em países subdesenvolvid os. É 
necessári o utiliza r as recentes in ovações bi o tec nológi cas 
para desenvolver genótipos adaptados às condições adversas 
do meio, co mo solos de bai xa fe rtilidade . e mais resistentes 
a pragas e doe nças. Utiliza r, t ambém , métodos que nos pos­
sibilitem economi a de insumos. mediante o uso de Rhizo­
bit/m, po r exe mpl o, na fi xação simbió tica de nitrogê nio, e 
de mi corrizas para melh or apr oveitamento do fós fo ro do so­
lo pelas pl an tas. 

Um a das estratégias para atin gi r tai s o bje tivos é o uso 
da téc ni ca de cultura de tec idos, que tem sido um instru­
mento vali oso na obtenção de pl antas livres de víru s e de 
outros patógenos, na propagação ci onal rápida, no desenvol­
vim ent o de variedades melho rad as. na prese rvação de ger­
mo pl asma e no melh or ent endiment o dos princípi os b ásicos 
relac ionados com a fi siologia, bioquímica e desenvolvim en­
to das pl ant as. 

OBTENÇÃO DE PLANTAS LIVRES DE VfRUS 

As doe nças estão entre os principais fato res res ponsá­
ve is pela redução da produtividade das culturas. Isto é bas­
tan te evidente em pl antas propagadas pelos métod os as­
sex uai s convencionais (estaquia, ga rfagem , tubérculos, bul­
bos e out ras es truturas vegeta tivas) qu e. em ge ral , estão in­
fecta das po r uma ou mais vi roses. Portanto, o processo de 
rec uperação e estabelec iment o de planta s livres de patóge­
nos é impo rtante. Um exe mplo práti co é o da cultura da 
batata, cuja produção pode se r aum entada de 25 a 30% em 
plantações o ri ginadas de tubérculos livres de víru s. A eli­
min ação de viroses media nte cu ltura de tec idos é basea da 

J· ng?-:lg r? Ph .D .. Fl \IO logl~ Vl'g~ I ~l l, EMORA I)A /(N Pll o rl ;JIi ~·3~. 

c. P. 07 .02 t 8, 70359 B,co" I",, DF . 
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na premi ssa de que a concentração do vírus decresce , pro­
gressivam en te, no co rpo da pl an ta com o decréscim o do es­
tádi o de desenvolviment o das folh as, chegando a se r nula no 
ápi ce vegetativo. Daexc isão e cul tura de partes da pl anta. pres­
sup os tam ente não infec tadas com vi roses, e poste rio r rege­
neração in vitro, no rmalmente resultam plantas livres de ví­
rus . Este processo es tá estabelec ido para um grande número 
de espéc ies, bas tan do apenas apli cá-lo corretamente. 

PROPAGA ÇÃO CLONAL RÁPIDA 

Este método tem como principal o bje tivo a obtenção 
de grande núm ero de plantas, em curto espaço de tempo . É 
um a técnica bas tante eficient e, e as plant as pro du zidas são , 
em ge ral , livres da maiori a das doe nças. O explante inicial 
pode ser re t irado de vá rias partes da planta, embora as m ais 
usadas sejam gemas caulinares apicais e ge mas la te rais. Após 
a desin festação. os ex pl antes são introduzi dos em frascos con­
tendo meio de cult ivo, o que provoca a di fe renciação de 
bro tações que, após se u dese nvolvimento, são separadas in­
dividualmente e t ransferidas para um meio de cultivo da 
mesma composição, quand o o obje tivo fo r a indução e d ife­
ren ciação de novas brotações, ou são colocados em meio nu­
tritivo qu e permit a a fo rmação e dese nvolvimento do sis te­
ma radi cular, fo rmando ass im um a pl an ta. 

Um inconve niente a se r consi derado é o apareci mento 
de va riantes somac lonais. Com prática e ex periência é 
possív el man te r a incidencia destes em nível baixo. 

Esta técnica , no fu tu ro, também tem a potencialidade 
de se r es tendid a à cultura de cé lulas, para obte nção de em­
briões assex uais que , após encapsul ados, podem se r manipu­
lad os á se melhança de sementes. 

DESENVOLVIMENTO DE VARIEDADES MELHORADAS 

A tec nologia de manipulação de cé lul as, tec idos e ór­
gãos in vitro é promissora para o melhoramen to ge nético 
das plantas. Variantes somaclonais, neste caso , são de 
grande significá nc ia para obtenção de cultivares com carac­
terísti cas agronómicas superi o res. como tol eráncia a doen­
ças, a he rbi cidas, á sal in idade e à seca, qu al idades essas que 
podem se r ali adas a um alto va lo r nu tri c ional . No Havaí , 
um a das variedades comerciais de can a-de-aç úc ar resiste nte 
ao vírus do Mosaico foi selecionada mediante o uso das téc­
nicas de cultivo in vitro . Em outros t rabalhos realizados nos 
EUA. va ri antes de tomate, mais produtivas, com maior ta­
manh o de fru to e po rcent agem de sólid os solúveis, foram 
obtidas a partir de cultura de ex plantes rolia res. Na Cru na, 
os programas de melho ram ento genéti co de ar roz e do tri ­
go fo ram bas tante simplificados pela utilização de haplói­
des. Isto possibilit ou a criação de mais de 80 variedades co­
me rci ais da primeira espéc ie e mais de 20 da segund a, até 
o present e. 
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A cullura de 1'ro lol>l us lo., elllbll 'S , óvu los, OV á l'l05 

t: a pollnl ur; o in vitro .s... u Ic.:CnlWS JII CrnallvJ~ qu I..' Plx.h.: m 
$C , lIsddu nu re upcra o de híbnd s ruro~. em SltU açÓCS 
onde Ck:orrcm nlL'~ urll ~ rno~ dI.! II lcorn paubll ldnd l.! ~c xlJu1. 
qUI! 1I1l JX!(h:m o o l.!sC Il VOIVll1ICn l O lIorlllru lh: se mellte$ Isto 
pmSl bdll aro n fi Irall kr ene ta de !,'''I e, desejável>, prc>c nlcs 
em espéc Ies Ilvcs lrcs, pam espéc ie> culllvadas, 

I c mcllS de bIOlogIa mo lec ular l' engenhanu gC II ~ o · 

CII pMCCC Ill ~r rL~ gnlflu cs prolllcs"<I s do futuro. ptlra 01111. .... 
IlIo ral1l1:lIlo gc nc.:l íco O:'IS plan tas. E ntrc l;lnlu , qualqul'r prc­
vlStlO, IIgora , sobre on de", poded chega r com I:IIS m~ l odos , 
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Sorncnlc um trabalho 11 11 c gr:Hlo de lodos o~ scglllcn­
lOS dos métod os in vitro poss ihilitará ava ll,'os sigJlificu ti vos 
"" cnnç O de gen611pos superiores , que poo er50 l lc llde r " 
ere s " llI e demanda de II limcnlos em nosso P:I(S. 
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CULTURA DE OV ÁRIOS IN VlTRO 

A nto nio C~lrlOS T o rrcl)I 

ABSTRACT . Culturingo( cxcisc d ovubri es be g3 n wit h La Rue in 1942. Nitsc h (195 1) impro vcd thc proce dure and succccded 
in o bta inin gdcve lo pm cnt af to m a to and gher kin fruits in vitro. Ovu la ry cuhurcs h :Jvc nQw bcc n rc po rtcd for nca rl y 40 spccics . 

Th c growth pattc rns 0 1 Iru il s in vitro and in vivo h ~l vc bcc n cssc nciaLly thc sa m c: h owevcr, l he fi nal size 0 1 truits ra iscd 

in vitro havc becn usuall y sm aJl c r t h an th osc o bt ai ncd in vivo . Vi ablc sccd s h avc bccn ob t ain ab lc in so m e ovula ry cultur es. 
Most plant spcc ic s h avc rcqui rcd for o vulary growt h in vitro a nutricnt m cdium [ h ar CO nlalnS mineral salt s. vitam.in s and 

sugar. Currc ntl y. t he re is very litrl c rcsca rch ac ti vit y wirh o vu lary culturc. as com par ed wit h o th c r aspccts af pl ant ri ssuc 

cul turc o 

INTRODU ÇÃO 

o interesse pela cultura de n ores in vitro iniciou·se 
com os trabalhos de La Ru e (1942). Ele cultivou fl o res de 
92 espéc ies de angiospe rm as e obse rvou, em algun s casos , o 
c rese imento dos ovários e o en raiza ment o do pedicelo. Na 
Tabela I são lisladas refe réncias sobre cultura de pi stilo e 
ová ri os. Revisões so bre o assunto fo ram publicada s po r 
Rangan (1982) e Yang & Zhou (198 2). 

IMPORT ÁNCIA 

A cultura de n o res in vitro forn eee um sistema con· 
trolado para estudar aspec tos nutricio nais e fl siológi eos do 
desenvolvim ento de frutos (Nit sch 1963. Johri & SehgaJ 
1963 e Rangan 1982) e formação de sementes (Johri & 
Guha 1963). A esta van tagem juntam·se as u tili zaçõcs de ste 
mé todo no meUlOramento de plantas , que não podem se r 
obtidas pelos processos normais de cruzamento , na indução 
de hapl ói des partenoeárpicos e no contorno de pro ble ma de 
abscisão das flore s antes qu e a fe rtili zaç ão ocorra . 

PARÁMETROS QUE AFETAM A CULTURA 
DE OVÁRIOS ISOLADOS 

de 

I . Desinfestação do explante 

A desinfe stação co nsiste na remoção de organismos suo 
pe rfic ialmenl e assoc iados com o lecido. Vári as formu laçõcs 
qu imicas pode m se r usada s para eS la finalidade. A esco lh a 
do age nt e des infeslant e e a duração do tra tamento varia 
com o gra u de in fe staç ão c a se nsibili dade do tecido (Y eo· 
ma n & MacLcod 1977) . A Tabela 2 lista os reage ntes mai s 
co mun s e o tempo de cont ato na desin fe stação de ex plan tes 
de ová rios. 

I · n!!~·ap~, Ph .D. h"io lu~la Vq~l· l :d . I ' MBRA P A /CN PH u rl~I1 "':J\, 
c. P. 07 .02 18.70359 IJ ""'I", . DI . 

2. Estádio de desenvolvimento do explante 

o ó tim o estád io para o excisão dos ová ri os varia com 
a espécie de plant a e o o bjetivo do trabalh o. 

Nitsch ( 195 I) observou que ová ri os de Cucumis ali' 

guria exe isa dos 4 · 5 dias após a polini zação produziram se· 
mentes com 6 a 7% de poder ge rmina tivo . En tre tanto . ová· 
rios isolados 3 di as após a polini zação produzi ram semen tes 
invi áve is e aqueles inoc ul ados mais cedo não fo rm aram se· 
men tes. Em Lycopersico/1 escule f/rum. frut os par tenocá rpi· 
cos foram dese nvolvidos in vitro a partir de ová rios isolados 
2 dias antes da antese. na antese e 2 a 4 dia s a pós a ant ese 
(Nitsc h 195 I). Sementes viávei s de Anerhum graveolens. 
Tra chyspermum ammi e Foeniculum vulgare foram obtidas 
em cultura de ová ri os inocul ados. res pec ti vamente. aos 3. 
6 e 7 dia s após a poli ni zação (Johri & Sehgal 1966) . In o ma· 
ta (1968 ) conseguiu rec uperar se men te s 11Ib ridas do c ru za· 
men to entre duas espéc ies incompativ eis. Brassica chinensis 
x B. pekinensis. mediante a ut ilização da téc nica de cultura 
de ová ri os exc isados 4 dias após a pol ini zação. Crescimento 
e maturação in vitro de (rutos de Pn/l/us cerasus foram 
obse rvados a partir de ová rios inoculados 45 dia s após a no­
ração (Witten bach & Bukovac 1980). 

3. Partes florai s 

o cresci mento dos frutos e a formação de sem entes 
in vitro podem se r benefi ciados pela prese rvação do cálice 
ou brácteas. por ocasião da in oculação dos ovários. Prova· 
velmente. es tas du as es trutura s são fon tes de co mpostos ni· 
trogenad os essenciais (Nit sch 1963. Guh a & J ohri 1966). 
Des ta forma . ová ri os de Iher;s amora. cult ivados aos I . 2 e 
4 dias após a po lini zação. produziram frutos normais so· 
ment e qu ando o cá lice foi deixado intacto (Mahesllwari 
& Lal 196 1 l. Em traba lh o rca li7.ado com f-Iyoscyall/us niger 
(Bajaj 1966). ová rios excisados 3 dias após a po lin ização 
produ ziram fruto s normais apenas quando o cá lice não era 
rem ov ido na ocasião da in ocul ação. Em Nicolilll/o rahacum. 
pistilos cu ltivados des providos de cálice desenvolveram 
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TABELA 1. Plantas em que 8 cultura de ovário já foi relatada. 

Espécies de plantas 

Aerva tormentosa 
AI/ium cepa 

Alth888 roStIB 

Ammi msjus 
Anethum gravfJO/ens 

Anri"hinum ,."..j4Js 
Brsss;ca pekinensis x Brassica chinensis 

Brassica campescris 
Citrus Burantifolis 

C. sinensis 
C. msxima 
C. lemon 
Chryssnthemum spp. 
Cucumis anguria 
Foeniculum vulgare 

Fragaria anans$S8 
F. chiloensis )( F. virginiana 
G/ycinB max 

Haworthia turgida 
Hordsum vulgare 
Hyoscyamus niger 
Iberis amara 
Linaria marocClJna 
Lycopersicon esculenrum 
L peru via num 

L. p imp;nelifoUum 

Nicotiana rusriea 
N. tsbacum 
Oryza sativa 
Psspslum a/mum 
Pe/srgonium x domesttcum 
Perunia v;o/se88 
Phlox drummondii 
Pisum $8tivum 
Prunus cerasus 
Ranunculv$ sceleratus 
Trschyspermum ammi 

Trifolium repens 

r. umbiguum 
Tríticum Btit;vum 
T. spl'1rs 

Trops8olvm m.jvs 
Z8B msys 

Referências 

Murgai 119591 
Guha 119621. Johri & Guha 119631. Guha & Johri 119661 

Chopra 119621 
Sehgal 119721 
Johri & Sehgal 11963. 19661 
Usha 119651. Balatkova & Tupy 119731 

Inomata 1196BI 
Inomata 119761 
Mitra & ChatulVedl ( 1972) 
Mitra & ChatulVedi (1972), Gülsen et aI. (1981 1 

Mitra & Chaturvedi (19721 
GÜlsenetal.I19Bl1 
Watenabe 119771 
Nitsch 119511 
Johr i & Sehgal 119661 
Bajaj & Collins 1196BI 
De Capite 119551 
Obendorf et aI. 119631 
Majumbar 119701 
La Croix et alo (19621 

Bejaj 119661 
Maheshwari & Lal 119611 
Sachar & Baldev 119581 
Nitsch I 194ge. 1949b. 1951 . 19631. Kano 119621 

Torres 119841 
Jansen & Bonner (19491 
Rao 119651. Rao & Rangaswamy 119721 
Duli.u 11963.19661. McHug.n 11982)' 
Nishi & Mitsuoka 119691. e.auville 119BOI. Chang & Hong-Yuan 119811 

BO\IO & Quarin 119631 
Dodd 119631 
Shivanna 119651 
Rau 119561 
De Cepite 119551. Baldev el aI. 119651. Hahn aI ai. 119741. Krechling el el. 119781 

Wittenbach & Mu k""'" 119801 
Sachar & Guha 119621 
Johri & Sehgall19661 
Richards & Ruparl 119801 
Richards & Rupert 119801 
Rédei & Redei 119551. Donovan & L .. 119771 

Réd,i & Redei 119551 
Sachar & Kanl. 119581 
Sladky & H8IIel 119761. Gengenbach 119771. Dhaliwel & King 119781. Hllllel & Novék 119811 

frutos de tamanho menor e com poucas sementes , quando 
comparados com aqueles cultivados com cálice intacto . 

4. Constituintes do meio de cultivo 

Entretanto, a integridade do cálice e outras partes flo­
rais parecem não ser regra geral. Crescimento de frutos e de­
senvolvimento de sementes in vitro têm sido observados em 
cultura de ovários de Nicotialla tabacum (DuJieu 1966) e 
Pisum sativum (Hahn et alo 1974), desprovidos de cálice. 

Em algumas espécies de plantas, por exemplo: CUcu­
mis anguria (Nitsch 1951), Tropaeo7um majus (Sachar & 
Kanta 1958), [bens amara (Maheshwari & La! 1961) e 
Nicotiana tabacum (Dulieu 1966), o desenvolvimen to de 
frutos in vitro ocorre em um meio nutritivo simples, com-
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TABELA 2. Reagentes e perfodo de e_posição empregados na desinfestação de explantes de ovários. 

Espécies de pl antas Desi nfetan tes 

AI/ium cepa Agua clorada 

AntJthum graveolens Água clorada 

Crhysanthemum specles Hipocl ori to de sódio 10% 

Citrus lemon Hipoc lorito de cálcIo 9% 

Citrus smensis Hipoc lorito de cálcio 9% 

Fragaria ananassa Água clorada 5% 

G/ycine max Hipoclorito de cálcio 10% 

Iber;s amara Hipoclorito de cálcio 10% 

L ycop ersicon escuJentum Hipoclorito de cálcio 5% 

Oryza sa t iva Cloreto de mercúrio 0 . 1% 

posto de sa is minerais, vitaminas e açúcar. Em outras espé­
cies, Lycopersicoll escu/elltum (Nitsch 1949a,b e 195 1, 
Kano 1962), Aerva lormel/losa (Murgai 1959), A nellwm 
graveo /el/ s (Johri & Seghal 1963), Hyoscyamus niger (Bajaj 
1966) e A /lium cepa (Johri & Guha 1963) é necessári o um 
meio mais complexo, contendo, além dos componentes des­
critos, substâncias regu ladoras de crescimen to, ex trato de 
frutos e outros suplementos_ 

Em ge ral , a formulação salina de Murasttige & Skoog 
( 1962) é usada como ingre diente básico na maioria dos tra­
balhos de cultura de ovário_ 

a) Nitrogênio 

lÔ um componente do meio básico, ge ralmente su­
plementado na fo rm a de nitrato (Nitsch 195 1, De Capite 
1955, Rau 1956 e Sachar & Kanta 1958) ou nitrato de 
amôni o (Nishi & Mitsuoka 1969, Gengenbach 1977, Kano 
& Asashira 1978)_ Nitrogê ni o adicionado na forma de clo­
reto de amôni o e uréia tem efei to inibitôrio_ O crescimento 
dos frutos in vitro é limitado quando o meio é s;sprovido 
de nitrogênio. 

b) Ferro 

Niimi (1974) comparou o efei to de NaFeEDTA e ci­
trato férrico no dese nvolvi mento in vitro de ová ri os de Pe­
IUllia hibrida_ O desenvolvimento dos ôvulos era normal em 
meio contendo NaFeEDT A, e abo rtavam em meio suple­
men tado com citrato férrico_ 

c) Hidrato de carbono 

lÔ um componente indi spensável à cul tura de ovários _ 
Sacarose é, em geral . a fonte de carbono usada _ A concen-

Tempo Referências 
(min . ' 

5- 10 Guha (19621 

7 - 10 Johri & Sohgal (19661 

10 Watanabo (19771 

30 Gül,on ot aI. (19811 

30 GÜI.on at aI. (19811 

5 Bajaj & Collin, (19681 

20 Obondorf et aI. (19631 

20 Maheshwari & Lal (19611 

10 N itsch (195 11 

12 Chang & H ong-Yu an (19811 

tração varia entre 2 e 12%_ A sacarose foi ôtima na concen­
tração de 2% para o dese nv olvimento de ovários de Triti­

cum aeslil'um (Donavan & Lee 1977); 3%, para formação 
de sementes viáveis em Fragana anal/assa (Bajaj & Collins 
1968), Chrysalllh emum (Watanabe 1977) e Trifolium re­
pens (Richards & Rupert 1980); 4%, para o cultivo de ová­
rios de Nicoliolla ruslica (Rao & Rangaswamy 1972), 
Hyoscyamus Iliger (Bajaj 1966) e Pisum salivum (Srivasta­
va et a1 _ 1980); e 12%, para o crescimento máximo de fru­
tos de Lycopersico fl escu/ell tum (Torres 1984)_ 

A maneira pela qual o meio de cultivo contendo açú­
car é esterilizado tem efe ito no cresc imento sub seqüen te 
dos ovários_ 10hri & Guha ( 1963), em trabalho com cultura 
de ovários de A llium cepa, comprova ram o efeito da auto­
e1avagem e esterilização a frio de meios nutritivos contendo, 
respectivamen te, L - arabi nose , celobiose, D - dextrose, D -
galactose,lactose, D - levu lose, maltose, D - man ose, D - me­
lib iose, rdinose, L - ranose, L - so rbose, sacarose e xil ose . 
Os meios au toel avados foram os que promoveram um me­
lhor crescimento dos frutos in vitro . A sacarose foi o açúcar 
ma is efe tivo na promoção do crescimento de fruto e da 
formação de sementes_ Ball ( 1953) e Street (1957) suge rem 
que durante a autoc lavage m a sacarose é ttidrolizada, o que 
favorece melhor o crescimento dos tecidos_ 

d) Vi taminas 

A adição de vitaminas ao meio de culturas tem sido 
um a prática ge ral em cultura de ovários_ A mistura das vi­
taminas de White {I 954) e g1icina, modificada nas concen­
trações dos componen tes individuais, tem sido freqüente­
men te empregada (Sachar & Kanta 1958, Malleshwari & 
Lal 1961. Bajaj & Collins ( 1968)_ Entretanto, a suplementa­
ção com vi taminas não se faz necessá ria para cu lturas de 
oVlÍrios de Ph/ox dnlllllllondii (Rau 1956), Allillm sativum 
(Guha & 10h ri 1966) e Anli"";,/Um majus ( Balatkova & 
Tu py 1973)_ 
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e) Substãncias reguladoras de crescimento 

A "'sposta à supl ementação do meio nulJitivo com 
substânc ias reguladoras de cresci mento depende da espécie. 
Exemplos dc plan tas cuj os ovários são ca pazes de se desen· 
volverem em meio desprovid o de homlóni os são : Li,wrW 
morocCQna (Sachar & Baldev 1958). Tropaeolwn 1/WjÚ S 

($achar & Kanta 1958). Alrlwl'l1 roseo (Chopra 196 ~). 
Nieoriana rabacum ( Oulieu 1963). Perunia I'iolaeea (Shiva· 
nn a (1965) e Anri"hinum moius (B:uatkova & Tupy 1973). 

Em Iberis amora. a incorporação ao meio nutritivo 
de 5 mg,lml de AlA proporcionou crescimento máximo do 
ovário e desenvolvimento normal do embrião. Substituição 
do AlA por 2,4·D inibiu o desenvolvimento do embri ão 
(Maheshwari & L1l 1961). Frutos part enocá rpicos de Lyco­
persieon esculenrum foram obtidos pela cul tura de ovários 
nlIo·polinizados. em meio suplementado com áci do nafta· 
xiacético (NiLSch 1951) ou 2,4-D (Kano 1%2). A inclusão 
de GA

3
• AIA e cineti na no meio de cultivo inibiu o desenvol· 

vimento de embriões em ovários de A lrhaea roseo (Chopra 
1962). Crescimento máximo de frutos de Anerhum graveo­
le/lS. maiores que os produzidos in natura. fo ram o btidos 
in vitro suplementando o meio nutritivo com cinetina a 
0.1 mg/l (Jolui & SehgaJ 1963). 

t) Substãncias complexas 

Caseína hidrolizada água de coco, extrato de malte e 
suco de frutos tem sido adicionados aos meios de cultivo 
para promover maior crescimento dos frutos e desenvolvi · 
menta de sementes em cultura de ovários de algumas es pé· 
cies. 

g) Condições de incu bação 

Temperatura 

Em geral, temperaturas en tre 20 e 30°C têm sido ade· 
quadas para cultura de ovários. Temperatura constante de 
25°C foi satisfatória para cultura de ovários de A nerhum 
gro veolens (Johri & Sehgal 1963), Hawo rrhia (urgido (Ma· 
jumbar 1970), Zea mays (Uchirniya et al. 197 1), Antirrhi· 
num maius (BaJatkova & Tupy 1973). Em Lyeopersieon escl/' 
lel/rum, frutos partenocárpicos foram obtidos mediante cul · 
tura de ovários no regime de temperatura diurna/noturna de 
27/ 17°C, respectivamente (Nitsch 1951 ). 

Luz 

lnomata (1976) obteve maior produção de semen tes 
de Brassiea campestris spp. ehinensis em cultura de ovários 
expostos à baixa intensidade luminosa (300·500 lux). Luz 
difusa de 100 a 2.000 lux de intensidade foi usada na cultu· 
ra de ovários de Hyoseyallll/s niger (Bajaj 1966) e Fragaria 

anal/assa (Bajaj & Collins 1968). Em geral. intensidade lu · 
minosa de 1.000 luz tem sido adequada p 3rJ cultura de ová· 
rios de dive rsas espéc ies. 
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ABSTR.ACT - Ex p!'''t s of :Ibout 4 mm in length taken from the surface of the marketabic curd of c. uliOower were cultu ­
red on mcdium composed of Murashige and Skoog salt s. 3% sucrosc. and in mg/I: i - in ositol, 100; thi amine . HCI, 1.0; 
pyridox inc. HCI. O.S: nico tinic .c id. O.S: glycine . 2: kin ctin, 1.0 : indole -3-butiri c acid , 4.0: and agar, 8,000. The pH of 
th e medium was set at S.7. Thc cultures were iUurrunatcd 16 hr per day with 1,000 lu x co ld whitc light and ex poscd to a 
co nstant tcmperature a f 27°C. Und cr th cse conditio ns shoo ts wcrc o bt ain ed withi.n 30 days. 

INTRODUÇÃO 

O uso de IlIbridos de Bráss icas no Brasil tem sido 
muito aumentado nos últimos anos. Atualmente, ex istem 
no mercado várias companhias competindo pela ofe rta de 
tai s materia is. Há grande necessidade de procurar melh o res 
11Ibridos. dai a necessidade de se trabalhar com maior nú ­
mero poss ivol de linhagen s para aumentar a probabilidade 
de obter as melhores combinações. 

Pel o processo normal de ob tenção de linhagens paren· 
tais homozlgotas para o ge n 5. que con fere a au to-incompa­
tibilidade em Brássicas. normalm en te levaria de 4 a 5 anos . 
Primeiramente. deve-se proceder a: ide nt incação de plantas 
aut o- in compat ivei s na ge ração 50: o btenção e reconheci­
mento de plantas homozigo tas para os ge ns da sc rie 5 nas 
gerações subseqüentes: multiplicação da população de plan ­
tas aut o- incompativeis: e produç,io de hibridos F entre as 
linhagens (Ikula 1969). I 

A estabi li zaç ão das linh agcns parent ais dos hibndos 
requer. sucessivamente. vári as autofecundações. Por outro 
lad o. sua manutenção ex ige polini zação manual das Oores 
no estádio dc botão Ooral. Este procedim en to leva as pl an­
tas a uma rápida endogamia . a qual se maJ1i fes ta de v;i rias 
formas. sendo uma delas a perda da capacidade reprodutiva 
das linha ge ns. 

Medi an te o uso das téc nicas de cultura de tecidos. po­
der·se·ia manter indefinidamente linhagens de hlbridos. 
conto rnando assim os problemas da endogamia e elimin an­
do também a traba ll lOSa "" efa de aut opollll llaç50 man ua l 
dos botões fl o rai s para a man u tenção das mesmas (Crisp 
& Walkey 1974: Andcrson & Carlens 1977: Torres et aI. 
1978) . 

I EngO_agro. Ph .D .. Fisiologia Vegetal. EMBRAPA/CN PH ortaliças. 
c.P. 07 .0218. 70359 Brasília . DF . 
La boratorista. EM BRAPA/CNPHortaliças. 

DIFERENCIAÇÃO DE PARTE A~REA 

Pl antas de couve-O or, variedade Piracicaba Precoce . 
em es tádio de colheita . fo ram utilizadas como fonte de ex­
plantes. Estes. de 3 a 4 mm de comprimento. retirados da 
superfici e da cabeça . fo ram desinfes tados em solução de 
hip oc lorito de cálcio a 2%. durante 10 minutos. e em segui­
da lavados 3 vezes em água de stilada es teri lizada. 

O meio nutritivo consisti a em macro e mic r~lemen­

tos de Murashi ge & 5koog ( 1962). 3% sacarose e em mg/1: 
i·inositol . 100 : tiamina . HCI . 1,0 : piridoxi na . HCI , 0.5: 

ácido nicot ini eo. 0.5: gli cina. 2.0; ága r. 8.000: ác ido 3-in­
dolbutiri co. 4.0: cinctina 1.0 : com pH ajustado a 5.7 ± 0.1. 
O meio foi di stribuido em quantidades de 25 ml por fra sco 
de 130 ml. Os fra scos foram fechados com tampas de poli ­
propil eno e au toelavados a 12 1 °c e I .05 kg/c m' . durante 
15 minutos . 

A in oculação foi fe ita em capela de flu xo larrunar in ­
trodu zindo-se os explantcs, individualmente. em cada fr as­
co. Após in oc ul ação. os fra scos foram mantidos em câmara 
de crescimen to com intensidade luminosa de 1.000 lux. 
ciclo fotoperiódico I ó ho ras e temperatura de 270 ± 20C 
constante. 

OBTENÇÃO DE PLÁNTULA 

Após diferenciação e desenvolvimento da parle aérea . 
repicaram-se. individ ualmente. porçõcs apicais desta, de 2 a 
3 cm de comprimento. para reci pientes que continh am 
meio de cultivo composto de sais minerais de Murashige & 
5koog (1 962). 3% SUCrose e em mg/I: i-inositol. 100: tiarru­
na. HCI. 1.0 : pirid oxina.HCI 0 .5: ácido nicotinico, 0.5 ; g1ici­
na . ~ .O : ágar. 8 .000: e ác ido 3- indolbutirico. 3. O pH do meio 
foi ajustado a 5.7 ± 0. 1. Após a in oculação. o mate rial foi 
inc ubado nas mesmas condições descritas acima . 
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ABSTRACT - Since 1984 the Natio nal Vegetable Crop Research Center (CNPH/ EMBRAPA ) has been producing pre-basic 
potato seeds. Virus- frcc plants havc becn obta~cd th roug~ shoots tip , culturc technique s" and te sted for X, Y , S and 
leaf-ro U viruscs. In til c , hoot tip cultu rcs and rap,d propaga tlo n MS medlUm supplcmen ted wlth 0.5 mg/I ofG A) has been 
used. Parts of the apical partion af the shoots are tran sfcrrcd to a medium consis ting af MS salts s~~pleme.nt~d wlth 
0.05 mg/ I of ANA , 0.05 mg/ I of KIN , 0.2 mg/ I of GA). and 0 .6% of agar fo r enhancing th~ process of dtlferentlatlon and 
developmeot of til c root system. T he potato , eed theo obta.lf1ed ts dehvcred to EMBRAPA, Semce of Bastc Seed Produc­
tio O (SPSB) for multiplicatioo . 

INTRODUÇÃO 

A batat a é um alimento impo rtante devido ao se u al to 
val or nutritivo , se ndo rica em carboidra tos , sais minerais. 
aminoácidos e vitaminas. e também pela eficiência de pro­
dução por unidade de área num curto espaço de tempo. 
No Bras il , a cultura da batata ainda não atingiu maior im­
po rtância, devido princ ipalmente a fa to res como : elevado 
custo de produção: baixa produ tividade ; e necessidade de 
expansão pa ra novas regiões ainda sem tradição com a mes-
ma. 

Na década de 50, teve início a produção de batata-se­
mente. através do Projeto ETA na 10 e da Cooperat iva 
Agrícola de Coti a . Somen te em 1972 , pelo acordo Bras il -
Alem anha, foi criado um Centro de Multipli cação de Bata­
ta-semente. em Santa Cata rina , atualmente se de da Ge rénci a 
Local de Canoinhas. do Serviço de Produção de Semen tes 
Básicas (SPSB) da EMBRAPA. 

Em 1973/74, foram impo rtadas 673 mil caixas. de­
cre sce ndo para 250 mil no período de 1983/84. 

A bat a ta-se mente ce rtificada é produzi da nos Estados 
de Santa Catarina , Rio Grande do Sul , Pa ran á. Min as Gerais 
e São Paul o. Anualm ente são plantados aproxi madamente 
200 mil hec tares de ba tata para consumo. necessi tando de 
10 milhões de caixas. Em 1983 o Bras il produzi :0" ... dessa 
necessidade. importou 2.5% e o res tante da batata plantada 
foi de o rigem de sconhecida . Dentre as prin cipai s doenças 
que justificam a importação. destacam-se a murcha bacteria­
na e as de o rigem virótica . que causam grandes pe rdas, co­
mo o vírus do enro lam ente da folh a (pLRV) e o vírus Y 
(pVY). 

At é rece ntemente quase todos os testes de vírus em 
bata ta e ram fei tos visualmente, permitindo um alto índice 
de escape. Hoj e. com o adve nto de técnicas co mo Látex e 

l ll g:~-agr~ . M.Sc " Fitotccnta , EM BRAPA /CN P Hort aliças C.P. 
07 .02 18.70359 Br" , ill • . DF . 
L.tbOral on, ta , EM BHAPA /CNPHorta llça\ . 

ELISA, é poss ível te star rapidamente um grande número de 
amostras: bem como detectar concentrações muito baixas 
de vírus, as quais não se riam percebidas visualmente. 

Pa ra a o btenção de plantas sa dias. a partir de mate rial 
infectado , usa-se a cultu ra de meristem as. associada ou não 
à quimio te rapi a, o u à termoterapia. 

Há aprox imadamente quatro anos o Centro Nacional 
de Pesquisa de Hortaliças (CNPH) vem trabalhando com a 
cultura de merist emas e in dexação de pl antas para a produ­
ção de lotes sadios de clones pro veniente s dos programas de 
melhoramen to e. nos últim os dois anos. para a produção de 
batata-semente pré-pré-básica. 

Inicialmente, o material a ser limpo é testado para os 
vírus X (PVX), Y (PVY). S (PVS) , enrolamen to da fo lha 
(PLRV) e para O viróide do broto ama do (pSTV). A seguir, 
é efetuada a cultura de meristemas, qu e consiste na retirada 
dos meris temas do ápice e dos brotos late rais em crescimen­
to . Esses meristemas são inocula dos em meio líquido. con­
lendo macro e micro nutri entes, segund o Murashige & Skoog 
( 1962), acrescido de 3% de sacarose. vitaminas e 0.5 m g/I 
de áci do giberélico (GA ) , que const ituem o meio na I . 
Após a formação de um~ pequena pl anta. a partir de cada 
me ristema_ esta é seccionada e transfe rida para o utros meios : 
I ) O ápice da planta. conte ndo três a quatro gemas , é inocu­
lado em meio con tendo sais minerai s de Murashige &Skoog, 

ac rescido de 3% sacarose . vi taminas , 0.6% de ágar. 0.05 mg/I 
de áci do naftaleno acét ico. 0,05 mg/l de cinetina e 0.2 m g/I 
de ácido giberélico . que constituem o meio na 2: 2) O restante 
da plant a é cortado em pequenos pedaços . contendo uma ge­
ma. e são inoculados em meio líquido(meio na I ). Ambos os 
tuboscontêm o mesm o número de ident ificação. Quinze a vin­
te dias após. as pl an ta s produzidas no meio sólido são te stadas 

para os ví ru s X. Y, S e o en rolamento da foUl a. As plantas sa­
dias são pro pagadas in vitro por mul tip licação rápida (meio 

na I ) e enraizadas (meio na 2), e então transferi dos para 
vasos . em casa de vegetação. Periodicamente . as pl antas em 
casa de vegetação são in specionadas e testadas po r am ostra­
gem . Aí as plantas produzem. em média . oi to tubérculos 
cada. dos quais ci nco são de padrão comercial ( sem en te pré-
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-pré-básica) e três menores, que são utilizados em nova mul ­
tiplicação (Fig. I) . 

Al ém de multiplicação rápida. em larga escal a. para a 
produção de plantas in vitro . util iza-se também a multipli­
cação rápida, em casa de vegetação . A partir de um a planta 
produzida in vitro podem se r ob tidas sessenta caixas de sc­
mente boisica. num período de doi s anos , de acordo com o 
seguinte esquema: 

Em 1984/85 , O CNPH env iou ao SPSB 29 mil tubér­
culos. Ao final de três multipUcações pelo SPSB, serão pro­
duzidos 11 . 136 milh ões de tubérculos, o que representa cer­
ca de 32 mil caixas. Considerando que no final do mês de 
setembro de 1985 uma caixa de batata-semente importada 
custará em méclia 16 dólares (um dólar = 10 mil cruze iros) . 
concl ui-se que 32 mil caixas correspondem a uma economia 
de importação de 5 12 mil dólares ou 5 bilhões de cruzeiros . 
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CULTURA DE EMBRIÃO 

Cluudill ei "ndrcoli I 

ABSTRACT - In thi s arr iclc. the diffcrcnt fa c lo rs affccti ng in vitro embr yo cul tu rc are rcvicwcd . Thc pract icaJ ap pljcatio ns 
,lnd limit atio ns of that tcchniqu c ;lrc al so discusscd. 

INTRODUÇÃO 

o ponto marcante que ex pandiu o campo da cultura 
de embri ões foi a desco be rta de que estes pode riam ser se­
parados dos tecidos mat e rnais e de reserva , e cultivado. 
a'5e ptica mente em substrat o artifi cial. Hannin g (1904) • 
considerado o pioneiro na cultura de embrião. Ele cu lti­
vou, in vitro. embriões relativanlen te maduros de Raphonus 
saril'l1s, R. landra. R. caudalIls e Cochlearia danica, em 
meios salinos supl ementad os com açúcar. Suas observações 
forneceram respostas para a identificação dos fatores que 
controlam o cresc im ento de embri ões cultivados. Por exe m­
pl o. a função do endosperma líquido. a necessidade de uma 
concentração de saca rose como fonte de energia. c um alto 
po tencial osmótico no substrato. para cresci mento dos em­
briões. 

Subseqüentemente. avanços na téc nica da cultura de 
embriões foram estend idos a várias espéc ies de planta . 
Knudson (1 922) fez germinar embriões de o rquíd eas na 
auséncia de fun go simbió tico. em meio de ága r contendo 
açúcar. O estímul o ao cresciment o de embriões de o rquí­
deas por um ca rb oidrato simples sugere a função da micor­
riza na conversão de amido e de outros pol issacarídeos em 
forma reduzida. A propagação não-simbió tica de orquídeas. 
em escala comercial, deve aos princípios deste experim ento. 

Dieterisch (1924) fe z importantes obse rvações nos 
estudos de fi siologia , crescimento c germinação de embriões. 
Embriões cultivados in vitro. usualmen te não aprese ntam 
um período de repouso como oco rre em se mente intacta . 
Al ém disso, foi constatado que no meio nutritivo de Kn op, 
suplemen tado com 2,5 - 5% de saca rose. os embriões to rna­
ram -se fi siologicamente maturos e germinaram normalmen­
te . Porém . aquele s ainda imaturos germinaram diretamente 
para plãntulas, divergindo dos estádios da embriogenia nor­
mal. Dieterisch introduz iu o tern o "Kunstuche Fruhgebrit" 
para expressar este tipo de crescimento . agora conhecido 
como germinação precoce em cultura de embri ão. Salienta­
-se que este fenómeno é aplicado a algum as se mentes (em­
briões) de espécies vivíparas. por exempl o: mutantes de 
Zea mays L. . ce rtas cultivares de Triricum aesrivum L. e 
Arachls hypogaea L. Este aspecto de germinação precoce é 
discutido posteriorment e. 

I EngO_agro. Ph .D .. Fisiologia de Se men te<. EMIlRAPA/CN PH or­
(a liça ,.C .P . 07 .02 t 8. 70359 Bra>llia. DF . 

As aplicações práticas das técnicas de cultura de em· 
briões foram demon stradas nos trabalh os de Laibach (1925, 
1929). Plãntulas híbridas resultantes do cruzam ento de Li­
num perene e L. ansrrianum fo ram obtidas a partir de em­
briões excisados de sementes. Desde ent.i!o, esta técnica tem 
sido ex tensivamente usada para produzi r híbrid os raros em 
situações onde o meca nismo de inco mpatibilidade sex ual 
oco rre. Em adição. esta téc ni ca oferece um sistem a contro­
lado para estudar os problemas nutricionais. fisiológicos e 
bioquímicos dos embri ões em vários estádios de desenvol ­
vimento_ 

00 ponto de vista técnico. as duas mais importantes 
considerações na cul tura do embrião são: a composição do 
meio de cultura e a excisão do embrião. A composição do 
meio e a preparação assé ptica do embrião variam en tre as 
espécies. Rece ntes revisões sobre o assunto foram feit as por 
Bhojwani & Razdan (1983) e Nortog (1965, 1973). 

PARÃMETROS QUE AFETAM 
A CULTURA DE EMBRIÃO 

Fonte de explante 

A seleção da planta a se r usada para a cultura de em­
brião é normalmente prognos ticada pelas prioridades e pe­
los objetivos do trabalho_ Entretanto. se a escolha ex iste 
como prática inicial , é recomendáve l começar com embriões 
que são facilmente dissecados. Por exemplo . embriões ma­
duros de algumas leguminosas e algun s citros de semen tes 
grandes são ó tim os materiai s de par tida _ Por outro lado, 
maior cuidado no uso desta técni ca é necessári o quando se­
mentes de Daucus carOla L. e Apium graveolells L. são 
utiliza das. 

()esinfestaçào do explan te 

Os embri ões zigóticos, protegidos dentro de um siste­
ma es téril no tecido ovu lar , não necessitam de desi nfestação 
superficial. Entretanto. os frutos são desinfestados segundo 
os métodos descrito por Bhojwani & Razdan (1983) . Após 
esta asse psia, os embriões sã" excisados e cultivad os em 
meio nutritivo. 

Em orqu ídeas onde as se mentes não possuem endosper­
ma funcional c o tegu mento é muito reduzido. ovários intei­
ros são desi n festa dos e cul tivados (Raghavan 1976) . 
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Excisão do embrião 

Para :J cultura de embriõcs in vitro . ge ralmen te é ne­
cessá rio remove-los dos seus tecidos cmb ri o l1 3rioS . Os em­
briÕfs maduros podem se r isobdos com relativa faci lidade 
ab rind o-se as sement es. As sement es com tegument o duro 
são dissecadas após imergi·las em água (Raghavan 1976). 
EmbriÕfs menores exigem mais cuidad os na excisão. haven­
do necessidade de uma lupa cstereoscópica (60-80x). Deta­
lhes na excisão de embri :jo em vários es tádios de dese nvolvi­
mento de Capsella bursa-pas/oris e Hordcu/Il vu /gare foram 
descri tos por Raghavan & Torrey (1963) e Norstog ( 1965). 

Exigências nutricionais 

o mais importante aspec to da cultura de embrião é a 
seleção do meio nutritivo correto. que est imule o desenvol· 
vimento dos embriões. Hanning ( 1904) e Laibach ( 1925). 
usa ndo meios simples. obtiveram sucessos no cu ltivo de em­
briões maduros. Entretanto. embriõcs de pós-fe rtilização 
não cresciam e não ge rminavam . Para superar esta dificul­
dade tem-se buseado novas alternativas de meios nutritivos. 
que se aproximem da composição do endosperma ou do sa­
co embrionário. possibilitando. assim. o cultivo de embriões 
em vários estádios de desenvolvimen to. Portanto. o controle 
do crescimento do embrião em cultura. comparado às con­
dições naturais. permite·nos especul ar se o cst imulo para 
crescimento está localizado no embrião ou nos tecidos ma­
ternais. 

Duas fases de desenvolvimen to do embrião têm sido 
reconhecidas: a) a fase heterotrófica. onde o embrião é de­
pendente das font es nutricionais do endosperma e dos teci­
dos maternais; b) a fase autotrófica. em que o embrião é ca­
paz de sin tetizar substâncias para se u desenvolvimento a 
partir de sa is minerais e açúcar (Raghavan 1966). Morfolo­
gicamente. os embriões de Copse//a e Da/IHa são heterotró­
ficos até a fase globular. e somente no estádio co rdi fo rme 
tornam-se autotróficos (Raghavan 1966. 1976. 1980). As 
ex igências nutricionais para a cultura de embrião de Capsel­
/a bursa -pas/oris em várias fases da embriogen ia é dada na 
Tabela I . Pode-se observa r que estas exigências torn am-se 
mais simples com o desenvolvimento do embrião. Salienta­
-se que o período crítico destas fases varia com a espécie 
e as condições ambie nt ais (Van Overbeek et a1. 1942. 1944 . 
Raghavan & Torrey 1963 . 1964). 

o cultivo de embriões imaturos . em alguns casos, exi­
ge técnicas mais refinadas e meios de cultura mais comple­
xos. Monnicr ( 1976. 1978) desenvolveu um método que 
permi te o crescimento de embriõcs de Capsel/a no estádio 
globular se m remove·los da posição original . O método de 
Monn ler consiste no uso de dois meiOs nutri cionai diferen ­
te em urna mesma placu-dc-petri. 
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Em geral. o dese nvolvimen to de embriões maduros 
in vitro oco rre em meios nutritivos simples. compos tos de 
sais minerais. vitaminas e açúcares . No caso dos embriõcs 
imaturos, en tretan to. é necessário um meio mais complefo. 
con tendo. além dos componentes ac im a mencionados. subs­
tâncias regu ladoras de crescimento, compostos orgânicos e 
extratos natura is. 



Germ inaç:io precoce 

Embriões imaturos, rem ov idos da se mente c cultiva · 
dos em meio de cultura . não somente superam o est:í dio de 
repouso, como também ccss'.IIn os proccssos no rmais de 
dese nvolvim ento embriogé nico. Nos casos mais específi cos. 
como as cs pécies vivípar"s. Rhizophora /IIa/lgle. Amchis 
/,y pogca c mUlantes de Zea /IIays e Arabidopsis. os em· 
briões tém capacidade de ge rminar quando presos ;i pl anta· 
·mãe (Black 1983. King 1982). Assim . isto indi ca ria que ai · 
gum fa tor na se mente exerce influência no crescimento con · 
tínuo do embrião e previne a germ inação precoce. 

O "cido absc ísico (ABA). conh ecido como inibidor da 
germinação de muit os embriões maturas. também inibe a 
ge rmin ação precoce in vi tro (Black 1983 . King 1982). Re· 
cent emente. Ackerson ( 1984b) dem onstrou que a germina· 
ç:io precoce em embriões imaturos de soja pode ria se r indu · 
zida pela reduç:io do ABA end ógeno na scmente. Altas con· 
centrações osmóticas de saca rose . manit ol (Crouch & Sussex 
198 1) c polieti leno glicol (Andreoli 1985) também inibem 
a germinação. 

Evidéncias dire tas da ação do ABA na prevenção de 
germinaç:io precoce CIll embriões imaturos sã" observadas 
pcla correla ção inversa entre a concen tração de ABA na se· 
men te c sua ge rmin ação. Estes dados es tão desc ritos nas 
observações de Quebedeaux et aI. (1976). Ackerson 
( 1984a . b) . Hendrix & Radin ( 1984)e Andreoli & Maguire 
(prelo) . 

A orige m do ABA durant e a embriogenia in vi tro é 
ainda qu esti onáve l. Ou é prove ni ent e da capa cidade de bios· 
síntese do embriã", ou é transpo rtado das cé lul as maternais 
para o emb rião . Hendri x & Radin (1984). co nfirmand o a hi · 
potése de Ihle·Dure ( 1972). obse rvaram qu e a viviparidade 
é preve nida pelo ABA o rigin ado do tegum ent o, dirundindo· 
·se para o embri:io. A ge rminação de embriões in vitro pode 
ser inibida pelo ex trato líquido dos óv ul os. bem como pelo 
ABA aplkado exogc nea menl e. suge rindo qu e os ra to res 1111 ' 

bidores da germinação precoce do embrião re sidem nos teci· 
dos embrionários da se mente . Isto indica que o ABA tem 
dois mecani smos espec íficos de ação : um est imular . durant e 
a embrioge ni a. c out ro in ibidor. durant e a mobili zação de 
reservas na germinaç:io (Ackerson 198-\. Andreoli 1985. 
Andreoli & Ma guirl' 1986). 

AP LI CAÇÕES PRÁTICAS 

o embrião, como part I..' mais importante da Se l11 el1 le . 

representa o COIll Cc.'O da nov;] gc raç~io csporo ríl ica, sua mui · 
tipli cação. re produção. herança e di spers:io. Assim. a cullU ' 
ra de cmbri50 é uma I ~c ni ca que vem selu.1 o praticad a pelus 
melhori stas de plantas h,; quase um sécul o . 
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As aplicações práticas da cultura de emb riões tém si· 
do revisadas nos artigos de Ra ghavan ( 1976, 1980). e mais 
recent emente nos traba lhos de Andreoli ( 1982) e Bhojwani 
& Razdan ( 1983). Al gumas apli cações se rão brevemente ei· 
tadas adiante . 

Uma das práticas mais co muns e aplicadas desta téc· 
nica é na obtenção de pl it ntul as híbridas em c ru zamentos 
intcrcspcc íficos c intcrgcnéricos, onde barreira s sexuais na 
rormação da semente ocorrem (Brink & Cooper 1941 , 
Cooper & Brink 1945. Cho udhury 1955). 

Sucessos no cultivo de embriões híbridos interespecí· 
fi cos tém sido demonstrado em Melilollls. Trifolium, Li· 
/lum. Oryza. Lycopersicoll e Hordeum. Do mesmo modo. 
híbridos int ergenéri cos têm sido o bt idos em cru zam entos 
de flordeum x Secale. Hordrum x Triricum. flordeum x 
x Agropynl/ll (Krusc 1974 . Cooper ct aI. 1978)e Triricum 
x Secale (Taira & Larter 1983 ). Em algun s hlbr idos in terge· 
ncricos são necessá rios alguns tratam entos espec iais nos teci · 
dos mate rnais (Taira & Lart er 1977. Cooper et aI. 1978) . 

Outra potencialidade do uso da cultura de embri ão 
é na o btenção de hapló ides. mediante a eliminação seletiva 
de cromossomos pc la hibrid aç:io di stante. Kasho & Kao 
( 1970) obse rva ram que. no cru zam ent o de /lordeum "ui· 
gare e H bulbosu",. as progélll es eram mo rrologicamente 
e cit ologica mente haplóides de H "ulgare. Estud os ci toló' 
gicos detalhados têm revelado que nos cru zamen tos da dupla 
re rt ili zação ocorre normalmente. mas a eliminação sele· 
tiva dos cromOSSOmOS de /",Ibosllm. durante as primeiras 
divi sões da embrioge nia . permit e a ro rm ação de embriõcs 
sô com os cromossomos de IIldgare. Nestes cru zamentos , O 

embri ão normalm ente abo rra 10 dias após a polinização. 
Para ob tenção de plantas haplóid es. en tretanto , é neces· 
sário cxc isa r cmbnãcs im aturos c cultivá·los em um meio 
de cultur a. 

A estas vantagens junta·se a ulili zaçiio deste método 
na quebra de dormência de sc mentes rrutíre ras e orn am en· 
tais. usadas nos programas de melho ramento (Randol ph 
& Cox 1943 . Lammerts 1946) . 

A cultura de embrião é um excelente in strum ento pa· 
ra o desenvolv1ll1ent o da pesquI sa na área de cmb nologia. 
bioquímica c fiSIologia de semente. qu anto ao problema de 
ge rm inação e doml êncla . bem como quant o j relação 
cnd ospc rma c ~ mbflãn . 

Finalmente, em testes rápidos para de temlin ar a viabi· 
lidade da semen te . a téc nI ca da cultura de embr ião tem sido 
usada e111 algun s labo rató ri os. 
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A EMIlRIOCí!NESE SOMÁTICA E SUAS APLICAÇÕES 

AHSTRI\ r · Tllc l'lIlb ryo dcve lop!io wllhin tl lL' L' lIlbr yo :; .. 1 C , u\u,dl y oriKin.llillg (rom .1 l.yg0 1C, In vi tro culturc tcchniquc 
I',I VC \ ho WII lhdl il i .. pO ~!'o ,bl L' to Obt.llll \ truClurc~ co mpar .. blc la 'lygotic clnb,..yo:;. dellOlnin.Ill'd .. ... olTl,jli c cmbry os". (r om 

.lll y pl.ll lt t i.ssuc. So m .. t ic c lllbr yu~cn(""i. .. is C!i.'f,ICtcfl7Cd by th e forma l ion of bipa!.'f 'ilru Clu rcs co nsisting of.1 stcm Jllel d 
rOO l nlniS1Cm ;l nd Ilnliled by cpidc..' nn . .I cdl-.. Init i.dl y dcrnon , tr.ll cd in C,lrrnts, :;om"tic crnbryogl' ncsis 11 .15 bct: n shown la 

bc po .... iblc i" mo re th.tll 100 .. pccics. 111 ~c lt(: r.d lhe :; t..rllIl K m., tcri.d cOll sis t <; af rn cri 'acmJtlc or juvenilc tissuc . Origin a f 
ti S'lo Ul: ,mo cornpo !io illon ar dl lo ulturc II1 tdiU III .lrC CX [!'Clll cly imp orLlIll L, clors .Jlld ~ p c c i.JI C.lr l.: h,l.\ to be takcn with 
rc"pec t l O lh e CO llcc ntr.llion of nil row.:nou s-compollnd s. \ UK.If ' .Ind growlh rcgu1.'ling o;Ub .. t.U1 CCS. Th c use o f somatic 
L' lllbryos fro lll !> illg!..: c<:ll !> or fru m li !>!> u L' ~ reprC\C fl l\ .JI1 il1lpnrl .J lIl tool in qudic .... irned .It the gcnc li c improvcme nt o f 

p1.lIlt\ .. lIeI in tI, e II C,l r fU lurc il wi ll bc po .. "ibll' l O furnish rn .1l1iplll..lCcl !lo O/TI ;Jli( t:mbryo" to the farmcr s in stc .• d of sccd". 

INTRODUÇÃO 

~ téc ni cas ue cullura de lecld o, lém uemonstrauo 
que n o~ vcgc1 ~Jl s , upcrl orcs as célul:.c, ~om :j ll ca s mantém a 
, ua 10 1lpo le nc ialluad e, c que e m conul çõe, aueq uau as po­
dem o ngi nar planl a, IIldep enden temen le do tipO de lec ldo 
u:..auo . l:m ce rt o, ca OS. 3) plantas ~ de ')c llvolve m por via 
IIltelfi.llllent c comparávc l :J4uc13 do uc \c nvolvlmenlo de um 
I.!Jllbnão ZlgÓ IICO. ou scj:J. mcdlJnlc cmbnogenese somáti ca. 

Ao contrari O do que ocorre com um mcn ~lcmi.l . onde: 
os tec id os c vasos condut ore~ encontram-se em continu I­
dade com a pl anlJ , o embrião '\o rn;itu;o . tamhém denomina­
do "cmbnúldc". )c CaríH: l l.' fl l..a por $U:J csl ru lura blpolar . 
com um ITI t...·n l:l lellla apical e oulrO u(' ral l. uclimnado por 
um a epiderme. (lplCsclltalldo cont lgUldatlc com o tcc ldo­
-m:k, sem coneXões vJ \culares. V;:inos ca~Ol:l de cmbnogr · 
nese som ~ ll c~1 in vivo ja fo ram desc nl o~ (Tl ssc ra l el aI. 
1979 ) . Em ge ral, es tes se dese nvolvem ao nivrl de leCl d tH 
110 Iai" a p:lrllr de lec ldos mal e mais (nu ce lo, legum enlo, 
in lcrn m ) , de lec ldo' d o , ''co e mbri on;íno ( sin érgldes, an­
lip oda" endospe nll a) e lambé m a partir do pró pn o e m­
bn 50 l lgÓ ll co c -'u spemo r. Também eXiste m alguns casos de 
desenvol vim ento de embri ões som~ticos. na natureza. a par­
lir de fol has (Tay lo r 1967) . 

Nas condições de c ullura in vi t"" maiS de I 00 es pé­
c ies de planlas malllfeSlaram e. ' e IipO de morlog.' nese , c os 
embriões de se n volve ram-se a partir de todos os IipOS de le­
cld o <: vege lativ os ou no ra i, (Am mirat o 1984 ). 

Os em briõc. sum:í ll cos pu de m dese lwolver-sc dire t:l­
ITI l.' llle ou IndirClalllCTltl' J partir do explan lc inic ial. No úl­
limo caso. que rc prc~l.' nta :l m'll ona. o) embriões desenvol ­
vem -se a partir de calo' o rigll1ados do ex p lante, após um 
pe riodo ma i, ou me na> lo ngo de pro li fe raç:io ce lul a r. 1\., 
cé lulas e m briogi' ni cas se dife re nciam das ou Iras célul as 
de nlro d o cal o po r seu aspec lo semelhanle a uma c01 ula de 

DOIIIOr , ColI \ull or IHI A/r IHAIJ , I .\lll1(A PA/( I N;\I(<. I N .C.P. 
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me", ' ema uu de l lgolO: elas sã" pequenas, re la liva me nt e 
I, od lamc lfi cas_ pouco vacuohladas c ncas e m cit opl asma , 
co m núc leos predomll1anl e, e pared es de lga das (Sha rp e t aI. 
1980). As cél ul as ini CiaIS ,e dividem IIll e rn amen le pro duzi n­
do pequ enos grupo, de cé lulas com c ito pla sma d enso, de­
no minadas pró-embri õcs, que evo lue m em se guida pa ra e m­
briões , passa nd o, de uma man eir a similar , pe los eSládios 111 -

lermedl:í n os de dese nvo lvime nt o e nconlrad os n os embri õcs 
zlgó ti cos. 

No Caso de ini claç50 dlre la, se m fo nnação de calo, os 
embri ões dese nvo lve m-se, em ge ral , a partir de tec id os ep' ­
dé rmi COS do ex plante. É o qu e se o bse rva na embnoge nese 
adve nl le ia de h lpocó lil ode ce noura (Hacc lUs & Lakshm anan 

1969 ) e ROI/LlI/C11II1S ,celeralLls (K o nar & Nataraja 1965 ) , 
onde OCOrre a tran sfo rm ação de cé lulas e pid érmicas em 
em b" ó ld c . Em o utros casos, po r exe mpl o, e m cltrus, 
o, embri ões so máticos desenvolv em -se diretamenle a partir 
do nu ce lo (E~an 1973). Finalmen le, o~ emb riões som áti cos 
lambé m pode m se r Oblldos d ire lam ente de c ultura de pro­
loplas los (K :ullcya & Uchl ya ma 1972 ) e de gr50 de pó len 
em eullUra (Raq uln & Pele t 1972, Nitsch & Ni tsch 1969) . 

HI STÕ RI CO 

ex Ir ab31 hos lIes ta ürca IIlIClaram-se com cenoura 
4uand o Ste ward e l aI. ( 1958) e Rc in e rt ( 1958) o bse rvara m, 
em co ndi ções de c ullura in vitro, os e mbri õcs somá ticos pe­
la primeira ve/ .. 

Pos te ri Ormenl e, pesq uIsas moslraro m que a c ultura de 
teC Idos de plantas da s IJ mlhas das Um belife ra" Solan;íceas, 
Ran un culáceas e Ru t:íccas pe rmi le a em br iogénese somática 
com facil id ade . Po r o utro lado, e m outras fa m ll ias de gran ­
de impo rtá ncla ecunomica , a ob te n<;:lo de embri ões somáti ­
cos é mais dil ic il. Entrela nto, es ta afi rm a<;iio é muilo relati ­
va, poi s re presenla , de fa lO, um a av,di a<; ,io da res pos ta das 
pl an las a um de te nn ll lad o trat ame nto, que foi dese nvolvido 
pa ra a lgum as espécie. (ce noura , fumo) e n:lO e nvo lve a ca­
pacidade intr in sec a rca l dos tec id os qu e aprescnlam o rga no­
g(· J1 csc . 
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Algun s casos dc embri ogéncse som:í tJca fo", m desc ri · 
tos rccentemente na fa mll ia das L'-'gummosas: .\led/cago SIl ' 

ril 'a (Walker c t a1. 1979. Ka o & Mlchauluck 198 I). TnJo· 
lium prarell se (CoUins & Ph ilJi ps 1980) e PllOseolus I'ulgan 
(All avena 1984). Com espécies a rbóreas também fo ram 
obtidos alguns resultados : Cirrus (Kochba & Spiegel roy 
1973), Corylus (R,adojevic e t al. 1975), Collea (Sondahl 
& Sharp 1977). Finalment e. nas monocotiledóncas tant o a 
obtenção de calo quanto a de embriões omáticos têm ido 
difíceis. Recentemente resultados pro missores foram obti· 
dos com 25 espécies d ife rentes de gramineas (Ammirato 
1984). e nas famuias : Palmáceas ( Reynolds & Murashige 
1979, Tisscrat & DeMason 1980). Lili áceas (Abo El·Ni l 
1977) e Musáceas (Bak:ry et al . 1985). 

Devido à dificuldade em induzir a embriogênese so· 
mática em várias espécies de plantas. a escolha do ex plante 
é fundamental para iniciar as c ulturas ; assim. de uma manei o 
ra ge ral. os meUlOres resultados tem sido obtidos com os 
expla ntes de tecidos meristem áticos e juvenis. ou ainda . os 
re tirados das peças norais (Noze ran & Bancilhon · Rossignol 
1977. Nozeran et al . 1982). 

Deve-se notar que uma queda na capacidade embrio· 
gênica foi constatada após repicagens sucessivas da cult u ra . 
Este declínio foi atribuído. em parte, ao aumento de célu· 
las que apresen taram modificações gen éticas. tais como. po· 
Iiploidia ou aneupl oidia (Smith & Street 1974). 

A origem exata dos em briões somáticos está parcial · 
mente definida; entretanto . em certos casos, a orige m un ice· 
lular já foi comprovada . É provável que estes embriões se 
fo rmem a parti r de um número mui to reduzido de célu las. 
o que perm ite ser a emb riogênese somática in vitro uma téc· 
nica de ampla aplicação no meUlOrame nto ge nético de plan· 
tas . 

COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTURA 
E CONDIÇÕES DE INCUBA ÇÃO 

A composição do meio de cultura e as condições de 
incubação sãn fa tores mu ito im portantes a se rem conside· 
rados. 

Ge ralmente, a maioria dos explantes são cult ivados 
em meios muito concentrados e completos, como MS (Mu· 
rashige & Skoog 1962), B5 (Gamborg e t al . 1968) ou SH 
(Schenk & Hildebran dt 1972). Mouras & Lutz(l980) relata· 
ram a necessidade de u tilizar soluções minerais concentra· 
das, para o desenvolvimento de embri ões. e soluções sal inas 
diluídas, para preservar o potencial das suspensões de célu · 
las. Por outro lado, meio re lati vamente pobre, como o de 
Wh ite ( 1963), tem sido usado na obtenção de embriões so· 
máticos. 

A util ização de al tas conce ntrações de nllrogemo 
(40 -60 mM) é uma prática comum. Entretanto, Caldas 
( 1971 ) demonstrou qu e a quantidade óti ma de íons de 

amónlo depende da co ncentraç:io de auxlIla no meIO da 
cult ura. Ammirato (1984) ressal tou o beneficios ocomdos 
com a adição de uma fo nt e de nitrogên IO red u1.ida (n a for· 
ma de amónio) ao mClo cont en do nitrat o . pal a a inICIação 
e manutenção dos embri ões . Em expwment os rea.h z.a dos 
com cenou ra, RClIle rt e t aI. ( 1967) obse rvaram que ex pl an· 
tes cu luvados em meio con tendo amó ni o aprese nt aram em· 
bnogenese em al ta frequéncia : en treta nto. naqueles culllva· 
dos em meio contendo apenas nitrato. a frequenc," fOI me· 
nor. para um a mesma concc ntraç:io de nitrogêni o. 

Enfun. deve-se obse rvar qu e o 111 trogé ni o na fo rma de 
sais (Nt-r e NO' ) pode c r substituíd o, li a composlç:io do 
meio de ~ultura .J por L·g1ulamina ou seus ammoác ldo deri · 
vados (Tisserat e t ai . 1979). 

Quan to ao fo rneCImento de ca rboid ratos, a saca rOse é 
um a fonte de carbono eficaz para a embn ogenese somá ll ca . 
sendo que outros mono e dissaca rídeos têm SId o utJhzados 
com sucesso (Verma & Douga ll 1977). Concentrações cleva· 
das de saca rose (cerca de 12%) podem se r ullli zadas em cul · 
tu ras nas qu ais se deseja prom over o dese nvo lvi mento de ca· 
los embriogênicos ( Lu & 0 7.ias· Akin s 1982) : co ntudo. após 
a iniciação dos embnõc . a quantJdade de saca rose deve se r 
diminuída para 2 ou 3%. pois alt as concentrações de açúcar 
impedem a "genminação" precoce dos embriões. De falO. 
em casos específicos , ai tas concentrações de sacarose in ter· 
vêm mai s como agente de p ressãn osmótica do que co mo 
fon te de ca rbono. 

Finalmente, a utilização de regul ado re s de cresc imen· 
to deve se r rigorosarnen te con trolada, pois o sucesso da cul · 
tura depende muito deles. De uma man eira ge ral , to ma·se 
necessário distinguir a ação dos regulado res de cre sciment o 
sobre a indução de calo. A innuência posi tiva de auxinas , 
isoladas o u co mbinadas com citocini nas. é sob re tudo atri · 
bu ída à sua ação be néfica sobre o dese nvolviment o de calo 
a partir de tec idos d iferenciados. Ao con trá ri o, a presença 
des tes regulado res de crescimento é dispensável duran te a 
segun da eta pa da cultura . De acordo co m Tisse rat et al. 
( 1979), a suplemen tação do meio com reguladores de cres· 
cimento foi desnecessária para p romove r dire tamente a em· 
briogê nese somática . Os embriões freq üe ntemente fo rmam· 
·se so bre os calos em meio de cultura contendo auxin as , 
mas perman ecem bl oqu eados em estádios precoces de de· 
senvolvi men to, na prese nça das mesmas . 

Na prática, meio contendo al ta concentração de 2,4-D 
é util izado para obtenção de grande quantidade de calos e, 
eve ntu al men te, es tru turas embrionárias. Em seguida. estes 
são transfe ridos para meio desprovi do de auxin as (podendo 
conter ou não cit ocin inas), o qual permi te o desenvolvimen· 
to subseqüente dos embriões. 

O ácido absc ísico possui uma ação inibitó ri a so bre a 
em briogê nese somática . En tre tant o, sua in co rpo ração ao 
meio de cul tura, após in ício da fo rmação dos embri ões, di· 
minui a freqüência de embriões morfologicamen te ano rm ais 
(Ammira to 19 74). Finalm ent e, a adi ção de etileno ou de 



ácido giberélico (GA ) inibe a rormação de embriões. em· 
r ' . bora o GA, possa avo recer. em ce rt os casos. o se u enra lza· 

ment o (Lu & Vasil 198 1). 
Outros parâmetros import ant es que podem tnterre ri r 

na iniciação ou desel1volviment o de embriões somáticos 
são : o tipo de reci piente (in te rvém ao nível de lrocas gaso· 
sas); as condições de incubação da cultura (roto e termope· 
riodo) e enfi m a conce ntração do in ócul o em cultura 
(Ammirato 1984). 

APU CAÇÕES TEÓ RI CAS E PR ÁTICAS 
DA EMBRJOC(NESE SOMÁTICA 

o in teresse pe la utili zação da embriogêl1 ese somática 
é praticamente o mesmo que existe com relação à cultura 
in vi tro. porem. esta ro rma de morrogénese apresenta carac· 
terísti cas part ic ul are que condu/.em às segu intes apl icações 
específi cas: I) propagação vege tativa de genótipos superio· 
re . principalmente no caso de pia0 tas alógamas. tais como: 
dendê c coco. que estão sujeitas a alto gra u de heterose ; 
2) recupe ração de plantas livres de vírus e micopl asma. 
Bitlers e t aI. ( 1972) ob live ram embriões somáticos a partir 
de nu celo de Cirm <. lotalmente livres de víru s. 

A embriogenese somática . por outro lado. apresenta 
aspec los específi co que s:in import ant es: • direre nciação da 
rai z e a sua concxào com o sistema ca ulinar diferem quanto 
a origem. nos casos de uma neorormação cau lin ar dire ta em 
embrião somático . No primei ro. as raízes têm o rigem endó' 
gena. direrencland o-, e ao níve l do câmbio (F.vre 1977). Is· 
10 pode causa r problemas j pia0 ta. na ex plo ração pro ru nda 
do solo. e também a sua manutenção no campo (p roblemas 
de resistência ao vento em árvores de grande porte). Por 
out ro lado. conexões mal re I tas ou insulicien tes. entre os 
tec idos condutores de ra ízes c do ca ul e, tam bém podem 
provoca r problemas para provisão de água e sai s minerais às 
plantas. Inversamente. na embriogonese somáti ca . a rorma· 
ção de raízes e de suas conexões com os va sos condutores 
do ca ule (ao nível do cole to) é idênti ca "qu ela de um em· 
brião zigóti co. Por isso. os problemas ex postos acima s<in . 
em leo ri a. minimi zados. 

Final men te. sob um as pec lo prático. é prováve l que. 
com o crescimento atual na demanda de produção de se· 
mentes. seri a muito van lajoso. prin cipalm ente para plantas 
alógam as. substituir as se menle por embriões som:iti cos. 
Estes embriões se ri am encapsul ados individualmenl e. em 
um meio pad roni zado (contendo substâncias nUlritivas e re· 
gul adores de cresc imento). e dist ribuídos ao produl or. 
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AB TRACT · Thc vcgcLttivc pro p;'ga l ion of p lant o; J.nd int crcspcc ifi c h yhrid s o(Ctlfas('tlo" an d O"c iditon ha s becn a ~ h ic. 
\tec! t hro ugh in vitro cu ltu rc af roat .lpC.'<' Thc rcgcncr •• tion af pro locorms. li.kc struc lu rc PLS ) was m Ore ea süy o bl31ncd 

in df ll$c t lOt I than in On r idúoll. In lhe !..ucr , PLS dcvclo pcd o nl y (ro m callus tissuc . 

INTRODUÇÃO 

Por c:.I usa da n3 tureza ge ralment e subterrânea, O es tu · 
do do dese nvo lvimento in situ das raízes ex ige. via de regra, 
esfo rços intensos e n5o-convencionais. De aco rd o com Feld · 
man (1984), desde 1926, ano em que fo i publicado por 
Weave r o primeiro es tudo clássico sob re o dese nvolvime nto 
de raiz de plantas econo micamente Impo rtantes, até o ulti · 
mos dez an os, a pesquisa de raízes e sistemas radic ul ares 
n50 tem atraído sen50 uma modcs13 atençJo por parte dos 
pesquisadores da área vege tal. Uma da s grandes difi culdades 
encontrada nes te campo de estudo advém justamente do 
controle dos parâmet ros do pró pri o solo . Em decorrência, 
esfo rços tom sido empreendid os a fim de dese nvolve r siste· 
mas mais ad equ ados para o culti vo de ,"íles, os quai s poso 
sibilit em não apenas um rápido acesso ao tec ido radi cular , 
mas tambêm um rigoroso co ntrole das condiçõcs ambien· 
tais so b as quais es tes órgãos se dese nvolvem . Particular· 
mente na área de dese nvolviment o vegetal. o emprego da 
téC ni ca de culturas assépti cas tem Sido progressivamen te in· 
crement ado, possibilitando avanços conside ráve iS na com· 
pree nsão dos diferentes as pectos relacionados ao metabolis· 
mo, à fi iologia e " ana tomia radi cul ar (Butchcr & Street 
1964) . 

Com relação aos estudos sobre o de se nvolvi mento de 
raízes de orquídeas, multo po uco se lez. tant o in siru quan· 
to in vi tro (Chu rchdl e t aI. 1972 , Kerbauy 1984a, b) . Ape· 
sar de insufi cientes. es tes es tud os ev ide nciam cla ramente 
qu e essas raízes possuem ca rac terísti cas pró pri as, cujo cn· 
ten dimcn to de mandar:i ainda mUito es tudo de ca ráter basi· 
co . Confo nn e ve rificado em labora tório, os conheC imentos 
adqUirid os, através de es tudos relativos à cultura de sistemas 
caulinares de uma dClcnnin ada planta orq uidacea . geral· 
ment e n50 são apli cados ao respec tivo sistem:J rJdi cul ar. 
Est ratégias, mé todos c léc nicas pró pr ias dcvem , por canse· 
guin te, se rem dese nvolvidos. 10 provável qu e as dificul dades 
enc onlradas, até o momento . deco rram em gran de parte da 
carência dos subsíd ios ll1(n imos c impresc indívei s, em rela· 
çiio a aspec tos bi oquímicas, fi sio lógicos e "nat ómi cos bási· 
coso A julgar pela bibliografia pert inent e e disponível. o mes· 

PWll' .... Or . Dr .. Dl'pl ll til: Uo tünll :J, I n,tj ttll O ck Blon0nn:l\. Unl ­
Vl'T' ld.Jd l' dt' São Paulu. 05568 S.in I);wlo, $P. 

mo parece se r válido também para a gran de maioria das de· 
mais angi os perm as (Torrey 1976 , Feldman 1984) . 

As necessidades de estudos básicos com ra ízes, de um 
modo ge ral, são evidentes. O emprego de orquídeas para 
estes estud os o ferece diferen tes vantagens. Sob o ponto de 
visla economico, elas re presentam uma Importante fon te de 
divisas para o Pais. que possui uma das mais valiosas fl o ras 
orquidáceas do mun do (Decher 1946) . Após a cri se do pe. 
tróleo, devido as nossas condi çõcs climáticas favoráve is, pas· 
sam os a compeur também, com razoável sucesso. co m paí· 
ses europeus tradicionalmente monopolizadores do merca· 
do de fl ores de o rquídeas cortadas. Nem todas as nossas 
plantas o rquidáceas de valor comercial, todavia , fo ram c io· 
nadas in vitro , até o presente, através do sistema convencia· 
nal de cu ltu ra de ápices caulin ares. Sob o ponto de vista 
Científico , a possibilidade de obtenção de uma qu anti dade 
praticamente ilimi tada de mate ri al estenl , durante o ano in· 
teiro , através da cultura assimbi ó tica de plantas o riundas 
de sementes. seja talvez um a das va ntagens mai s co nspícua . 
Em relação â práti ca de micropropagação per se , o emprego 
de ápices radiculares oferece vantagens conside ráveis, quan· 
do co mparado co m os ápices ca ullna res. A não·ocorrência 
de ox idação. fenó meno este altamente limitante para o es ta· 
be lec lment o de cu lturas a partir deste ult imo material , é 
se m duvida altamente compensató ria . Al ém di s to , as raízes 
s50 desprov idas de esca mas protetoras. o que facilita seno 
slvelm cnte o labo ri oso processo de ex plantação, pnn ci pal· 
mente em monocotiledóneas . Em decorrência. a ob tenç ão 
de ex plantes efe tivamente red uzidos, imprese indívei s. por 
exe mplo, para fi ns de limpeza clo nal , to rn a·se fac il itada . 
Ao contrári O dos meri stemas apicais ca ulinares, os me ris· 
temas das raízes, independen te mente do tamanh o al can· 
çado por estas, aprese ntam um a atividade mitótica pr ati· 
camente ininterru pl a. to rn an do-se assim disponivcis duran· 
te longos períodos de tempo. As orquídeas, apesar de serem 
plan tas herb áceas. apresentam um cresc imento lento, pro· 
duzlndo um ou dois bro tos por ano, en quant o nes te mesmo 
per íodo podem fo nn ar até mai s de uma de ze na de raizes. 
Es tas, se secc ionadas. fo rn1 am novas raízes e ass im suces· 
sivJmcn tc. 

Co nfo rn1 e já ex plicitado. a u tilização de ápices ca uli· 
nares de orquídea, para fin s de micropropagação, aprese nta 
ce rt as limit ações ate então não suficientemen te contorna­
das. Em decorroncia, vári os gê ne ros. espécies e hlbridos de 
alt o va lor ecnnómico n50 foram at é então cl onados. Esta si· 
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tuaç3o. aliada à necessIdade de estudos bislcos das r.lIzes 
per se. levou·nos a desenvolver estudos in ,itra sobre asP''C' 
tos fisiológicos . btoquímlcos. hlstoquímlco e es truturJJS 
deste órgão. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Dentre os dIversos generos de orquldeas brasile Iras es· 
tudados neste laboratóno. dois deles. Corasewm e O" /. 
dillm. foram os que se mostraram m3JS convenientes pJIJ 
estudos em raízes. O meio de Vacln & Went (1949) tem SI' 
do rotineiramente empregado para o cultivo dos ápices radi· 
culares isolados. Os explantes utilizados (± 1.0 m) tem SI' 
do obtidos de plantas germinadas e crescidas assimblotlca· 
mente. Após inoculado. o matenal é Incubado ob um fo to­
período de 16 horas de luz. a uma temperatura de ~ 5±~°C. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A primeira tentativa de propagação de orquldeas atra· 
vés de ápices radiculares foi feita por Churchill e t al . ( 1972). 
utilizando Epidendrum obrienianum Apesa r dos esforços 
envidados por estes autores. não se conseguiu a indução de 
qualquer calo ou gema. A despeito destes resultados algo 
negativos, ficou evidenciado a necessidade de meios relau­
vamente complexos para a cultura destes órgãos. Stew3rt & 
Bulton ( 1978). trabalhando igualmente com raízes de E. 
ob, ienianum. conseguiram at ravés do emprego de 2.4 .. 0 a 
indução de alguns calos, dos quais apenas uma plan ta foi 
regenerada. Não obstante as limitações práticas des tes resul· 
tados. eles evidenciaram , de qualquer fo rma. a viabilização 
do emprego de ex plantes radiculares de orquíd ea para fins 
de multiplicação cional in vilro. Os resullados de Tanaka et 
al . ( 1976), com o emprego de raízes de Ph% enopsis omobi· 
lis. corroboram eSle pon to de vista. 

Os estudos empreendidos em laboratório , com o em· 
prego de ápices radiculares de Coroserum e Ol/cidillm. 
têm possibilitado alguns novos enfoques do proble­
ma. Em Caroserum. por exemplo, a formação de estrutu· 
ras semelhantes a protocormos diretamente do ápice radicu· 
lar do explante , bem como também ao longo de suas regiões 
maduras, foi obtida com relativa facilidade (Kerbauy 1983. 
1984a). Via de regra , a transformação do meristema radicu­
lar em meristema caulinar OCorre após algum crescimento 
do explante in vilro. se ndo o tamanho final variável entre as 
diferentes espécies e hlbridos. Apesar da natureza dramá­
tica das transformações envolvidas neste processo, es te c 
obtido in vilro na ausencia de qualquer supl ementação exó' 
gena de fit o rregu ladores ao meio bisico de cu ltura. A adI­
ção de auxina e citocinina. em diferentes concen trações, in · 
duzi u a fo rmação de massas celulares. das quai s formaram· 

-se E P' (SlruturJs S<melhant< s a ProlOo:orm os ) sem 
a nl'cessldadl' de qualquer lr3Ilskrl-Ill' IJ Jl' ml'IO. Por· 
tan to. 30 cont ran o do que tem SIllo V~rlIiC3ÚO com 3 

cultura de pon tas de rJ lZes d,' orqu ldea (Churchlll et 
aI. 1<) c. TJnaka et ai 19 7t> . tn, art & Hu tt <1I1 1l) 7 ~1 " 1ll 
Corasrrunl. ta.nto J ma.nutenção do ("" plan te in vilru qu.lI1to 
a Indução dtO cJ.los e rt'gt'llt'r3çào de gl'm3.> lh.'CC' 1t3J1l lk 

condJ çõe de cultura relauvamen te SImples. S<m dÚVIda . es· 
tr comportamen to i.n vi tro reJlç3 a eXlel~nCIJ dl"ste m3tena l 
como modelo rx penmenlal par3 rstud os dt' dlkrC'nte~ IHHU · 

rezas. Ê o que es tam os fazendo ao nlvl'i fislL1logtCo. bloqu l' 
mico. e trutural C' hlstoquiml o. 

Compara tIvamen te ao comportamen to do apl ce, de 
raízes de Coroserum. os result ados obtidos in vitro com 0/1' 
clclwm fo ram con spl cuaml? nt C' dl(erentC's . Nr te mate na!. J 

Indução de EP 's 50 fOI poss lvel através de calos. Estes. por 
seu lado. só fo ram efeuvamente es tabeleCIdos após um pe . 
ríodo relauvamente longo de cultura . durante o qual mUIt os 
e' plantes e ca los em imclo de formação acaba ranl mor· 
rendo . Nesta fase . tem·se mo trado Impre SCI ndível a adIção 
de ANA (0.5· 1.0 mg/l) ao meio . A exemplo do qu e fora 
constatado por Stewart & Bult on ( 1978). em E ob, ieIJia· 
/llIm. a fo rm ação de ge mas (ESP's) a parllf de calos. em 0/1' 
Cldium. foi constderavelmente difíCIl. Kerba uy (1 98-1b) 
conseguiu a rege neração de ce ntenas de pl antas a parU r 
de calos de origem radicu lar. Entretanto . um a das mJJ ore 
di fi cul dades verificadas com as culturas de O/l Cldl1lm fO I a 
forte tendência apresentada pelos calos em re ge nerar ape nas 
ra ízes. Kerbauy ( 198-1b) Interprelou este comportamento 
in vitro como consequéncia da manutenção nos calos de um 
"estado fisiolOgicamente radl cular" . estado este decorrente 
tal vez de alguma desdiferenciação In completa das célul as do 
meristcma radicul ar. Nes te particular, e tn tercssan t(' lembrar 
que as raízes . ao contrario dos ram os. apre sentanl uma 
capacidade regenera tiva rel atIvamente moderada , orl ginan· 
do . quando sob condiçõcs naturais, apenas raízes (Esau 
1959) . 

Isto posto. os result ados obud os até o momen to IndJ · 
cam a ocorréncia de pe lo menos dois pad rõcs de dese nvolVI' 
mento radicul ar in vitro . represen tados pelos gê neros Cara· 
serllm e O/lcidium. Estudos preliminares. rea lizado com e . 
pécies e híbridos de Call/eyo. Loe/ia e t.'JiJendflllll . eVlden· 
cia ram Ill!stcs malC' naJS um padrão de dese nvolvimento in 
vitro comparáve l ao observado em O/lcidillltl. 

Apesar de nossos es tud os Com ápI ces radicula res ,e 
encon trarem ai nda num estágio algo iniCiaI. os conhcc inl en. 
tos obtidos com Caraserlllll e OnciJillll/ têm permllid o :1 

d anação destas plantas em escalJ comercial. A despeito do 
sucesso alcançado Com a rege neração per se co m repre sell ' 
tan tes destes dois géne ros. a compree nsão dos fenomenos 
b~s icos envolv idos n cst~ processo carece m ai nda, C' muil O, 
de eS ludos mai s profund os. destacando- e, dentre estes. cc r. 
to, as pec tos bloquím icos. fiSIológicos e estrutura IS do de. 

:::.C'nvolvimcn lO UCSh:S órg~os. 
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CULT URA DE TECIDOS E BIOTECNOLOGlA 

Li nd o tyer Cald as ' 

ABSTRACT · T his papcr sum mariz es so me prac tical aspec ts co nccrn ing lhe applicatio ns a f plane t issue cul rure mcth ods in 
agricu ltu re . Currc ntl y , l he majo r ccono mic tru st involve s th e use a f in vi tro rcch niqu cs to cnhance d o nal pro pagario n . A 
number a f pla nt spccic s incl uding o rn ame ntaIs. vegcta blcs and so me trces, havc alread y beco prod uccd in large scale in 
severa I t issuc c ulture fac ili tics sincc Ia st dccadc. Ano thc r applicatio n conccr ns the rccove ry af pathogc n. free stocks from 
in fcc led planls. 

As aplicações comerciais e industriais da cultura de te­
cidos vege tais in vitro representam um ramo importan te da 
bio tecnologia. As técn icas de cultura de meristemas foram 
as primeiras a serem utili zadas comercial mente. Atualmen­
te. de zenas, se não centenas. de espécies de plaJ1 tas são mul ­
tipl icadas vege tativamente em Ooric ul tura e agricultura. com 
a vant age m concomit an te de produzir mudas livres de de ter­
minados patógenos. principal mente vírus, viró ides e mi co­
pl asmas. As aplicações no melh oramento vege tal apresen­
tam alguns sucessos. através do uso adequado da propaga­
ção vege tativa e cultura de embriões. Ou tros bons resul ta­
dos devem surgi r em breve. através da busca de vari an tes so­
maclonais. fusão de pro toplastos e. even tu al men te. da 
engenhari a genética. As perspec tivas incluem a produ ção de 
compostos secundári os pela cultura de célul as em suspen­
são. Várias aplicações espec ificas das técnicas de cultura de 
tecidos já fo ram patenteadas. 

O term o " biotccnologia" ab range . at ual mente, uma 
multiplicidade de téc nicas e processos. entre os quai s aque­
les que dependem da ação de microorganismos e aqueles 
que ut ili zam culturas de tecidos vege tais in vitro_ No presen­
te tex to. pretendemos restrin gi r a discussão às apl icações 
comercia is e industri ais da cultura de tec idos já constatada 
e a algumas aplicações po tencia is. Durante os úl t im os 20 
an os. ve rifi cou-se um aumen to tan to no número de firm as 
qu e utili zam estas técni cas como na diversidade de espéc ies 
c tipos de aplicações. 

Após o trabalh o pionei ro de Morei ( I 960\. com a eli­
minação de vírus de espécies de Cymbidium "L _J és da cul ­
tura de meristemas. esta técnica foi dese nvolvida em escala 
industrial para a propagação rápida de orquídeas na França . 
Segundo Vacherot & Morei ( 1977). a cultura de tecidos foi 
responsável pela transfo rm ação da cultura de o rqu ídeas de 
um trabalho artesanal para industri al. ao permitir a multipli ­
cação rá pida de material un ifo rme_ de qualidade super ior 
e com período de Ooração mais am pl o. o que faci lit a a co­
mercialização. 

No Bras il . a propagação de o rquídeas por cultura de 
meristemas está sendo fe it a em escala comercial por firm as 
como Equipesca (Campinas. SP) e Floralia (N ite rói. RJ ). 

Ph .D., Blopla nt a Tccnolog l:l ck Plan ta, lida .. C.P. 11 4 1. 13 100 
Campina , _ sr. 

As duas van tagens princi pais da cultura de meristemas 
ou ápices caulinares são a elevada taxa de propagação vege­
tati va e a opo rtunidade de eliminar determinados patóge­
nos. Estes fo ram os fatores que incrementaram a aplicação 
das técnicas a outras espéc ies agrícolas e o rnamentais . A ba­
tata e o morango são du as espécies nas qu ais a cultura de te­
cidos é consagrada como método de produzir matrizes sa­
dia s. em escal a comercial. 

Minitubé rcul os de bata ta. fo rmados por pl antas pro­
venientes de cultu ra de tecidos. integram esquemas de pro­
dução de batatas-se mente no mundo inteiro. inclusive no 
Brasil. onde a produção da EMBRAPA (CNPFT e CNPH) 
é peça import ante. Em Taiwan (Wang & Hu 1982). micro­
tu bércul os formados in vitro iniciam a seqüência de produ­
ção de ba tatas-semente_ 

Mudas de morango tam bém são produzidas in vitro 
no Brasil e em outras partes do mundo (Boxus et aI. 1977). 
numa taxa de milhões por ano. Verificamos nestes esque­
mas que as matrizes provenie ntes da cultura de tecidos são 
no rmalmente multiplicadas em vaso ou no campo. antes de 
serem comercializadas. 

Um grande número de espéc ies de pl antas ornamen­
tai s pode ser multipli cado in vitro para manter. e obter. ma­
tri zes livres de vírus e outros patógenos. e para multiplicar 
rapidamente novas cult ivares_ Quando o objetivo é simples­
mente a propagação vege tativa. outros expl3J1tes, al ém do 
ápice caulin ar. têm sido usados com êx ito_ Oglesby ( 1979). 
um dos numerosos Ooricul to res americanos com se u pró­
prio laboratóri o de cultura de tecidos. afirm ou que obteve 
regeneração de 40 gê neros de plantas ornamentais en tre os 
90 testados. 

A propagação vegeta tiva conse rva o ge nótipo e fenóti­
po desejáveis de plan tas já sei ecionadas. A aplicação comer­
cia i da cultu ra de tecidos. para melh oramento vegetal . na 
busca de novos ge nó tipos. te m sido limitada. Até O presen­
te momento. são poucas as firmas que fazem uso da cultura 
in vitro para outro aspecto do melh oramento, além da mul­
tiplicação rá pida de pl ant as obtidas por métodos clássicos_ 
Al gum as insti tuições de pesqu isa. no entanto. têm demons­
trado que a cultura de embriões permite a obtenção de hí­
bridos interespcc í fi cos. que abortam quan do deixados na 
pl ant a. Esta e outras tccnicas da cultura de tecidos propor­
cionaram J criação de novas cultivares comerciais. 
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A seleção massal , acopl ada à propagação vege tat iva . 
po r exempl o. permitiu o melh o ramento da população de 
couve ·flo r de verão cul tivada no Nordeste. no trabalho de· 
senvolvid o pelo CNPH· EMIlRAPA (Bras ilia. DF). A inte· 
gração da cultu ra de tecidos em program as de melh oramen· 
to cl ássico é um campo que oferece opções de avanços rápi· 
dos. e deveria ser mais explorada comercialment e. 

A maiori a das firm as de biotecnologia visa ao melho· 
ramento genéti co por métodos mais sofi sticados : va riação 
somaclonal , fu são de protopl as tos e engenharia genét ica. 
Por estes métodos, podem se r obtidas combinações genéti· 
cas que não são poss íveis por cru zamentos. Com a evo lução 
destas técnicas, esperam os alcançar o ideal de pode r esco· 
lher uma determinada característica e in duzi·la numa cul ti· 
var já comercialmente aceita. Por se rem técnicas novas, em 
fas e de desenvolvimento e teste, os primeiros resultados co· 
merciais estão começando a surgir nos relatórios de várias 
firm as. As perspec tivas nesta área são animad oras. 

Outra aplicação industrial distin ta das an teriores é a 
produção in vilrO de compostos secundários de in teresse 
econômico. O melhoramento de linh agens, com maio res 
teores de substâncias farm acêuticas, po r exemplo , para 
plantio no campo, pode ser aux iliado pelas técnicas já cita· 
das . As van tagens freqüentemente citadas para a produção 
in vitro residem na se leção de linhagens de células com 
maiores teores da substàn cia de in teresse; no contro le das 
condições ambientais, evitando variações sazonais ; na pre· 
servação de espécie em extin ção, colhidas ind isc rim inada· 
mente por suas propriedades químicas ; na maior fac ilidade 
de colheita, quando comparada com plantas que crescem 
em lugares de di fícil acesso; e, possivelmente, na maior ta­
xa de crescimento in vitro. A princi pal de svantagem é o 
custo de produção, acoplado a algumas dificuldades técni· 
caso Embora existam grupos fo rtes trabalhando com estes 
sistemas, não conhecemos ainda nenhum composto que seja 
produzido em escala industrial in vitro , por células vegetais. 
Não obstante, várias patentes protegem processos, como a 
produção de a1calóides (po r exemplo, berberina), pigmen tos 
(betanina, antoeianina), enzim as ( fosfodiesterase 5' guanila· 
to) e outros, segundo Misa wa ( 1977). 

A amplitude das aplicações previstas pode se r vista 
nas patentes que visam à produção de fum o, para fabricação 
de cigarros; de calo de Morus. para ração de bicho-d a.seda 
(Misawa 1977); de embriões de cacau produzidos por em. 
briogênese somática, como fonte de chocola te in vitro (Ja. 
nick e t ai . 198 2) ; e de a1 érgenos produzi dos po r células em 
cultura (Staba 1980) . 

As cé lul as vegetais podem se r u til izadas como catal i· 
sadores na t ransfo rm ação de subs tra tos. nos cham ad os "blOr' 
rea tores" , com uma eficiência de conversão maior qu e a 
s in tese qu imica . Neste caso, um substrato mai s complexo 
é fo rn ecido às células, que podem se r imo bil izadas, e o pro· 
duto. colhido num fluxo cont ínu o de meio nu t ri ti vo. 

A cultura de tecidos vege tais tem sido um dos ram os 
mais ativos e mais lu crativos da bio tecno logia, mesmo com 
as aplicações co rrentes relativamente simples. As perspecti · 
vas para avanços no melho ramcn to vegetal são das mais ani · 
madoras. principaJm ente em países como o Bras il , ond e o 
cam po está abert o para grandes contribuições da bio tecno' 
logia. 
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AnSTRACT · Th c p aramc tcrs invo\vcd in the rcgc ncrati o n Df inta c t plants [ro m in vitro culturc are discusscd. Micropropa. 
ga tio n tcchnolo gy per se ca n cn hance pro pagadon a f cco nom icall y imp o rt ant pl ant spccie s. Data o n the micropro pagation 
af fll caly ptlls Wil h reve rs io n to juvcnilit y is prcse nt cd. Oth cr [cchniques, au xiliarics to plant improvement , sueh as soma· 
clonal vari atio n and immaturc c rnbryo culturc are .. Iso di sc usscd. Data are prese nted 0 11 th e regeneration Df sugarcane 
variants to lcra nt to hc rbi c ides. and 011 the succcssful in vitro culturc a f imm aturc cmbryos a f intcrcspecific crosses in 
PlltIs('olu s \Virh regenera rian a f hybrid planes. 

INTRODUÇÃO 

A regeneração de pl antas intactas a partir de cé lulas e 
tec idos vegetai s. retirados de seus doadores e mantidos in 
vitro. constitui O passo mais importante na micropropaga­
ção . e também no melh oramento de plantas. quando esta 
é feita por abordagens bio tecnológicas. 

A tecnol ogia da micropropagação é útil por si mesma , 
e pode se r extremamente valiosa na propagação de genóti­
pos superiores, desde que os protocolos permitam alta fre­
qüência de regeneração de plantas. Por outro lado , no me­
lhoramento de plantas. a tecnologia in vitro é um poderoso 
auxiliar. com vantagens qualitativas (obtenção de variantes 
somaclonais) e quantitativas (espaço e tempo), preceden­
do a incorporação das plantas regeneradas em um programa 
convencional de melhoramento. 

Um aspecto nesse contexto é que em muitas espécies 
a produção rápida e em larga escala de plantas geneticamen­
te uni fo rmes. ou seja. a sua propagação clonal. é particular­
mente importante . Entretanto. Ammirato et al . ( 1984) 
apontam o fa to de que muitas espéc ies de plantas. apesar 
de facilmente produzirem sementes. podem produzi -Ias 
com baixo poder de germinação. e também que semen tes de 
11Ibridos devem ser produzidas em cada vez e. se a espécie 
não apresentar macho-esteriJidade. essa produção pode tor­
nar-se ca ra. Al ém di sso_ alguns h tbridos possuem caIacte ris­
ticas especiais. as quai s. para não se rem perdidas. devem ser 
clonadas : é o easo de árvores superi ores . Aqueles autores 
ainda citam o fato de que . mesmo em culturas propaga das 
sexualmente , as plantas podem se r estéreis ou de baixiss ima 
produção de sementes. COmo no caso de algumas culturas 
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de tubérculos. Neste caso, a micropropagação oferece a 
grande vantagem do alto indice de multiplicação, manuten­
ção das características dos pais, ou daquelas melhoradas em 
um programa em que se somam abordagens biotecnológicas 
e melhoramento convencional , e de linhagens híbridas , além 
da possibilidade de obtenção de linhagens livres de doenças 
(cultura de meristemas) . 

A manipulação quanl1tati va e qualitativa de regulado­
res de cresc imento nos meios de cultura tem permitido rápi­
do crescimento de células (calos), seguido do desenvolvi­
mento organizado de parte aé rea e de raízes. Esta "organo­
gênese" tem sido observada em muitas espécies de plantas, 
oferecendo rápida proliferação in vitro. Contudo, a forma­
ção de parte aérea e de raizes freqüentemente excluem-se 
mu tuamente . exigindo uma seqüência de transferênci as das 
culturas para meios de composição diferente, para que plan­
tas intactas sejam regeneradas (Flick et al . 1983). Altemati­
vamente a esse cresc imento organizado in vitro, desponta a 
embriogênese de células somáticas: a transfe rência das cul­
turas para meio com concentração mais baixa de auxina 
leva à formação de embriões. Estes passam por todos os es­
tád ios observados no desenvolvimento de embriões zigóti­
coso com a diferença de que derivam de células somáticas e 
não da fusão de gametas. Uma grande vantagem da embrio­
gênese somática, em relação à organ ogênese , é que os em­
briões são bipolares. com meristemas apical e radicular , os 
quais. obviamente. são necessári os para o desenvolvimento 
de plantas inteiras. Grande número de embriões somátieos 
podem se r produzidos em um único frasco de cultura e. 
quando em meio I íquido. separam-se uns dos outros, facili ­
tando a transferência para os es tádios subseqüente s, que le­
"am à regeneração de plantas (Ammirato 1983). Desse mo­
do . clones podem ser es tabelecidos. como no caso de dendê. 
atualmente em estágio ex perimental de campo. Os resulta­
dos iniciais demonstram uniformidade dentro de cada popu­
lação das plantas clonadas: assim. a variação nas característi­
cas dos frutos entre plantas. em um clone, não foi significa­
tivamente diferente daquela encontrada entre os frutos de 
cachos de uma única planta. Por outro lado, diferenças sig­
nificativas foram observadas entre clones. como acontece 
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A seleção massal. acoplada ã propagação vegetativa. 
por exemplo. permitiu o melh o ramen to da população de 
couve·flor de verão cultivada no Nordeste. no trabalho de· 
senvolvido pelo CNPH·EMl.lRAPA (Brasllia . DF). A inte­
gração da cultura de tecidos em progra mas de melhoramen­
to clássico é um campo que oferece opções de avanços rápi­
dos. c deveria ser mais explorada comercialmente . 

A maiori a das firmas de biotecnologia visa ao melho­
ramento genético por métodos mais sofi sticados: variação 
somaclon al . fusão de pro topl as tos e engenharia genética . 
Por estes métodos, podem se r obtidas combin ações genéti ­
cas que não são possíveis por cru zamentos. Com a evolução 
destas técnicas. esperamos al cançar o ideal de poder esco­
lher uma determinad a característica e induzi·la numa cu lti­
var já comercialmente aceita. Por se rem técnicas novas. em 
fase de dese nvolvimento e teste , os primeiros resultados co­
merciais estão começando a surgir nos rela tórios de várias 
firmas. As perspectivas nesta área são animadoras. 

Outra aplicação industrial distinta das anteriores é a 
produção in vitro de compostos secundários de in teresse 
econômico. O melhoramento de linhagens. com maio res 
teores de substâncias farmacêuticas, por exemplo, para 
plantio no campo, pode se r auxiliado pelas técnicas já cita­
das. As vantagens freqüentemente citadas para a produção 
in vitro residem na seleção de linhagens de células com 
maiores teores da substância de interesse: no controle das 
condições ambientais, evitando variações sazonai s ; na pre­
servação de espécie em extinção, colhid as indiscriminada­
mente por suas propriedades químicas; na maior facil idade 
de colheita, quando comparada com plantas que c rescem 
em lugares de difícil acesso; e , possivelmente, na maior ta­
xa de crescimento in vitro. A princi pal desvantagem é o 
custo de produção, acoplado a algumas dificuldades técni­
cas. Embora existam grupos fortes trabalhando com estes 
sistemas, não conhecemos ainda nenhum composto que seja 
produzido em escala industrial in vitro , por células vegetais. 
Não obstante, várias patentes protegem processos, como a 
produção de a1calóides (por exemplo, berberina), pigmentos 
(betanina, antoeianina), enzimas (fosfodiesterase 5' guanila­
to) e outros, segundo Misawa (i 977). 

A amplitude das aplicações previstas pode se r vi sta 
nas patentes que visam à produção de fumo, para fabricação 
de cigarros; de calo de Moros, para ração de bicho-da-seda 
(Misawa 1977); de embriões de cacau produzidos por em­
briogênese somática, como fonte de chocolate in vitro (Ja­
nick et aI. 1982); e de a1é rgenos produzidos por células em 
cultura (Staba 1980). 

As cél ul as vegetais podem se r utili zadas como catali­
sadores na tran sformação de subst "-d tos. nos chom ados "blor­
rea tores" , com uma cficicncia de convc~:1o maior que a 
s lntese qulmica . Neste caso . um substra to mais complexo 
é fornecido às célul as. que podem ser imobilizadas, e o pro­
duto. colllido num nuxo contínuo de meio nutritivo. 

A cultura de tec idos vegetais tem sido um dos ramos 
mais ativos e mai s lucrativos da biotec nologia, mesmo com 
as aplicações corren tes relativamente simples. As perspecti­
vas para avanços no melho ram en to vegetal são das mais ani­
mado ras. principalment e em países como o Bras il . onde o 
cam po está abe rto para grandes contribuições da biotecno­
logia. 
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ABSTR.A CT - Th c param c tcrs invo lvcd in th e regen erari a n a f inta ct plants from in vitro ~ u1turc are discuss~d . Micro pro.pa­
ga tion tc chnology per se ca n cnh ance pro pagari a n a f cco no mi call y i~portant ~I~n~ speclcs. D~t a on the mlcropropagatlon 
a f EticcI1YfJ/u s \Vit h revcrsio n to juveniJ ity is prcsentcd . Ocher tc chntques, au xihancs to plane Improv em e~t , such as so ma­
clo nal variarian and immaturc cmbryo c uJture are also di scu sscd. Data are prcsc nted o n the rc~cneratlon. af sugarca~e 
vari ants tol crant to hcrbicidc s. and o n the succcssfu l in vitro culture a f immaturc crnbryos af Ultcrcspeclfic crasses lfl 

J>lw seolu s with regeneraria n a f hybrid plants. 

INTRODUÇÃO 

A regeneração de pl an tas intactas a partir de células e 
tecidos vege tais, retirados de seus doadores c mantidos in 
vitro, constitui o passo mais importante na micropropaga­
ção, e também no melhoramento de plantas_ quando esta 
ê fe ita por abo rdagens biotecnológicas. 

A tecnologia da micropropagação é útil por si mesma, 
e pode ser ext remamente valiosa na propagação de genóti­
pos superiores, desde que os protocolos permitam alta fre­
qüência de regeneração de plantas. Por outro lado, no me­
lhoramento de pl an tas_ a tecnologia in vitro é um poderoso 
auxi li ar , com van tagens qualitativas (obtenção de va riantes 
somaclonais) e quantit ativas (espaço c tempo) , preceden­
do a incorporação das plantas regeneradas em um programa 
convencional de melhoramento. 

Um aspec to nesse contexto ê que em muitas espécies 
a produção rápida c em larga escala de plantas geneticamen­
te uniformes_ ou seja_ a sua propagação clonal. é particu lar­
mente importante. Entretanto_ Ammirato et ai . (1984) 
apontam o fa to de que muitas espécies de plantas_ apesar 
de facilmente produzi rem sementes. podem produzi-Ias 
com baixo poder de germinação_ c também que sementes de 
11Ibridos devem se r produzidas em cada vez e. se a espécie 
não ap resentar macho-este rilidade, essa produção pode tor­
nar-se ca ra. Al ém wsso. alguns 11Ibridos possuem caracterís­
ticas especiais. as quais. para não serem perdidas. devem ser 
clonadas : é o caso de árvo res superi ores. Aqueles au tores 
ainda ci tam o fato de que. mesmo em culturas propagadas 
sex ualmente, as pl an tas podem ser estéreis ou de baixissima 
produção de sementes. como no caso de algumas culturas 
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de tubérculos. Neste caso, a micropropagação oferece a 
gra nde van tage m do alto índice de multipücação, manuten­
ção das caracte rísticas dos pais, ou daquelas melhoradas em 
um programa em que se somam abordagens biotecnológicas 
e melhoramento convencional , e de linhagens htbridas, além 
da possibilidade de obtenção de linhagens livres de doenças 
(cultura de meristemas). 

A manipulação quantJtativa e qualitativa de regulado­
res de cresc imento nos meios de cultura tem permitido rápi­
do crescimento de células (calos), seguido do desenvolvi­
mento organizado de parte aérea e de raizes . Esta "organo­
génese" tem sido obse rvada em muitas espécies de plantas, 
ofe recendo rápida proli fe ração in vitro. Contudo, a forma­
ção de parte aérea e de raízes freqüentemente excluem-se 
mutuamente, exigindo uma seqüência de transferências das 
culturas para meios de com posição diferente, para que plan­
tas intactas sejam regeneradas (F lick et ai. 1983). Alternati­
vamente a esse cresc imento orga nizado in vitro, desponta a 
embri ogênese de células somáticas : a transferência das cul­
turas para meio com concentração mais baixa de auxina 
leva à formação de embriões . Estes passam por todos os es­
tádios obsc rvados no desenvolvimento de embriões zigóti­
cos , com a diferença de que derivam de células somáticas e 
não da fusão de gametas. Uma gran de vantagem da embrio­
gê nese somática. em relação à organogénese, é que os em­
briões são bipolares. com meristemas apical e radicular , os 
quais. obvia mente. são necessári os para o desenvolvimento 
de pl antas inteiras. Grande número de emb riões somáticos 
podem ser produzidos em um único frasco de cultura e, 
quando em meio I íquid o. separam-se uns dos outros, facili­
tando a transferência para os estádios subseqüentes, que le­
vam à regenera ção de plantas (Ammirato 1983). Desse mo­
do . clones podem ser estabelecidos. como no caso de dendê , 
at ualmente em estágio experimental de campo. Os resulta­
dos iniciais demonstram uniformidade dentro de cada popu­
lação das plantas clonadas: assi m, a variação nas caracte rísti­
cas dos frutos ent re plantas. em um clone, não foi significa­
tivamente diferente daquela encont rada entre os frutos de 
cac hos de uma única planta. Por outro lado, diferenças sig­
nifi ca tivas foram observadas entre clones. como acontece 
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entre pl :i ntulas. em um processo no rmal de pro pagação . 
nessa espécie altam ent e hc terozigóti ca (Ammlra to et al o 
1984). 

Em con tras te. com pl antas I1.' gcneradas de regiões 
meristemáticas . qu e ge ralmen te são unifo rm es. as plantas 
ob tidas através de o rga nogenese ou de embrioge ncsc (que 
incluem o estádio de ca los). podem ap resentar variabilidade 

genética . co m in stabilidade cromossómica. e pro dução de 
aneuplóides (O 'Amato 19 77). Para e fe tivamen te diminuir 

esses fenóm enos indesejáve is na pro pa gação do nal . um dos 
arti fícios se ria a frequen te transferéncia para meios de cul· 

tura recém·preparad os (Evans & Gamborg 1982). como no 
caso de plantas de Daucus carOla. cujo feno tipo e ra normal 
desde qu e as suspensões. em que embriões somáticos fo ram 
induzidos, fossem mantidas por curt os períodos de tempo 

(Krikori an 198 2). 

Só recentemente é que a variabilidade ge né tica apre· 
sentada pelas plantas em cultura foi reconhec ida como gran · 
de po tencial para auxiliar program as de melh o ramento de 
plantas. e atualmente essa abo rdagem é conh ecida como 
tecnologia da variação somaclonal . 

O valor agronômico da instabilidade ge né tica, o bt ida 
in vitro, es tá sendo atualm ente rec onh eci do po r vári os gru· 
pos de pesquisadore s. Em muitos sistemas, a instabilidade 
cromossômica mais freqüente mente observada é a poli. 
ploidia , que te m sid o atribuída ao cresc imento sele tivo in 
vitro de células poliplóides. que normalmente não se d ivi · 
dem e que pré-existiam no ex plan te (D'Amato 1977) . Pl an· 
tas polipl óides têm sido regeneradas de cultura in vitro e 
utilizadas come rcialmen te . como as omamen tais. 

Um exemplo da pré-existência de instabi lid ade gené· 
tica é o caso de Pelargonium: pl antas obt idas de estacas de 
ca ules, man tidas in vivo, regene ra ram pl antas unifo rm es , 
enquanto estacas de raízes e pec ío los, mantidas in vivo, e 
cal os (in vitro) regenera ram plantas com caracte rís ticas dife­
rentes (Ski rvin & Jan ick 1976). Essa o bservação inicial , 
tam bé m ob tida por outros auto res em o utras espéc ies de 
plantas, ao longo dos últ imos anos, suge re que alguma va­
riação está correlacionada com o material do ado r e pré-exis­
te no teci do utilizado para introd uzi r a cultura. 

Um a out ra caracte rística da instabilidade gené tica é a 
aneuploi dia . que envolve a perda ou o ganho de algu ns c ro­
mosso mos, e que ta mbém é fre qüentemente o bservada em 
cultura in vitro . O ac úmul o de plant as ane uplóides tem sido 
associado à idade das culturas (D'Amato 1977). Outros ti· 
pos de variações têm si do de tectados in vitro, como aber· 
rações na anáfase c rea rranjamentos c ro mossô micos. estes 
obse rvados em clones de bata ta , regenerados de protopl as­
tos do mesó ftl o fol iar (Shepard e t a!. 1980). 

Po r o utro lado . vári os pesquisadores têm rela tado de· 
tecção de va riação somaclonal ind:lI.i da pela concentra­
ção de regul ado res de c resc imento, no meio de cultura . 

Desse modo . p rovave lm ent e a va nabil idad e o bse rvada 
seri a o resultado tanto da ins tabilid ade ge né tica pré·ex isten· 
te como de al te rações gené ticas indu Li das du ran te o proces· 
50 da cultura in vitro (Ammlrato e t aI. 1984). De qualquer 
modo. co nside ra-se que a var iação somaclonal é o resu lta· 
do das vari ações numéricas e estrut uraiS nos cromossomos . 
das modifi cações ge néticas nucl ea res e da vari abil idade ge. 
né t ica cito pl asmática. Assim . utilizando-se de métodos 
apropriados de se leção. to das as cl asses de variação po derão 
ser utilizadas como auxil ia res em um programa de melho· 
ram ento. 

CLONAGE M IN VITRO 

As pl antas pro pagad as a través do cic lo sex ual resul · 
tam da fu são dos gametas dos pais e desenvolve m·se a pa rti r 
de sementes. Muit as vezes. as pl án tul as podem apresenta r 
variabilidade ge né tica , cada uma se ndo o resul tado de uma 
dada com bi naç ão de ge nes . de term inad a pela meiose. 

Po r ou tro lado. na p ropagação assex uada (vegetati va) , 
as carac terísti cas de qualquer pl anta . in dividualmen te. são 
perpe tuadas pelo c rescimento e m ult iplicaç ão de célul as. 
nas quais os genes são copiados exa tamen te. em cad a divi · 
são mitó tica . Cada nova plan ta, assim produzida, po de se r 
considerada como uma ex tensão d a linha cel ular somática 
d o ind ivíduo . Um grupo dessas plantas. assim reproduz ido 
(assex ualmente), é chamado cl o ne (George & Sherr ington 
1984) . Muitas pl antas agro no mi cam ente cultivadas são pro­
pagadas vegeta tivamente e mantidas como clones : é o caso 
de bata ta. cana·de-açúca r. fru tífe ras, árvo re s fl orestais . 
pl antas o rnamentais, hortal iças e tc. 

Deve·se enfati zar que a decisão de se propaga r uma 
pl anta por se men tes, por téc ni cas vege tativas tradicionais 
(macropropagação ), ou po r cult ura de tecido (micropro pa­
gação) , depende não somente da espéc ie da planta conside­
rada, mas t am bém d o o bjetivo agronômico ou silv icultural . 
O caso d a batata pode ser ut ili zado como exempl o da com· 
bi nação de abo rdagens bio tecno lógicas com méto dos con· 
vencionais. Assim , pl antas de ba tat a podem se r produzi das 
po r se mentes durante um progra ma de meUlOramento , para 
seleção de novas variedade s: os métodos in vitro são en tão 
u ti lizados para mul ti plicar certas linhagens du rante esse pro­
grama, e também para propaga r clones livres de doenças. 

Po r sua vez. a macro pro pagação, qu e usa tu bé rcul os de ba­
tata c rescendo no cam po , é empregada para produzir ma­
terial para pl an tio . 

Um o utro exempl o dessa combin ação po de se r a pro­
pagação de híb ridos int crespeciftcos. Estes são advindos de 
embri ões im aturos. cole tados antes que a semente abo rte. 
como resultado da incompatibil idade entre os pai s em cru · 
zamento interespecíftco , real izad o pelo processo convencio­
nal . Os embriões imaturos são cul tivados em meios de cultu­
ra e regeneram pl antas hlbridas. como no caso de c ruzamen­
tos entre dife rentes espécies de fe ijão Phaseolus. que discu­
tiremos mais adiante . 



A micropropagação pode se r re ita (Geo rge & Sher· 
rington 1984) pela cultura de pont as de ramos; cultura de 
meristemas (para eliminação de doenças); cultura de nó ; 
cultura de gemas latera is; cultura de ge mas axi lares; regene· 
ração direta de part e aérea. a partir dos cx plantes (ex plan· 
tes roliares ou se gmentos de caule. sem passar pel a rase de 
calo) ; rege neração indireta de parte aé rea . a partir de calos; 
embriogênese indireta. a partir de cal os embriogênicos ou 
culturas em suspens50 (isolamento de calos com capacida· 
de para fo rm ar embriões somáticos); fo rmação de órgãos 
de armazenamento. a partir de cultura de tecidos ou de 
órgãos. 

A premissa biológica dessas abordagens biotecnológi· 
cas é a de que todas as célul as das plantas são totipotentes. 
ou seja. quando colocadas em ambiente apropriado (condi · 
ções químicas e rísicas). podem regenerar plantas inteiras 
(iguais ou vari antes). Entretanto. essa ex pressão de totipo· 
tência es t:í confinada a um número relativamente pequeno 
de cé lulas. chamadas meristemóides. Meristemóides são cé· 
lulas morroge neticamente competentes. que respondem às 
variações do meio. levando à produção de partes aéreas . 
raízes e embriões. 

Os meristemóides podem se r distinguidos nos ca los 
quando. por repetidas divisõcs. produ zem aglomerados 
compactos de pequenas células. isodiamétricas, com parede 
celular fina , apresentando núcleos proeminentes, citopl as· 
ma denso e poucos vacúolos (Mu rashige 1984). Os em briõcs 
imaturos e os meristemas apicais contem célul as desse tipo, 
e respondem a estímulos organogenéticos. como aqueles 
usados pelas várias técnicas in vitro. 

Podc·se dizer que a regeneração de plantas in vitro se· 
rá un iversalmente poss ível (aplicável a todas as espécies 
vegetais) quando se puder controlar a transrormação de cé· 
lulas não·meri stemóides em células meri stemóides (Muras· 
hige 1984). Essa idéia é inerente a tod as as estrat égias bio· 
tecnológicas em plantas , uma vez que a escoLha da parte da 
planta que vai dar o ex plante. a idade dessa planta c a sua 
rase de desenvolvimento fi siológico, al ém de outros parâ· 
metros, estão sempre presentes na introdução material 
em cultura in vitro. 

Não vamos discutir estes ou outros parâmetros. Va· 
mos nos ater. no caso da micropropagação. à rase de desen· 
volvimento fisiológic o da planta doadora do explante. 

Um dos grandes desafios na propagação é que o de· 
senvolvimento de plantas normalmente progride através de 
uma rase juvenil , que não Ooresce. até a rase madura . adulo 
ta. que Ooresce. O desenvolvimento está associado ao declí· 
nio simultâneo da competência para reproduzir plantas e 
órgãos adventícios. 

Na literatura pertinente . é comum encontrar rererên · 
cias de que material adulto, quando introduzido em cultu­
ras in vitro. usualmente não regeneram plantas; portanto , 
árvores perenes devem ser obtidas a partir de plantas na rase 
juvenil de desenvolvimento (Murashige 1984). 
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A experi ência do nosso grupo, entretanto, aponta a 
possibilidade real de se conscguir in vitro revers:Jo à juve ni­
lidade, a partir de materi al adulto de Euca/yptu s. O proto· 
colo desenvolvido em nossos laboratóri os permite a reversão 
à juvenil idade, na presença de 6- BAP. com taxa média de 
clonagem calculada em 7,5 x 10 ' J la no (Gonçal ves 1982) . 

Para explica r esse renómeno. lançamos uma hipótese 
baseada em al gum as pre missas. Aux inas e citocininas agem 
de maneira inversa nos sistemas al ostéricos da bioss íntese 
de áci dos nucléicos e nos níveis de transcrição e de tradu · 
ção. pondo em evidência a bioss íntesc de RNA's modifi ca· 
dos (rRNA. tRNA). Agindo como eretuadores a1 ostéricos. 
as auxinas promove riam a incorporação de UMP em RNA e 
aumentari am a taxa GMPI AMP. Simultaneamente, as cito­
cininas induziriam a espec ificidade de tRNA's para aminoâ­
cidos. com letra inicial U do códon. 

Obse rvaçõcs relatadas na li teratura, sobre sistemas de 
células isoladas, mostram que o " pool" de A TP, as taxas de 
síntese de RNA e de DNA e valores para o " turn over" de 
RNA são maio res em célul as embriogê ni cas do que em cé· 
lulas não·embriogénicas (Sharp et ai . 1980). 

A regulação da biossíntese do ribonucleotídeos e dos 
desoxirribonucleo tídeos é reita por uma série de enzimas 
al ostéricas. Por outro lado . o Ou xo da inrormação ge nética 
das se qüências de ge nes do DNA do núcleo para o sistema 
sintetizador de proteínas do ci topl asma, em célul as eucarió­
ticas. é formado por RNA · polimerase I ou A (nucléolo) . 
por RNA · polimerase 11 ou B e RNA -polimerase [JI ou C 
(núcleo) e pelo sistema de síntese de proteína (citopl asma). 

A nossa llipótese (Crocomo et ai . 1985) é de que a he· 
reditariedade das células somáticas é uma manirestação dos 
mecanismos al ostéri cos na regulação da bioss íntese e no 
deslocamento das relações entre e dentro dos nucleotídeos 
purínicos e pirimidínicos. e na transcrição, processamento 
e tradução de inrormações genétic as. na direrenciação de 
desenvolvimento celular. As citocininas e auxin as agem in· 
versamente nessa manirestação. Assim, a ação isolada ou 
conjunta dos reguladores de crescimento provocaria altera· 
ções na biossíntese e no deslocamento das relações entre e 
dentro dos nucleotídeos purínicos e pirimidínicos e no Ou­
xo de inrormações genéticas. conduzindo as cé lulas à dire­
renciação e ao desenvolvimento. Dependendo da origem e 
do estado fi siológico das células e da quantidade e qualida· 
de do estímulo dos reguladores de crescimento, as células 
readquirem dire re ntes capacidades morrogenéti cas, tanto 
para a direrenciação como para o desenvolvimento. 

MELHORAMENTO DE PLANT AS 

As abordagens biotecnológicas para meUlOramento de 
plantas assentam·se intrinsicamente em : a) manipulação do 
material genético in vitro, através das técllicas de RNA re· 
combinante (Engenharia Genética, senso estrito) ; e b) mani· 
pulação do material genético in vitro . Esta última aborda· 
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gem é realizada utilizando·se técnicas de cultura de tecidos 
de pl antas in vitro (Enge nh ari a Gené ti ca. sentido ampl o) . 

Nesse sentido. a cultura in vitro de embriões imatu· 
ros, de anteras. de pro topl as tos c o produto da fusão de 
protoplas tos (híbridos e cibridos somáticos). e calos levan· 
do à variação somadonal ou gametocio nal são estratégias 
auxiliares para a produção de va riant es genétkoscom ca rac· 
terísticas agronôm icas desejáveis. 

Nesse contex to, apresentaremos dois exemplos com 
os quais estamos famili arizados: variação somadonal em 
cana.de-açúcar (Saccharum spp.) e ob tenção de plantas hi· 
bridas de feijão (Phaseollls spp. ). advi nd a de c ru zamen tos 
interespecíficos. 

Cana-de-açúcar - O cultivo de tecidos de cana·de· 
·açúca r in vitro. visando ao melhoramento. tem sido estuda· 
do de sde a década de 50. quanto a: influência do genoma 
do material doador. alterações genêticas das células não di· 
ferenciadas (aneuploidias. poliploidia e mosaicos cromos· 
sômicos) . variações somaclonais das plantas regeneradas 
e efei tos da co mposição hormonal e nutricional do meio de 
cultura. O nosso laboratório iniciou se us trabalh os sobre va· 
riação somadonal em cana·de·açúcar. em 1977 . 

Para obter variantes somaclonais toleran tes a he rbi· 
cidas, um protoco lo foi desenvolvido no nosso laboratório, 
o qual permite a regeneração de pl antas de cana·de·açúcar 
tolerantes aos herbicidas Ametrin e Dalapon. Explantes fo· 
tiares intemodais das vafS. CB4 I·76.LA48-65 e NA56·79 fo· 
ram cultivados in vitro em presença de doses c rescen tes de 
cada um desses herbicidas. As doses utilizadas foram O. 
20 , 40 , 80 e 160 ppm, correspondentes àqu elas usualm en· 
te empregadas no campo. A seleção foi fe ita ao nível celu­
lar, seja em meio sólido, seja em meio líquid o. Neste último 
caso, as células em suspensão foram pl aqueadas, o btendo·se 
colônias celulares que se prestam para seleção de Unhagens 
celulares. Posteriorm ente, foram regenerad as plantas dos 
calos tolerantes aos níveis de 20 e 40 ppm de Ametrin. O 
comportamento bioquímica foi acompanh ado nos calos 
submetidos aos herbicidas (condições in vitro) , bem como 
nas plantas de cana-de-açúcar regeneradas de calos não ex­
postos a esses agentes, as quais foram submetidas ao Dala· 
pon (condições in vivo) (Crocomo et aI. 1984). 

Em céluJas de cana-de-açúcar. em suspensão, obser­
vou-se que o Ametrin inibe a tran scrição de DNA em 
mRNA, medida através de incorporação de A TP-' • C ou 
de UTP_3 H nas moléculas de RNA mensage iro. A inibi ção 
por esse herbicida também é observada a nível de tradução 
de mRNA em proteína , medida pela incorporação de leu· 
c ina.! 4 C em moléculas protéicas. 

Feijão - A cultura do feijoeiro-comum (Phaseolus 
vulgaris) tem importância alimentar e econômica no Brasil , 
embora no Nordeste o seu cultivo seja limitado, principal­
mente pela adversidade do clima. Sendo 3 região se mi·ári· 
da do Nordeste atingida pelo probl ema de preci pitação p lu· 
vial e da irregularidade na sua distribuição. tomam·se neces· 

sários esforços para obter genó ti pos to lerantes a es trl' SSC h,· 
dri co. s.1is l' altas tempera turas. Outras espécies cu.ltiva das 
na regi50 e em outras regiões se mi· 5ridas (dos Estados Uni· 
dos da América e do Mé,\.ico). cOmO a fava (Plw5eollls 11IIUI' 
1/15) e o feijão-teperi (Phaseo/us aculifo/itl s) . podem ser uti · 
li za das cOmo fon tes de rc sist~ncia a tais condiçoc e limáti· 
cas, a traves da hibridi l aç50 intercspccifi ca. A fertili zação 
entre Phaseollls VII/garis ( 9 ) x PhaseolllS aC/J/ifol ills ( á ) 
e Plwseoltls vtllgaris ( ) x Plwseo /us IlIlIa/tls ( J ) ocorre. 
po rém. devido à incompatibilidade ex istente entre as neces· 
sid ades nutritivas do em brião 11Ibrido e o end ospcrma : o 
em brião aborta c a vagem fomlada cai. Esses c ru zamen tos 
podem se r viabilizados com au !lio da cultura in vitro (ero· 
como & Cabral 1985). 

Nos nossos labora tó rios. dese nvolve mos metodologia 
para cultivar embriões im aturos de feijão in vitro (Cabral 
1985). A espécie Pha co lus !!lIlgaris (cvs. Gordo. Goiano 
Precoce. Carioca Precoce, Canário 10 1, Oax·62 e Califórnia 
SmaJl White) foi utilizada como fêmea. enquanto Phaseollls 
Itllla/lIs (cvs. IPA· I, G- 25 143 c Unh a F2) e Pha<eolus acuo 
rifo lill s (cvs. G·400 18. G·40064 . G · 40002, G -40035. 
T. Branco e T. Roxo) fo ram usada s como macho. 

Os embriões 11Ibridos, provenientes de c ru zam entos 
en tre as espécies Phaseoltls .. liga r is (c;' ) x Phaseolll s aCIIII[o­
lill s (á ), muit as vezes a ti ngi ram estádi o de desenvolvi men to 
coti ledonar (cotilédones assimétricos) se m que a se mente 
chegasse j maturi dade. Por outro lado. os embri ões advin · 
dos de cruzament os entre Phaseolus !'u lgaris (9 ) x Phaseo· 
1115 IlIlIallls (á ) apresen taram men or desenvolvim en to; ti · 
nham um maior índice de anormalidade e não atingi ram o 
estádio de desenvolvimento coti ledon ar. Em meio de cu ltu · 
ra, fo ram inoculados 44 embri ões híb rid os, dos quais 8 se 
diferenciaram, levando à fo rmação de pl antas. Esses em· 
briões provieram de cru zamentos en tre as cul tivares Carioca 
Precoce (9 ) x G-40035 (á ), Califó rnia (9 ) x G·40002 
(á ), Califórnia (9) x G-40035 (á ). Goiano Precoce ('1 ) x 
Unha F2 (á ) c Gordo (9 ) x G·40002 (á ). Destes. apenas 
3 formaram pl ântulas intac tas, e resultaram dos c ruzamen· 
tos entre Carioca Precoce (9 ) x G-40035 (á ), Goiano Pre· 
coce (9) x Linha F2 (á) e Gordo (9 ) x G-4000 2 (á ). 
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to ch c tox in w as possihlc th rough succcss ivc subc ulturing a f thc sc nsitivc o ne 5. 

lNTRODUÇÃO 

As técn icas de cultura de tecidos vegetais es tão sendo 
bastante difundidas no meUlOrament o de plantas , e atual ­
mente já existem plan tas , produ zi das pe la cultura de teci­
dos , sendo ve ndidas comercial mente. Os esfo rços para de­
senvolve r pesquisas no cam po da cultura de cél ul as e tecid os 
de plantas vêm aumentando a cada ano, tanto em palses 
desenvolvidos como em subdesenvolvidos. O fat o de que as 
plantas podem ser pro pagadas por cé lul as simples, toma 
possível a aplicação dos conce itos e técnicas da genética 
microbiana às plan tas. 

A utili zação da cultura de tecid os para propagação 
donal é baseada na suposição de que os tecidos mantêm-se 
geneticanlente estáveis, quando renrados da planta paren tal 
e colocados e m cultura . Es ta afirmação é válida qu ando a 
multiplicaç!io OCorre a partir do desenvolvimento direto de 
gemas axi lares ou api cais. Neste caso , todas as plan tas 
dese nv olvidas, via de regra , se rão cópi as exa tas da planta 
parental . Contud o, quando a formação de brotos dá-se a 
partir de calos. OCOrrem freqüentemente variantes fen o típi­
cos entre as pl an tas rege neradas (Chaleff 1983). A freqüên­
cia desses tipos abe rran tes aument a com a duração do tem­
po em que o calo é mantid o in vitro (Murashige 1974, 
Skirvi n & lani ck 1976). 

Existem atualmente vários relatos de novos va riantes 
obtidos pela cultura de tecidos . Estes novos varian te refe­
rem-se a mod ifi cações, tanto em características morfoló­
gicas como fi siolÓgicas , qualit ativas e qu antit ati vas, co rres­
pon dendo freqüentemente a diferen ças ao 11I'vel c romos­
sómico, nuclea r e ci toplasmático, e m relação às plantas o ri ­
ginais. O interesse na utili zação dessa variação (variação 
somaclonal) no melhoramento de plant as tem sid o gran ­
demente despertado nos últimos 5 an os , principalmente a 
partir do mo mento em que houve um a associação '-ntima 
entre cultivado res de cél ul as e melhoristas vegetais. A lite­
ratura contém excelentes revisões sobre o ass unto (La rkin 
& Scowcroft 1981. Scowcroft & Larkin 1982 , Ea rle & De­
marly 1982 e Larkin & Scrowcroft 1983) . 

Dl"pl<? de Ge nética c Evo lução. Instituto de Biologia , UN ICA]\IP . 
c. P. 6 109,13 100 Cam pinas, SP. 

Seleção de linhagens celulares variantes 

À medida que as célul as se propagam em cultura , 
vai surgindo uma grande quantidade de mutações espon ­
tâneas , e, além disso, a exposição à radiação e a certas 
substân cias qUlmicas pode aumentar a freqüê ncia de for­
mação de va ri antes . 

A aplicação de pressões de se leção em pop ulações 
grandes de célul as , culti vadas sob condições ambientais 
praticamente homogêneas, permite isolar mutantes de 
apli cação imediata, tais como linh agens resis tentes a herbici­
das, a altas concentrações de lOns de metai s tóxicos e a 
toxinas produzidas por patógenos , po r exempl o (Widh olm 
1983). 

Apesar de exis tirem limitações quanto ao uso difun­
dido de siste m as de seleção em culturas de célul as, limi­
tações essas relacionadas princi palmente com a capacidade 
de regene ração dos clones celul ares selecionados e de 
ex pressão do fenótipo celular na planta inteira , esta técnica 
ofe rece um po tencial exp ressivo e deve apresentar contri­
bui ções importantes nos próximos 5 a l O anos. 

Com o objetivo de o bte r plantas de tomate cv. Angela 
Gigante resistentes à doença da requeima, utili zan do- se de 
técnicas de seleção in vitro, foi dese nvolvi da a me todologia 
desc ri ta a seguir. 

MATERIAL E MÊTODOS 

I . Obten ção de calos: Sementes de tomate cv. Angela 
Gigante. do gru po Santa Cruz, foram es terili zadas supe rfi­
cial men te em solu ção aquosa a 30% de hipodorito de sódio 
co mercial. durante 20 minutos , com agitação. Segmentos de 
2 mm de hipocó til os fo ram in oculados em meio de cultura 
contendo a metade da co nce ntração de sais MS (M urashige 
& Skoog 1962) , ac resc id o de BAP 10 /.IM antes e IAA 
I /.IM após autoclavage m. Os in ócu los foram mantidos a 
25 0 C, com fotoperíodo de 16 h de luz. 

2. Obtenção de toxina de Phy rophrhora infestans: 
Isolados do fungo , correspondend o às raças 1.4 ; 1-4 e 1-1 1, 
foranl mantidos alternadamente em meio de cultura : a) ba­
tata , dextrose e ága r (BDA)+ ce noura ; e b) rodel as de batata 
cru a este rilizada. A toxina difus ível no meio de cultura 
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liquido foi obtida de culturas de 10.000 esporângios do fun­
go. inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mJ , contendo 
20 ml de meio líquido (sais MS. 400 mg/I. asparagina,. 
.400 mg/I, glutamina,. I mgjl, tiamina .• 20 gjl. saca rose; 
pH 5.1 ; 200 C, no escuro). Após 12 a 14 dias de crescimen­
to, que cor respondem ao máx.i mo de produ ção de toxina 
biologicamente ativa (Stolle & Schüber 1984). as culturas 
do fungo foram fIltrad as para separação dos micélios. e o 
fIl trado . mantido a -200 C. 

3. Seleção de calos: Calos de 12 dias , prove nientes de 
segmentos de hipocó tilos, foram colocados em meio de 
cultura contendo o filtrado da toxina adicionado de BAP 
(10 IJM ) e ágar (7 g/ I), antes, e IAA ( I IJM). após autocla­
vagem. Transfe rencias para novos meios de cultura conten­
do toxi na foram reali zadas a cada 3 seman as. 

4. Regeneração de plantas: O meio utili zado para 
rege neração de plantas foi o mesmo desc rit o para indução 
de calos, suprimindo-se apenas o lAA. O enraizame nto das 
plantas regeneradas foi efe tuado em meio sem fitorregula­
dores, e as plantas en rai zadas foram tran sferidas para ve rmi ­
culita. Uma vez consolidado o sistema radicular, as plantas 
fo ram transferidas para o campo a fim de que o ciclo fosse 
completado até a frutificação . 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Três semanas após o inicio do tratame nto com toxina, 
observaram-se dois fe nó tipos de calos: a) insensíveis à toxi­
na, os quais pennaneceram semelhantes aos do con trole ; e 
b) se nsíve is à toxina, os quais adquiriram coloração esc ura, 
indicando necrose do tecido (Fig . 1). O mesmo efeito foi 
obse rvado para toxinas de qualquer uma das 3 raças de 
fungo utiliza das. Os calos se nsíveis à toxina foram subculti­
vados para novo meio, com a respectiva toxina, e após 9 se ­
man as os calos apresen taram cresc imentos de setores celu­
lares supostamente resistentes à ação da toxina (Fig. 2 e 3). 
Estes setores desenvolveram calos resistentes, que e ram 
facilmente de stacados do res tante do calo, já completa­
mente necrosado (Fig. 4). 

Dos calos resistentes, foram rege neradas plan tas que 
atualmen te estão no campo para completarem o ciclo vege­
tativo e reprodutivo_ Os testes de resistência se rão feitos nas 
progênies das plantas provenientes de calos resistentes , para 
analisar a natureza das carac terísticas de resistência, sejam 
elas genéticas ou epigenéticas, monogêni cas ou poligênicas. 

Behnke (1979, 1980) dese nvolveu metodologia se me­
lhante e selecionou cal os di -hapl óides de batata (Solallum 
tuberosum ), os quais eram resistentes ao fi ltrado de Phy­
tophthora infestam. No mesmo trabalho, o autor cita que 
as folhas de plantas, rege neradas de linhagens de calos resis­
tentes, form avam calos, em meio con tendo toxina mais 
rapidamente do que as folhas das plantas-controle. ' 

Paralelamente ao trabalho com toxina, metodologi a 
semelhante es tá se nd o utilizada em sistemas de seleção in 

vitro . para conce ntraçõcs elevadas de NaCl ( 1; 1,5 e 2%); 
concentraçõcs elevadas de KAI (50. ), ( 100,200, 400 e 
800 IJM) ; e herbi cida as-triazinonico (Metribuzin a 0 ,025 ; 
0 ,05 ; 0 ,075 e 0 .1 %). Dos calos sobreviven tes dos diferentes 
tra tamentos fo ram rege neradas plantas que se rão testadas 
quant o a resistência ou tolerância aos fatores se le tivos utili ­
zados. 

FIO. 1. Seleçlo in vitro de calo de tomare par. resistê ncia à toxina 
de Phyrophthora in festans: a) esqu erda - tratamento con­

trole , sem toxina: b) calos cultivados durante 3 semanas em 
filtrado contendo toxina da raça 14 de P. infes rans. 

FIG. 2. Calos cultivados durante 9 Mmanas em filtredo contendo 

toxina da raça 1-4 de P. in fesrans. Aparecimento de setores 
celulares res istentes nos calos já nec rosados pela ação da to · 
xina . 
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FIG.3. Setores celulares resist e ntes é toxi na da raça 1-4 d e P. infes­

tans, ap6s 11 sem anas d e tratamento. 
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ABSTRACf - Prop;lgation af garlic in vitro was obtaincd through cultu rc of CXpl .íU1ts cxc ise d (rom shoots, roots and stcm s. 
Culture media co nsisted o( Murashige & Skoog sallS. supplcmen ted with 2,4 -0 ~5 I1M ), Kin ( lO 11 M) and IAA ( IO 11 M) o r 
with 2,4 -0 (5 11M ), Picloran (5 11M ) and KIn (5 11M ). Cultures were kept at 25 C In contlnuou s darkncss durtn g 60 day s. 
Thcn, c::lll us wcre tran s rcrrcd [O a nutricnt mcdium comp osc d af MS sales and BAP (25 J.LM ). Thc se ncw c ulcurcs werc 
ex posed la hr per day with 8.000 lu x light. Thousa.nd s o( plan ts we re produced (rom the di((crc nt source o( explanlS . 

A propagação de pla.ntas a través da cultura de meris­
temas apicais e axilares é a á rea mais avançada da cultura de 
tecidos. É uma técnica ro tinei ramente utili zada, em vá rios 
paises. na propagação de genóti pos de elite de vá ri as espé­
cies. com um efeito direto no melhoramento de pl antas. 
seja através da propagação mais rápida e e fi ciente de ce rtas 
espécies, seja pe la e liminação de doe nças, em outraS espé­
cies. A apli cação dessa técnica dá- se princi palmente com 
plantas de propagação assex uada (al ho , batatinh a, mandioca 
e ornamentais , p . ex .), ou com pl antas com tem po de 
geração muito longo (essências n o res tais e frutife ras , p . ex .). 
e é um a mane ira de produzir grande qu antidade de plantas 
se lecionadas o u de ge nóti pos de e lite . 

Ex istem numerosas evidências de ocorrência de mu­
dan ças gené ticas em cultura de tecidos vege tais. as quai s 
são de inte resse especial em plant as de propagação vegeta­
tiva , pois. além de podere m pro po rcionar o aparec imento 
de carac teris ticas agronõmicas van tajosas, estas não se 
perdem nestas espécies, através de segregações sexuais. 
Con di ção essenci al para ob tenção de plantas variantes é a 

Dcpl <? dl' Gc nétlGI l' l:.vo lu,'50, In"IItUI Q de BiologIa . UN ICAMP . 
c.P. 6 109 . 13100 C IITlpln,,, . SP. 

alia freqüên cia de regeneração a parti r de calos. Calos de 
alho cvs. Branco Mineiro, Chonan, Lavinia e Peruano, 
proveni entes de explantes de fol has , caules e raizes, foram 
obt idos em meio de cul tura Murashi ge & Skoog (MS) , 
ac rescido de 2,4-0 (5 11M ). Kin ( 10 11M). IAA (10 11M) ou 
2,4-D (5 11M). Pi cloran (5 11M). Kin (5 11M ), a 25 0 C, no 
esc uro. Após 60 dias, os calos foram tran sferidos para meio 
MS. BAP (25 11M). na prese nça de lu z (8.000 lux , 10 h/dia) . 
Es te procedimento induzi u al ta freqüência de regene ração 
de plant as (morfogê nese), em calos provenie ntes de ex plan ­
tes foli a res , e freqüências menores em calos de caule e rai­
zes. Milhares de plantas de alho , das diferentes fontes de 
explanle, in clusive de linhagens de calo de 4 anos de idade, 
eslão sendo regeneradas e, após a indução de bulbilhos in 
vitro, se rão levadas para uma avaliação das caracteristicas 
agro nômi cas. se ndo que espe ra-se , enlre oulros: bulbos e 
bulbillios graúdos, número meno r de bulbilhos , melhor 
capacidade de conse rvação , me nor exigência em fOlope­
riodo, e resistência a ferrugem e A/remaria. por exe mpl o. 

(CNPq - Fundação Alexander von Humboldl , FINEP) 





51 

CULTURA DE TECIDOS 
E METABOLISMO SECUNDÃRIO 

ABSTRACf · Thi s papcr summarizcs and disc usscs so me tcc hniquc s o f the use o f tissue and cc U cul turcs in the production 
of seco ndary me taboli te s of plants. 

A cul tura de teci dos vege tais constitui um bom siste­
ma para es tudos na área do metaboli smo sec un dário das 
plantas (Ove rt on 1977) : I) as célul as não di fe renciadas da 
cul tura de tecidos re duze m os problemas relacionados com 
a inco rpo ração de prec ursores, tai s como : permeabilidade, 
tran slocação e seg regação de " pools"; 2) as cé lul as cresce m 
em condi ções padronizadas e , na maiori a das vezes, em meio 
de fini do ; 3) os ciclos de cresciment o são peq uenos e inexi s­
te m as vari ações sazonai s; 4) os ex peri mentos podem ser 
condu zidos em condi ções es téreis, garanti ndo se r a transfo r­
mação obse rv ada medi ada pe la célul a da plant a e não po r 
eve ntu ais contamin antes ; 5) as preparações obtidas de cé lu ­
las (por ruptura) poss uem um a me nor conce n tração de 
fe nóis e quin onas, o que facil ita os trabalhos de bioquimica 
e biologia molecular . 

Os tecid os vegetais em cultura possue m a hab ilidade 
de prod uzi r modifi cações em me tabóli tos secu ndá rios . 
Célul as d e Daucus carOla g1 ucosida van ilin a a van il osídeo 
(Go ris 1965) e as de COl/volllulus arvensis poss uem elevada 
a ti vidade de g1ucosilação , send o identi ficados nes ta espécie 
nove dife rentes tipos de g1ucos idases (Pi erro t & va n Wieli nk 
1977). 

A degradação de de te rminados produtos, mesmo não 
fazen do parte do metabolismo sec undári o, é uma das carac­
te ris ti cas dos tec idos vege tais em cultura . A cultura de 
Arae"is hy pogaea poss ui vá ri as isoenzi mas de polifenol. 
-ox idase e de IA A-oxidase . q ue são responsáveis pela man u­
tenção d os niveis intrace lul ares de compostos fe nólicos e 
de IM (Srivas tava & van Huystee 1977). Hid rocarbonetos 
aromáti cos polic icl icos (be nzo (Q) - pireno) são degradados 
por tecidos de O lel/opodiw /'l ru bnlll/ (Harms et al . 1977). 
Pesticidas, tais como. o Aldri n, podem também se r degrada­
dos por tecidos vege tais (Brain & Lines 1977). 

Vários dos grupos de compostos pe rtencen tes ao 
metaboli smo sec und ári o das plant as são produzi dos por 
cé lulas vege lais em cultura . O cal o de JUl/iperus commwlis 
produ z a té 13% do peso seco em tan inos (Cons tabel 1965). 
A cultura de Dioscorea dclroidea pode prod uzi r diosgcni na 
até 1,0 - 2.5% do peso seco, se o meio contiver coles­
terol e 2,4-D (Kaul e t al 1969). Digi ralis lallara prod uz até 
8,0 mg de il· mcti ld igox inaj kg de peso seco, durante 24 ho­
ras de cultura ( Reinhard et al . 1978). Al gu masestirpes de Cã-

Ph .D ., Di reto r dI: 1\ :l;qui\:J (' Oe\l!nvo lvimen to. Bioplanl:J . Tec­
no log ia de Planta\ lId:!" c.P. 1. 141 . 13 100 Campin:.l\ , SP. 

rllGranrhus roseus produ ze m até 264 mg de ajmalicin a/li tro 
(Zen k e t aI. 1977). As célul as de soja e de sal sa produze m 
navanóides em c ul tura, sendo que no segundo caso a con­
versão de L- fe nil ai anina a 4-c umari.l SCoA é feit a po r um 
complexo e nzimático (Hah lbrock 1977). 

Uma das carac teris ti cas o bservadas em muitos siste­
mas de cultura de cé lul as e tecid os vegetais tem sido a in ca­
paci dade biossin té ti ca dos mesmos de efetuar transformações 
que são observadas na plan ta de o rige m . Como exe mplos , 
podem ser ci tadas a ausé ncia de a1calóides diméri cos em 
célul as de Carharanchu s roseus e a in capacidade de fo r­
mação de ant ocianin a acetil ada por cultura de célul as 
de Ma rhiola i"cana (Biih m 1982). A explicação mai s pl au­
s íve l para es ta observação expe rimental se ri a a fal ta de enzi­
mas especifi cas para determin ada conve rsão, princi palmente 
enzim as li ga das às membranas , pois modificações químicas 
sec undá ri as são, de um modo ge ral , ligadas às membran as 
(Bohm 1980). 

A fal ta de enzimas espec ífi cas , para as conve rsões 
metabólicas de natureza sec und ária, tal vez seja um meca­
nismo que permita a utili zação dos precurso res das vias 
me tabóli cas primári as . dur an te o pe ríodo em que a taxa de 
crescimento da célula é elevada ( Dre w & Demain 1977). 
A produção de substâncias do metabol ismo sec un dá ri o 
pode ser aumen t ada qu an do as célul as são tran sfe rid as para 
meio de cultura em fosfa to inorgânico e fit o rmónios (Sasse 
c t al. 1982) . 

A utilização de cultura de cé lul as vege tais na biotec­
nologi a . visan do à produ ção de compos tos de inte resse 
comercial . deve rá tom ar-se viável graças à possibil idade de 
seleção de linh agens de cé lul as com determin ada capacidade 
bi ossinté ti ca (Be rl in et al. 1982). A produ ção de putrescin as 
de ci namoil a por linh age ns de Nico rialla rabacum (TX4) foi 
poss ivel graças ã metodologia de seleção que utili za PFP 
(p-nuo r fenilalanin a) como ini bidor da PAL (fenil alan in a­
-arn oni oliase) (Palmer & Widh olm 1975, Berlin et al . 1982). 
O mesmo princ ipio foi utili zado para se leção de linh agens 
de N. rabacum al tamen te produ to res de alcalói des indólicos, 
a t ravés da elevada ativi dade de descarboxilase do L - tript o­
fano ; inclusive , estas cél ul as poss uem al ta concentração 
endóge na de t riptamin a (Kn o bJ och & Bertin 198 1). 
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ABSTRACT · Co nt ro ll c d (rc l,; z in g and s to ragc ,lt ultra - lo w tc m pc raturc (- 196 ° C) has becn rcga rdc d as the bcs t w ay fo r 
lo ng tim e prcsc rv ati o l1 c f plant eell. tissuc and o rgans. fr o lll whi c h pla.nts can bc rcgc nc ratcd at any time without ri sk a f 
gC ll c tic vari ari a n oec urre nce c r a.ny o th c r disadvant agc com m o l1 to o th c r me th ods a f gc nn o pl asm prese rv ari a n . In this 
rcvicw ir is summ ari 7. cd thc prcsc nt S1,IC e af (rcc 2. c -prcserv ati o n e x pc rtisc a.nd iu rc lati o ns to plaot c cll , ti ssue and o rgan 
c ulture s. 

IMPORTÃNCIA DO PROBLEMA 

A preservação de núme ro limitado de especles de 
propagação sex uada em "bancos de sementes" e "bancos de 
pólen". ou a preservação de espécies propagadas assex uada ­
mente. em " coleções de campo" , está longe de sa tisfazer as 
necessidades do momento e , muito menos, as necessidades 
futuras. devido ao custo de man utenção elevado de tais 
ban cos ou coleções, al ém do elevado risco de destrui ção 
a que está sujei to o material, pela ação de pragas, doenças 
e outras condições adversas do ambiente . 

Desta fo rm a, o congelamento controlado e arm aze­
namento à temperatura ult rabaixa, de -196 0 C, capaz de 
interromper todo O meta bolismo celular (criop rese rvação), 
tem sido considerado como a manei ra mais promissora de 
preservação , a lon go prazo . de .célul as. tecidos e órgãos 
vegetais, a partir dos quais po derão se r regeneradas plantas 
em qualque r época. sem o pe ri go da oco rrência de variações 
genéticas no material o u outras desvan tagens _ Todavia , em­
bora muito progresso já tenha sido obti do nesta área, muito 
mai s prec isa se r feito , antes de nos tomarmos aptos a es ta­
belecer o primeiro "banco de tecidos" , especialmente para 
o caso de plantas tropicais, para as quais quase nada foi 
pesquisado até agora. 

NATUREZA DO FENÔMENO 

Durante estes quase dois séculos e meio de pesquisa 
em c riobi ologia , os efeitos de baixas temperaturas sobre 
material biológico tomaram -se mais conhecidos , e muito 
progresso nesta área tem sido obtido ultimanle nte, embora 
a solução definitiva da criopreservação de se res vivos, ou 
partes deles. sem a ocorrência de danos aos tecidos, ainda 
es teja para se r atingida. Sabe- se, por exe mpl o, que , quando 
a temperatura decresce, um ponto crítico é atingido, a par­
tir do qual ocorre formação de gelo no tecido, em duas 
etapas : primeiramente, o gelo se forma nos espaços interce­
lulares; em seguida, nos espaços intracelulares (Burke et al . 

J Eng<?-agr?, Ph .D., ProL-Adjunto , Depart amento de Fito tccnia, 
UFV. 36570 Viçosa. MG. 

1976) . Após a fo rm ação de gelo nos espaços inte rcelulares , 
a pressão de va por aí diminui, em relação à pressão de vapor 
do interior da célula, resultando movimento da água desta 
para os espaços interce lulares. Havendo estabili zação da 
temperatura , as pressões de vapor dos dois lados da mem­
brana celul ar voltam a se equilib rar e o mov imento de água 
se int err ompe . Continuando, porém, o abaixame nto da 
temperatura, o gradiente de pressão de vapor entre os dois 
lados da membrana perman ece , e a água continua a se per­
der da célul a para os espaços intercelul ares , onde se t ran s­
fomla em gelo. Prosseguindo a queda de temperatura , e 
dependendo de diversos fatores , se rá atingido um ponto 
críti co a partir do qual a cél ula morrerá, ou por desidra­
tação , ou por formação de gelo internamente . 

O tecido , já congelado, pode ainda ser danificado 
durante o reaquec imento, pela ruptura da est rutura ce lular , 
causada pelo crescimento dos cristais de gelo formados 
durante o congelamento (Barnhart & Terry 197 1, Mazur 
1970, Nag & Street 1975, Nath & Anderson 1975, Olien 
197 1. Sakai 1960), especialmente quanpo o reaquecimen to 
oco rre lentamente. 

FATORES QUE AFETAM A PRESERVAÇÃO 

I . Caracter(sticas da espécie 

O congelamento do citoplasma das células vegetai s 
ocorre , em condições normais, próximo a _l oC (Mazur 
1970), dependendo do grau de permeabilidade da membra­
na celular, que varia com a espécie. Maior grau de penneabi ­
lidade à água, associado a esfriamento lento do tecido, per­
mite maior abaixamento do ponto crítico , a parti r do qual 
cristais de gelo começam a se formar no interior da célula e , 
conseqüentemente , causando menor dano ao tecido . Nestas 
condições, pode-se rebaixar o ponto de congelamento para 
até -15 0 C, estado este denominado de "superesfriamen to." 

Certas espécies, originadas em regi ões de clima frio , 
apresentam um mecanismo de "endurecimento" dos tecidos, 
no período que antecede o invemo, de modo a suportarem , 
ou desidratação completa do protoplasma, sem perda da 
água es trutural (Burke et al . 1976), ou superesfriamento 
profundo, através do acúmulo, nas cé lul as, de substâncias 
crioprotetoras , do aumento da permeabilidade à água e da 
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reslstencia da célul a :i deformação mccjnic:l (Tumanov 
196 7). C~ lul as. teci dos c ó rgãos ex tra idos de tais plan tas. 
previ amente "endurecidos" em condiçõcs naturais, (,.' conve · 
nientemente tratados . po dem se r co nge lados sem sofre r 
danos apreciáveis. Den tre es tas pl aJl tas. cst:io m ui tas espécies 
fl orestais e frut íferas de fOUlas caducas . Todavia . material 
proveniente destas mesmas plantas. sem passa r pelo prévio 
estádio de "endurec imento". está sujei to aos mesmos dan os 
que o conge lamento pode causar às demais plant as de folhas 
persisten tes. prin cipalment e as de clim a tro pi cal (Chen 
1976 , TowiU e t al . 1973). que não aprese ntanl nenhum 
mecanismo de tolerância a es t as con dições. 

2. Carae terísticas do espécimen 

o grau de diferen ciação e es tado fi siológico das cél u · 
las, de organização dos tecidos. bem como o tamanh o e 
outras carac terísti cas do espécimen a se r congelado. são 
fatores que afetam a sobrevive ncia ao congelament o . 

Em geral . o grau de sobrevivência dec resce à med ida 
que aumen ta a diferenciação das célul as , a o rganização e 
o volume do espécimen. 

3. Teor de umidade do espécimen 

Quanto maior o teo r de umidade da célula ou do teci· 
do , tanto maior se rá o dano causado pelo conge lamento . 
Esta correlação tem sido comprova da expe rimentalmente 
com diversas espécies (Sun 1958 , Sakai 1960, Ü & \Veise r 

1971, Brown 1972. \Villiam s 1972. Burke et al o 1976) . 

4. Pré·co ndicionamen to do espécimen 

o cultivo do material , previamen te ao congelame nto e 
por tem po vari ável. sob condições espec iai s, tem pe rmitido 
aument ar a taxa de sobrevivência em cc rt as es pécies. 

Es te pré·condi cioname nto tem sid o conseguid o pelo 
cultivo de mate rial a tempera turas inferiores à temperat ura 
ambiente (Ban nie r & Steponkus 1976). às vezes combinado 
com variação no fotoperíodo (Sakai & Sugawara 1973) , 
manitol (Withers & Sueet 1977). dimetil ·sulfóxido (Kanha 
et al . 1980) e out ras, com a finalidade de promove r desidra· 
tação parcial do espécimen, previanl ent e ao congelanlen to. 

S. Uso de agentes prote tores 

A embebição do es péci men por uma ou mais subs· 
tâncias , chamadas cri oprote toras, é um dos artifícios mais 
eficien tes para protege r o material contra os dan os causados 
pel o congelamen to . Algumas destas substâncias pene tram 
no interi or das célul as e , segundo se admite , reduze m a 
quantidade de gelo que poderá vir a se formar . Entre es tas 
está um dos mais eficientes crio pro tcLOres . DMSO, ou 

dimctil ·sul fóx.ido. al ém do gli ee ro!. cli le llo· g1i col c outros. 
Outros criopro lctorcs 11 50 pc n C l r ~ul\ pronta1l1 t.: llt r.: n 35 

cé luJ as c , segundo se admite, previnem :J injún :1 po r pcnni ­
tirem inlllLxo e cflu xo reversível de solut os durante o co ugela· 
I11 cn lo C' o r(,:Jqu~cilllc nt o . evi tando . assim. efeitos ,irreve r­
s íveis de gradie ntes osm óticos excessivos (Meryman 197 1). 
Dentre esses, estão o PVP o u polivinll · pirrolido ne. sacarosc, 
manit ol , sorbiLOI c o utros. 

6 . Taxa de resfriamento 

É o ut ro fat o r da mais alta im po rtan cla c muito variá · 
vcl de espécie para espécie. No caso de células em suspensão 
e pro topl as tos. o resfriarnento. em ge ral , deve ser len to. 
entrc 0. 1 e 100 C/ min , para pemlitir a desid ratação parcial 
da cé lula . se m fo nnaç:io de ge lo interce lular . até atingir 
certa tempe ratura. a partir da qual O rcs friame n to é ráp id o 
(Withers 19 78) . Isto tem dado ó tim os resultados para muit as 
espécies. 

Pa ra meristemas apicais e ápi ces caulin ares de algum as 
es pécies . o melhor tem sido o rcsfriam ento rápid o. a taxas 
que chegam a ultrap assar I .OOOoC/ min , por ime rsão direta 
em nitrogé ni o líquido (\Vithers 1980). 

Combinações de diferentes taxas de resfriament o e de 
rea quccimcn to. com diferentes man ei ras de cfc tu:JT os 
mesmos . têm sido utili zadas para dife rentes m ateriais vege· 
tais (Seibcrt 1976. Grout & Henshaw 1978. Sak31 et ai . 
1978 , Kartha ct aI. 1979, Karul3 e t aI. 1980. Karula ct al o 
1982. Kartha 1985). co m bons resultados. 

7. Temperatura de annazenamenlo 

Tem pe ra turas de até· 78 0 C mostraram·se inadequadas , 
para a presc rvação de ge rm o pl asma a lo ngo prazo (Nag & 
Stree t 1975. Bajaj 1976) . ao permitir dete rioração pro. 
gre.sslva do mate rial . Todavia, a preservação a longo prazo 
(decadas) pode ser conscguida por im ersão d o espécimen 
diretarnent e em nitrogê nio líquid o. o u por suspensão nos 
seus va po res (. 196°C). já que. a es ta temperaLUra. todas as 
at ivid ades metabólicas ficam paral isadas. não oco rre nd o 
dete ri o raçào. 

8. Taxa de reaquecimento 

Em ge ral , o reaqueciment o rápido , em água a 30.400 C, 
dá os mcl.h orcs rc sultad os. Se o rcaqueciment o é lento, há 
tem po s uficiente para a água dos espaços intc rce lul ares 
re fluir para O in terior da célula e Causa r cresciment o d os 
cri s tai s in trace lulares ai nd a presentes, com a conscquente 
ruptura da estrutura ce lular . 

Todavia , em algun s casos, o rcaq uccime nt o lento dá 
melh o res rcsult ados (\Viul ers 1978, Karth a e t ai . 1979. Kar. 

lh a e t ai . 1980), cspecialmente para es trutura s de dimensões 



redu7j das c baixo teo r de umidade, como observadu nu Ca.liO 

de meris lcmas apicai s de e rvilh a (Ka rtl13 e t a!. 1979 ) e de 
mo rango (KarLh a e t a!. 1980) . 

9 . RemoFio d o age nte e ri oprote tor 

No rmalme nte, é nece~sá ri o re move r o agente c ri op ro ­
tClor, imedia tame nte após o rcaq ucc imcnto . po r se r o mes­
mo normalme nte tóxicu aos tec idus vegetais (Nag & S tree t 
1975, Withe rs & S trec t 1977). Todavia, em algun s casos, 
a remoç:iu do c rio p ro te to r é prejud icial" recu pe raç50 das 
célul as, talvez devido à remoção, também , de ratores perdi­
dos pe la cé lul ;j nos espaços in tercelul a res, dUfan te alguma 
rase de todo o p rocesso . 

10. Equipamento 

o congc lwll ento dt, material biológico , de man eira 
controlada e com prccis50, exige equi pamento es pe cial , 
do tado de me ios pa ra con trole preciso da tax a de res rria­
me nt a . Depe n de nd o do grau de precis50 desejado, exis tem 
d ire rente s unidades co m es ta fi nal idade . As mais sofistica­
das ra zem o cont role da taxa de res rriamen to a utomatica ­
me nte : o utras o pe rwn com cont roles mais s im ples, mas com 
boa preci são. É poss ive l , ain da , im provisar apet rechos bas­
tan te sim ples e precisos , para uso em condi ções de labo ra­
tó ri o (Fi nkle e t al . 1974). 

O arm aze namenlO do ma lerial é rei lo e m botijões de 
nitrogênio liquido , muito sim ples e já am plamen te u dU­
zados , até mesmo come rcial me nte . 

Quant o à o peração de reaqueci mento, prati camen te 
não exige nenhum eq uip ament o especial, exceto um de pó­
si to de água com lem pe rat ura co ntrolada , pa.ra ime rsão do 
ma terial. 
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PRODUÇÃO E USO DE HAPLÓIDES 

IVall er lI anJro ' 

ABSTRACf . Trus 3.fticlc summanzcs some aspects concemin g production and uses of haploid plants and their role in 
basic and appllcd rcsc aIc h. 

INTRODUÇÃO 

De um modo geral , haplóides são plantas que apresen­
tam o número de cromossomos iguais ao do gametófi to ou 
da hapl ófase (n). De man eira mais especIfica, haplóides são 
plantas que têm o número básico de uma sé ri e poliplóide 
(x: n). se ndo, então. den ominados monoplóides. lndivíduos 
haplóides podem ocorrer espontaneamente na natureza , 
como resultado de certas anonnalidades no processo de 
reprodução sex ual (apomixia , partenogênese). em taxas 
muito baixas (no caso de fumo, po r exemplo , a taxa é de 
I : 10.000). Diversos métodos foram utilizados até a década 
de 60 para obtenção de haplóides (Kimber & Riley 1963 , 
Magoon & Khana 1963), destacando-se, em geral, a indução 
de divisão da oosfera , sinérgides ou células de gametófito 
masculino após a fertilização. Tais métodos, entretanto , são 
trabalhosos e pouco eficien tes o 

Em 1964 , Cuha & Maheshwari , cultivando anteras de 
Datura illl1oxia , in vitro, verificaram no interior delas estru­
turas semelhantes a embri ões, que poste rionnen te origi· 
navam plantinhas haplói des (C uha & Maheshwari 1966). 
Bourgin & Nitsch (1967), cultivando anteras de Nicotiana 
rabacum, conseguiram obter plantas haplóides que chegaram 
à floração . Um maior avanço foi conseguido quando Nitsch 
(1974) obteve plantas haplóides a partir da cultura in vitro 
de micrósporos isolados. 

O interesse nas plantas hapló ides baseia-se principal­
mente no fato de que caracteres recessivos ou mutações 
podem se r facilmente detectados pela pre se nça de um único 
lote cromossômico. Por outro lado , diversas técnicas de 
cultura in vi!ro têm mostrado novas possibilidades de utili· 
zação de haplóides, não só na genética, mas também nos 
estudos de fisiologia e bioquímica. Ex tensas e detalhadas 
revisões sobre obtenção e uso de haplôides foram publica­
das nos últimos anos por diversos autores (Kasha 1974, 
Reinert & Bajaj 1977, SW1derland & DunweU 1977 , Vasil 
1980, Collins & Cenovesi 1982, Bajaj 1983 , Vasil 1984). 

I Biólogo, Ph .D., Professor Titular. Laboratório de Cultura de Te­
cidos de Plantas, Dcpt? de Botânica. Instituto de Biocicncias, 
USP. C.P. 1146 1,05421 São Paulo , SP . 

ORIGEM E OBTENÇÃO DE HAPLÓIDES 
ANDROGENÉTICOS IN VITRO 

Embriões hapl óides são produzidos facilmente em 
muitas espécies, a partir da cultura de anteras , e originam· 
-se em geral da divisão dos micrósporos ou grãos de pólen 
imaturos , através de várias altemativas (Fig. I ). Para ob· 
tenção das plantas haplóides, as anteras são, em geral, colo· 
cadas em cultura quando se us micrósporos estão na fase 
imediatamente anterior à primeira mitose . Em muitos casos, 
os micrósporos originam haplóides em meio desprovido de 
reguladores de crescimento, como é o caso do fumo. Certas 
condições estimulam a divisão dos micrósporos , como, por 
exemplo, tratar as anteras , por um determinado período, 
em baixa temperatura, antes da inoculação. Em geral , 30 a 
60 dias após o inIcio da cultura das an te ras , plantinhas 
emergem das mesmas , e após certo tempo podem ser repi­
cadas para novo meio , até que , finalmente , possam ser 
transferidas para vasos e canteiros . Em muitos casos , a cul· 
tura de an!eras propicia a divisão celular em diversos 
tecidos , e, mesmo no caso de divisões a partir dos micr6s­
poros . podem ocorrer fusões nucleares ou irregularidades 
nas divisões celulares, o que leva, muitas vezes, à fonna· 
ção de plantas com diferentes números cromossômicos 
(hapl6ides, diplóides, poliplóides e aneuplóides). A partir 
da cultura de tecidos de indivlduos haplóides, pode-se 
facilmente obter indivlduos diplóides ou poliplóides homo­
zigotos. É o que se observaem casos de androgênese indireta 
via calo, onde ocorrem endomitoses espontàneas ou fusões 
nucleares , que originam células diplóides e poliplóides. O 
tratamento de tecidos haplóides com colchicina pode 
também aumentar a freqüência dos regenerantes , com maior 
ploidia. De um modo geral , tecidos e células haplóides em 
cul tura podem apresentar variações no n Ivel de ploidia. 
sendo comum um aumento do número de células de nlvel 
de ploidia mais elevado. Através da técnica de cultura de 
anteras , já foram obtidos haplóides de inúmeras espécies 
de diversas famluas, muitas delas de grande interesse econô­
mico (Tabela I ). 

UTILIZAÇÃO DE HAPLÓIDES 

De uma maneira geral, haplóides têm sido utilizados 
em pesquisas básica e aplicada . Grande parte dos trabalhos 
com haplóides concentraram-se nas famJ1jas das gramíneas 
,olanáceas e cruclferas. Algumas das vantagens de utilização 
de haplóides são : 
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TABELA 1. Relação de espécies de plantas hapl6ides obtidas a par­
tir da cultura de anteras IBajaj 1983). 

Aesculus hippocastanum 

Arachis spp. 
Asparagus officinalis 

A cropa belladona 

Brassica campeseris 
B rsssica napus 
8rassicB oleracea 
Capsicum annuum 

Oatura innoxis 
FesrucB arundinacea 

H6vea brasiliensis 
Hordeum vulgare 
Hyoscyamus niger 

Lo/ium spp. 

L ycopers icon esculentum 

Nicot iana spp. 

Oryza perenn ;s 
Oryza sativa 
Pelargonium roseum 

Perunia hybrida 

Populus sp. 
SecaIs cerale 
Sainrpaulis ionan cha 

So/af/um melongena 
Solanum tuberosum 
TrifoJium pratense 

Triticum a8srivum 
Vi ris vin ifer8 

Zea mays 

a) a expressão de ge ns num genoma simples elimina 
muitas das complexidades do estado diplóide , não havendo 
oposição entre alelos recessivos e dominantes nem os reces­
sivos sendo mascarados pe los dominantes. Como grande 
parte das espécies cultivadas são poliplóides naturais , se us 
haplóides , normalmente. con têm duas ou mais cópias de 
gens metabolicamente esse nciais. o que dificulta a se leção 
de eventuais mutantes através das técnicas de cultura de 
tecidos e cél ulas. Assim , tais mu tantes só podem se r isolados 
e tomarem- se úteis através de haplóides ou de sua progênie 
diploidiz.ada : 

b) estabi lidade genética, hom oz.igose e desenvolvimen­
to de linhagens puras podem se r obtidos em ape nas alguns 
meses, através da cultura de anteras. em vez das técnicas 
convencionais de endocruzamento , as quais reque rem 
5-7 gerações. Isto toma- se mais importante ainda quando 
aplicado às espécies de ciclo de vida longo. Com os haplóides 
diploidizados poderão se r obtidas linhagens al tamente 
homoLigotas , que quando utilizadas em CTU Lamentos, 
poderão resultar combinações com alto grau de heterose : 

c) haplóides podem se r de grande utilidade para traba­
lhos de hibridação somática (fusão de protopl astos), tendo 
em vista as diferentes possibili dades de combinação de 
genomas ; 

d) hapl ói des são importantes em trabalhos de citoge­
nética, como, por exemplo, no es tudo de relações de parea­
mente; 

e) de maneira geral , padrões de comportamento fisio­
lógico e bioquímico têm sido estudados em sis temas, ou 
organismos , predominantemente diplóides. A fa cili dade na 
obtenção de hapl óides e de se us homoLigotos dobrados 
(diplóides e poliplóides) permite que diversos parâmetros 
bioquímicos, fisiológicos e mesmo morfogené ticos sejam 
co mparados nesses indivíduos . 

Haplóides diploidizados (ou dobrados) já fo ram 

t,~ to .Iac 

- - 1-

I ·d'r! lU (,li) 
( 1\ , Lll , ) 11 f" te ) 

FIG . 1. Origem e alternativas de desenvolvimento de micrósporos 
cultivados in viera (modificado de Bajaj 19771. 

usados em programas de melhoramen to para produção de 
novas variedades ou indivíduos de característi cas espec íficas , 
principalmente em aspargo_ diversas espécies de Brássicas, 
arroz , milho, cevada, trigo , cen teio. batata e fumo. Um bom 
exe mpl o de utili zação de hapl óides é no caso de aspargo 
(Reu th er 1984). onde acultura de anteras de plantas- mac ho 
(d) (XV) podem se r usadas para. através de dupli cação. 
produ zir supermachos (d) (YY). Estes, quand o CTU La­
dos com plantas feminin as (9) (XX) produze m linha­
gens masc ulin as (d) (XV) de alto rendimento e uni­
formidade . Assim , a utilização de haplóides pode se r de 
grande utilidade em espécies onde ce rtas ca racte rísticas 
estão ligadas ao sexo. 

No caso de pesquisa básica, com haplóides e seus di 
ou poliplóides homoLigo tos, destacam -se vá rios trabalhos 
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comparando o crescimen to de teci dos de Nico riana rabacLlln 
de dife rentes pl oidi as. bem como variações de atividade 
enzimáti ca e padrões isoe nzimáticos (Kerbauy et ai . 1976, 
Krause t ai . 198 1, Floh & Handro 1985) . Também foive n ­
tica do que . sob ce rtas con dições, tecidos haplóides cresce m 
mais q ue os diplóides, e estes mais que os poliplóides, fato 
que é acompanh ado por um com portamento inverso na 
ativi dade da pe roxidase , se ndo esta maio r quanto m aio r o 
nível de ploidia (Fig. 2). 

Um re sum o das possibilidades da ut il izaç[o de haplói­
des e de pesquisa básica e aplicada é mostrado na Fig. 3 . 
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15 dias de cultura, em meio RM-64 com 2 ,0 mg/q. de AIA , 
e 0,2 mgfQ, de cinet ina, no escuro (segundo Floh & Haodro 
1985, modificado), 
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MICROORGANISMOS TERMOFluCOS, CELULOLlTlCOS 
E AMI LOLlTICOS: ISOLAMENTO E AV ALl AÇÃO 
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AB ?TH ACT - Thi s p .l per prc sc nt s pre limin ar)' rc sult ... cO ll cc rning isobtio n ,U1d cvalu ati o n a f lhe abiJiry n ( some mic roo r­
ga n l s~ s 0 11 t!J cco nvcrslO n o fcdlulos ic and starc h y m .. tcrials. l t is suggc stcd that m o rc adcguatc co nditio ns (or che productionl 
~cc re tl o n o f ccl l ula~cs .I nd Jl11 y hisc s. would rcsult into mo re cfficic llr cO l1 vc rsio n processes. 

INTRODUÇÃO 

o cresciment o conslan te da população mund.i al torna 
a necessidade de aumento da produçilo de ali mentos e com­
bustíveis em um dos problemas mais urge ntes a se r solucio­
nado. Uma das opçõcs mai s viáveis para a re solução deste 
problema 6 o aproveitamento da ene rgia solar acu mulada 
pelos vegetais, que sinte tizam, anualmente , 164 bil hões de 
toneladas de mat6ri a o rgãnica em peso seco. Celul ose (polí­
mero de glicose) , hemicelulose (políme ro de x.il ose e ma­
nose ), e ligni na (pol ímero de fe nilpropano) , constit uem 
aprox imadamente 45, 20 e 20%, respectivamente , do peso 
seco dos vege tais (Tanaka & Matsuno 1985). A possib ili ­
dade de produzir ene rgia a partir da biomassa demanda, 
atualmen te, a busca de tecnologias economicamen te ade­
quadas pam a conve rsão de substratos celul6sicos e ami lá­
ceos em açúcares. Uma produção econômica de álcool com­
bust ível , a parti r de biomassa, requer: I. pré-tratamento, 
para romper estruturas que difi cult am a hidrólise (G ungay 
1980) : 2. produção eficiente de açúca res; 3. não-diluição 
excessiva , para evi tar e ta pas de conce ntração: 4. recicla­
gem, para minimizar perdas : 5. reaprovei tamento de todos 
os componentes da biomassa (G ungay 1980); e 6. fennenta­
ção eficiente. A ce lulose pode se r faci lmente hidrolisada a 
mono e oligossacarideos, tanto por ácidos como por enzi­
mas. En'tre tan to , a estrutura cristalina altamente ordenada 
da ce lulose e a capa de lignina que envolve as fib ras de ce lu­
lose in n.lUra são obstácul os que dificultam o rendimento 
do processo. Da mesma fo nna , a hidrólise de amido in 
natura é difi cultada por material ce lul6sico. 

Bioq ldmico. Ph .D., Profc sso r-~djunto. Dc pt~ de Biologia Celu­
lar, Universidade de Brasí lia. C.P. 15308 1. 709 10 Brasl1ia , DF . 

2 A luno do Cu rso de Pós-graduação em Bio logia MoleculaI . Dcp t? 
de Bio logia Celular. Universidade de BnlSl1 ia. 

3 Al uno do Curso de Grad uação em Ciências Biológicas, Dcpt~ de 
Bio logia Celular. Universidade de BrasJ1ia . 

4 Bioq u(mico . Ph .D., Professor-adj unto. Dcpt~ de Biolog ia Celu­
lar, Uni versidade de Dr:lSI1ia . Endereço atual : Bioplanta, 13100 
Ca mpinas. SP. 

A hidr61ise áCIda de madeira é um prucesso já antigo; 
apesar de nao se r econôm.i co, várias nações, particulanne nte 
a Uni ão Soviéti ca, produze m ál cool e prote ínas utilizando 
tal tecnologia . A produ ção de furfurai s derivados das pento­
ses da hemi cel ul ose constitui um inconveniente . A hem.ice­
lulose é hidroli sada por ácid os mil vezes mais rapidamente 
que a celulose, e os açúcares produzidos a partir de ambos 
os substratos são também degradados a resinas , pol íme roS e 
furfu rais, exigindo, assim , condições de reações que garan­
tem um compromi sso entre hidr61ise e degradação, de for­
ma que a mistura final con tenha biomassa não convertida , 
produtos não desejados e açúcares fennentáveis. 

A remoção de hemi ce lulose, se m prejuízo da celulose , 
pode se r feita por tralamento da amostra com ácido diluí­
do, a 1700 C e tempos de reação menores que I hora . No 
entanto , a melhor prod ução de açúcares por hidrólise ácida 
de celu lose é semp re menor que 55% do rendimento teórico 
(Knappe rt et ai. 1980) . Obv.iamen te, o processo de rudrólise 
ácida de biomassa demanda melhori as ou substituição por 
uma tecnologia diferente e mais adequada . 

Hidr61ise enzimática ou biol6g1ca de substratos amilá­
ceos e celulósicos constitui um processo mais específico e, 
possivelmente, uma al ternativa adequada à hidrólise ácida . 
Entre tanto , substratos lignocelul6sicos e am.iláceos in 
natura sao consideravel mente resistentes à hidrólise enzimá­
ti ca. O grau de cristalinização, a es trutura capilar e o grau 
de polimerização da ce lulose e lignina associadas à hem.ice ­
Iulose são propriedades básicas destes subs tratos , que con­
tribuem para resistência à hidrólise enzimáti ca (Cowling 
'f975. Fan et ai . 1980, Tsao et al . 1978). Conseqüentemen­
te, uma conversão mais eficiente de polímeros celulósicos e 
amiláceos a aç úcares fennen táve is, por processos enzimáti­
cos, requer p ré- tratamentos físicos ou quím.icos, ou combi­
nações des tes (para revisão detalhada de pré-tratamento, ver 
Tanaka & Matsun o 1985). 

Poucos organismos sec rc tam níveis adeq uados de to­
dos os componentes do comple xo ce lulolítico, os quais são 
descrit os como se ndo enzima C 1 (exoglucana5e), que hidro­
lisa celulose com unidades de celobiose: enzi ma Cx (endo­
g1u canase) e celobiases (be ta-g1ucosidase) . Em preparações 
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enzimáti cas in natura . estes comp onentes hid rolisam cel u­
lose de fo rma sinergísti ca. com alta atividade sacari fi cante 
(Ogden & Tub b 1985) . Existem fungos cuja produção de 
celulases em tanques de fem1entação atinge n íve is elevad os. 
apesar de nem se mpre as proporções dos vários componen­
tes enzimáticos se rem adequad as ã hid rólise de celulose na­
tiva . Existe. no entanto , a possibilidade de constituir mi stu ­
ras de celul ases de vári as fo ntes . Os ac tinomi ce tos . clostri dia 
e sporocy taphaga destacam -se pelas mai ores atividades celu -
101 íticas (Bellamy 1979) . Celul ases de fun gos te nn oftlicos 
são funcionais em temperaturas superio res a 4QoC . o q ue 
significa mai o res velocidades de reação e meno r chance de 
contaminação. 

Amido solúvel é fac ilmente hidrolisado enzimatica­
mente. Ainda que poucos microo rgani smos sejam capazes de 
utilizar amido como úni ca fonte de carbon o. cepas com alta 
capaci dade amil olíti ca total (alfa-arnil ase , gl ucoarnil ase e 
enzim a desramiti cante) foram regi stradas (Ogden & T ub b 
1985). 

Repressão catabólica e inibiç50 po r excesso de produ­
tos constituem barreiras sign ifi cantes para a convers50 de 
biomassa em açúcares fe rmentáveis. O isolamento de mu­
tantes . juntan1e nte com a otimização das condições de 
cultura para produção de amil ases e celulases. pode contri ­
buir significantemente para o timização do processo de con­
ve rsão . Hibridização de cepas promi sso ras ir:i ce rtamente 
ocupar espaço importante no processo de p rodução de en­
z.imas. 

De fo rma resumida. a conversão de mate rial ligno­
ce lulósico e amiláceo a produtos assimiláveis. quer seja po r 
processos qu ími cos ou biológicos. requer ainda emp enh o na 
busca de tecnologias economicamente adequadas . A possibi · 
lidad e de utilizar biomassa como fon te de maté ria renovável 
para a p rodução de açúcares. proteín as e ál cool combustível 
é uma realidade cristal in a , principal me n te em países que 
di spõem de grandes áreas agricul táveis. A ade quação de 
técnicas e processos químicos e enzimáti cos são necessida­
des primárias. Ac redita·se que a busca de microorgan ismos 
conversores de biomassa e a seleção de cepas q ue se desta­
cam, bem como o me lh o ramento genét ico dos mesm os. po r 
fu são de protoplas tos e técnicas de engenharia gené tica. 
ocupam lugar de destaque den tro do con te x to ge ral. 

Final mente, trata r o assun to de uma forma complex a 
e de tinitiva requer uma revisão detalhada sob re a vasta in fo r· 
mação pe rtinen te dispon ível na li te ra tura (Gaden Jún io r e t al . 
1976 , Radovi dh 198 5, Tanaka & Matsuno 1985), o que não 
se pre ten de com a presen te comun icação . En tretan to, caso 
a abordagem venh a a contri buir para despertar o in te resse 
pela p rocura de maio res in fo rmações, o objetivo p rin cipal 
te rá sido atingi do . 

EXPERIMENTAL 

Mi croorgan ismos conversores de celulose fo ram isola· 
dos por pl aqueame n to sucessivo em meio sólido - ágar e 

sai s minerais (Araújo ot al . 1983). co ntendo I % de celu lose. 
a partir de amostras de madeira c folh as em dccomp osiç50 
cole tadas em v:í ri as regiões do pa ís. prin ci palme nte Fl o resta 
Amazônica (Manaus). e locai s com água quente . na Est;incia 
Hidromi neral de Ca ldas Novas. Subseqüe nteme nte . o c resc i· 
mento dos fun gos isolados. FBM (fungo bra nco de M:lI1aus) 
e FVM (fungo verde de Manaus). Humicola sI' . (iso lad o 
pel a Universidade Fede ral de Viçosa) . PiCIIOpOnlS sal/gl/i­
l/elIS ( isolado pelo Institut o Brasil eiro de Dese nvolvime nt o 
Flo restal) e Trichodem lO reesei (Mandcl s 1982) . em me io 
sól id o contendo an1ido e gli cose. foi estimad o me din do·se 
o di :ime tro de colônias indivi duai s após temp os dife rentes 
de crescimento . em tempe raturas dife rentes (Tabela I) . 

As capacidades des tes fungos uti liza rem amido . o u 
celulose. como úni ca fon te de ca rbono for:ll11 estimadas 
pelos diâmetros de colônias indivi duais. após c rescime nto 
po r 96 horas a 34 0 C. em meio sólido contendo 1% de 
an1ido (Tabela 2). ou I % de celu lose mi crocri s talina (Ta be . 
la 3). Pode-se obse rvar qu e . exce to o P. sal/guil/el/s. todos os 
outros fun gos apresentaram capacidades de p ropagação. 
tan to em amido co mo em ce lulose . próxi mas ou equival en­
te s à do T reesei. um fungo tenno flli co ce lul o líti co ampla­
mente desc rit o na lite ra tura (Mandeis 198 2) . 
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TABELA 2 . 

Fungo 

T. reesei 
Humicola sp . 

F.V .M. 
F.B.M. 
P. sanguineus 

F.B M F V M Hum.oo/" r. ",. • • p SM'I!/U'''''''' 

)<°e <.0 2.2 2.2 Ne >.2 
42°C _.5 >.' >.5 >.3 >.' 
"oe ' .0 >.' >.3 5.0 2.0 
" oe ' .0 <.2 3.1 ' .0 3.7 
42° C ' .0 <.' <.' Ne 2.9 

" oe ' .0 3.5 2.2 ' .0 3.5 
" oe ' .0 ' .7 5.0 ' .0 5.5 
42°C ' .0 ' .0 7.0 Ne <.5 

Crescimento (diãmetro da colônia, em) de vârios fun ­

gos ~m meio s61 ido contendo 1% de amido, após 96 h, 
. 34 C. 

Diâmetro da colônia 
(em ) 

8.0 
8.0 
7 ,0 
6.0 
2.5 



TABELA 3. Crescimento Idiâmetro da colônia, em) de vârios fun · 
gos em meio sblido contendo 1% de celulose, ap6s 
96 h . • 34°C. 

Fungo 

T. reesei 

Humico/a sp . 
F.V .M. 
F. B.M. 
P. sangu;neus 

Diâmetro da colôni a 
lem} 

5.5 
6.5 
7.0 
4.0 
1.5 

A análise das a tividades ce lulol íti cas to tais (FPA) e 
de (l.glucosid ase dos fun gos mencionados crescidos a 34OC, 
em meio l íquido cont endo ap enas sais min erais (Araújo 
e t al . 1983) e I % de celulose mi croc ri stalina, refo rça a indi­
cação das capacida des dos mesmos de conve rte r celu lose. 
Comparativamente ao fungo temlOf!1ico e ce lul ol ítico T. 
, eesei, a mai or capaci dade de sec reção de celu lases t01 ais 
do P. sa llgLlillcLls, ao co ntrári o dos demais, é revelada pela 
ati vid ade FPA ex trace lul ar (ativid ade FPA no me io de cul ­
tura) indi scutivelmente supe ri o r. 

J: oportun o re salt ar a alta estabilidade das celul ases 
no meio de cultura. Contrariamente . uma estimativa do 
" pool" de enzimas ati vas intrace lul ares (FPA intrace lular) 
indi ca uma baixa capacidade de armaze nagem de ce lulases 
para o P sallgLlincLls. porém al ta para os dema is, incl usive 
marcante para o fu ngo FBM (Tabela 4 ). No que se re fe re 
à capacidade de con ve rte r ce lobiose em glicose, todos os 
quatro fun gos consi derad os são superio res ao T. ,ccsei , co­
mo indi cad o pelas ati vidade s de (l -g1ucosida se detec tadas 
no meio de cultura contendo ce lul ose I % (Tabela 5). Res­
salta-se o P sangllillells co m uma taxa de sec reção 1.84 ve­
zes supe ri or à do T. ,eesei. Um a coleção de duas ce pas de 
bacté rias e quatro de ac tinomi ce tos ainda não classificados, 
isolados por plaqueamentos sucessivos, em meio sólido con­
tendo am ido e g1icose. foram capazes de c resce r em meio 

TABELA 4. Ativ idades celulollticas totais (FPA) (Ghose 1983) 

extracelulares e intracelul ares de vârios fungos, expres· 
sas em % em relação ao T. reese;, ap6s 140 horas de 
crescimento a 340 C, em meio liqu ido (AraC, jo et aI. 
1983) contendo 1% de êelulose. 

Fungo 

Trichoderma reesei 
Picnoporus sanguineus 

Humicola sp . 

F.V. M. 
F.B.M. 

Atividade celul of(tica total (FPA) 

1% em relação ao controle) 

Extracelul ar 

100 
1B7 

39 
47 

35 

Intracelular 

100 
9 

151 
177 
397 

65 

TABELA 5. At ividades de beta-glu cosidase fAraC,jo et a!. 19831 
extracelul ares de vârios fungos, expressas em % em re· 
lação ao T. ff!esei, ap6s 140 horas de crescimento a 
34 0 C, em meio Hqu ido (A raC, jo el ai. 19831 co nt endo 
1% de celul ose. 

Fungos 

Tnchoderma reesei 
P,cnoporus sanguineus 
Hum /cola sp . 

F.V.M. 
F.B.M. 

A tividade de tJ.-glucosi dase 
(% em rel ação ao controlei 

100 
1.4B4 

321 
355 
276 

Hquid o de sai s mine r"is (Araúj o e t al . 1983), contendo ape­
nas ce lulose ( I %) co mo fonte de ca rb ono. A capacidade de 
sec reção de enzim as ce lul ol ít icas to tais é co rroborada pelas 
ativi dades (FPA) detec tadas nos meios de culturas durante 
O cresciment o dos mi croorgani smos (Fig . 1). 
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FIG.1 . Ativid8des celulolftius totais (unid.d., de FPA) (Ghose 
1983) extracelulares de actinomicetol (1 , 2 , 3 e 4) e bacté­
rias (5 e 6) isoladas. após tempos diferentes de crescimento 
(2 a 9 dias) a 34°C , em meio liqu ido (Araújo et aI. 1983) 
contendo 1% de celulose. Uma unidade de FPA correspon­
de 8 1 mg de açúcar redutor produzido em 1 hora por 1 mQ 
de amostra de enz.ina. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Resultados iniciai s obtidos neste laboratório sobre 
isolamento e avaliação da capacidade de microo rganismos de 
converter substratos amil áceos e ce lulósicos reve lam a exis­
teneia , na natureza, de uma vasta gama de microorganismos 
com alto potencial para um possível aproveitamento em 
processos bi otecnológicos . ESludos mais profundos sobre 
condições de cultura , condiçõcs ótimas de produção/secre­
ção das celul ases e ami lases, pode rão con duzir a um sele cio­
namento mai s adequado. Trabalhos desta natureza estão 
sendo conduzidos neste laboratóri o . 
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SJÍIITESE E CLONAGEM DO d,;-cDNA CORRESPONDEJlITE 
A UM GENE ESPEaFICO 

Edgar Cllnh a Filho ' 

ABSTRACT . Th e fi rst stcp for th e in vitro synth csis af a ds·c DNA corresponcli ng to a specific ge ne is to cx trac t mR.NA s 
from th e cel ls Qr ti ssues whcre th e prote in coded by the ge ne is sy nth esized. The spccific mRNA for the gene isolated 
[ro m thi s hcte rogcncous mRNA po pulatio n is uscd as a tcmplarc fo r th e in vitro synthcsis af a co mpl cmenta.ry singlc. 
·stranded DNA (ss·c DNA ). Arte r the mRNA removal th e ss·cDNA is by its turn uscd 3!:1 a tc mpl ate fo r the in vitro 
synthcsis o r a second co mplementary DNA strand to form a double-st rand ed DNA (ds-c DNA). con t.u ning the coding 
regian af tll e ge ne. T he ds·cDNA is in sc rted inta a vector (pl asmid, bacteri o ph age a r viru s) and tra nsfcrrcd inta a suitable 
host (E. coli. in a ge ncraJ way ). Selccted transforma n ts 3re use d for the ds·cDNA am pli flcatio n and characterization. 
Should thc c\oned ds-c DNA be used for practiea l purposes. the strategy to go on with the researeh will depend on the 
o bje c tives to be reachcd, 

IJlITRODUÇÃO 

o progresso oco rrido. principalmente nos últimos 20 
anos. no can1po da biologia molecular , despertou o interesse 
de muitos pesquisadores para a perspec tiva de melhoramen­
to não tradicional de plantas através da utilização de técni­
cas de enge nharia genética . Muito esforço tem sido fei to . 
em todo o mundo. na tentativa de adicionar em plantas de 
valor econômico informação ge néti ca capaz de melhorar 
suas qualidades nutricionais. to rná-Ias mais produtivas. mais 
resistentes a doenças e pragas . mais efi cientes no processo 
de utilização do nitrogê nio atmosfé rico. ou mais tolerantes 
a condições ambientais adve rsas. Por outro lado. a transfor­
mação de bactéri as poderá se r utilizada. entre outros objeti ­
vos ligados à utilização de plantas , para síntese de substãn· 
cias de interesse industrial ou farmacológi co. para fermenta­
ção de celulose e hemice lulose em etanol. e para de compo· 
sição de resíduos tóxicos no solo, prove nientes da aplicação 
de pes ti cidas . Pode·se concluir . portanto. que a sínte se in 
vitro e a clonagem de ds·cDNAs correspondentes a genes 
que exe rçam papel-chave nes tes processos são de importãn­
cia fundamental para que tais objetivos possam se r alcança­
dos. 

Ge ralmente. O primeiro passo para a síntese in vitro 
do ds-cDNA correspondente a um gene específico li a ext ra· 
ção de mRNAs de cé lul as ou tecidos onde é si nte tizada a 
proteína que o gene codifica. Desta população heterogênea 
de mRNAs procura-se isolar o mRNA específico para o 
gene . para se r utiliz ado como modelo na s inte se in vitro 
de uma fita de DNA complementar (ss.çDNA). Após remo­
ção do mRNA. o ss·cDNA é utilizado como modelo para 
síntese. também in vitro . de outra fita de DNA complemen· 
tar. dando origem a um DNA de dupl a fita (ds.cDNA). con· 
tendo a região codifi cante do ge ne. O ds.çDNA é então li­
gado a um ve tor (plasmídeo . bacteriófago ou víru s) e tran s-
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ferido para um hospedeiro conveniente (ge ralmente E. coli). 
Os transforma ntes relacionados são util izados para amplifi ­
cação e caracterização do ds-cDNA. 

EXTRAÇÃO DE rnRNAs 

Os mRNAs podem Se r ex traídos de cé lul as integrais 
ou de frações celulares (pri ncipalmente citoplasma . cloro­
plastos e mitocôndrios). Os processos de ex tração são geral. 
mente adaptados a cada organismo ou te cido , e comp reen· 
dem: a lise das célul as at ravés de homogeneização. uso de 
detergentes ou enzimas líticas ; a desagregação de nucleo ­
prote ínas e desnaturação de proteínas. usando·se detergen­
tes e agentes quelantes. com determinado aquecimen to em 
caso de célul as in tegrais (ex tração de ácidos nucléicos to­
tais) ; a desproteinização. usando·se fenol. enzimas proteolí­
ticas ou soluções salinas conce ntradas; a remoção de outros 
mate riais contaminantes ; e a precipitação dos ácidos nuclé i­
cos. com etanol (pari sh 1972) . O principal problema . nos 
processos de ext ração . é evitar a degradação dos RNAs por 
ribonucleases que nom1almente existem nas células ou nos 
tecidos. Consegue-se isto usando-se reage ntes com elevado 
índice de pureza. pela este ril ização de vid raria e soluções. 
pela adição de desnaturantes proteicos c/ou proteinase K 
na solução ex tratora . c pela manipul ação cuidadosa a fim 
de se evitarem contaminações (Parish 1972) . A extração de 
cé lul as integrai s para o btenção de ácidos nucl~icos lotais 
(Cox 1968. Kirby 1968. Parish 1972. Benveniste et ai . 1973 . 
Ullri ch et ai. 1977) é uma al ternati va util izada principal ­
mente quando as células ou tecidos s50 ricos em ribonu­
d eases. que podem destruir os RNAs durante o processo de 
fracionan1en to cel ul ar. O fracionamento. quando possível . 
é vantajoso. pois a maior parte do DN A celular . contida no 
núcleo. bem como grande parte da proteína ce lular é elinu· 
nada logo de início. Além di sso . o fraCionamen to pennite o 
Isolamento de polissomos. c consequcntemen te daqueles 
mRNAs que estavam se nd o traduzidos no momento em que 
a ex tração foi real izada (Cox 1968. Anderson & Key 197 1. 
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Davies e t ai . 1972 . Wiegers & Hilz 19 71. Brawe nnan 1974 . 
Nienhuis et ai . 1974 . Pal miter 1974 . Schimke e t ai . 1974. 
Hilz et ai . 1975. Larki ns & Oavies 1975. High fie ld & Ellis 
1978. Sripati & Warne r 1978. Bedbrook e t ai . 1980) . Qu an· 
do necessária . a eliminação de DNA é fe it a com o emp rego 
de deoxi rri bonucJeases ou po r centrifugação em gradie nte 
de CsCI (Glisi m et ai . 1974) . Esta cen trifugação elimina 
também as proteínas. evi tan do a necessidade de usar ou tros 
mé todos de desproteinização. A elimi nação de polissacar í· 
deos . caso seja também necessária. é fei ta com base na solu · 
bili dade destes comp ostos em isopropan ol. ace tato de sódio 
ou m·cresol em solução de benzoato de sódio . enquant o os 
áci dos nucléicos se preci pitam . Outra alte m ativa se ri a a ut i­
lização de sol uções concentradas de fosfato de po tá.ss io em 
presença de 2-metoxietanol (Methil Cell osolve). de modo que 
OS polissacarideos se p recip item enquan to os ácid os nuclé icos 
pe nn anecem em solução (Pari sh 1972). 

A maioria dos mRNAs de eucari o tos possu i na extre ­
midade 3' uma ex tensão de poli (A) . contendo de 10 a 250 
nucJeotíde os . Em vi rtude di sto . estes mRNAs podem se r 
se parados de outros tipos de RNA po r c romatogra fi a de afi ­
nidade em poli (U)-sefarose . ou . mais comumente . em o ligo 
(dT )-celul ose (Aviv & Lode r 1972 . akazato & Ed mo nds 
1974). 

ISOLAMENTO 00 mRNA ESPEC(FICO 

Vários mé todos podem se r u tilizados _ Os mai s usados 
baseiam-se no fracioname nto dos mRNAs através de cent ri­
fugação em gradiente de sacarose (McConkey 1967) e ele ­
troforese em ge l de aga rose ou poliac rilamida (G rierson 
1982) . De modo ge ral , não se consegue . com estes mé todos. 
um a co mple ta purificação do mRN A específi co . mas um a 
fração enriqueci da com es te mRN A. 

O mé todo que pode propo rcionar maior purificação 
do mRNA espec ífico é o de imu noprecipitação de pol isso­
mos, util izando-se de an ticorp os específi cos contra a pro­
teín a co dificada pelo ge ne (Sch imke e t ai . 19 74) . En tre tan ­
to , a precip itação ge ral mente não OCO rre quando se usa 
imunoprecipitação dire ta (incubação dos anticorp os espe­
cífi cos com os polissomos). Ne ste caso . há necessidade de se 
fazer imunoprecipitação indireta , usando-se wn segundo 
anb corp o contra o primeiro (Shap iro e t ai . 1974 , Vodkim 
198 1), ou , al te rnativamente , usando-se pro teína A de 
Slaphy /ococcus aureus, que tem a propriedade de se com ­
plexar a IgGs (Tay lor 1979). Poste rio rmente . o mRNA é 
isolad o do complexo anti corpo-polissomo por ex traç ão . em 
presença de detergentes e fenol e por c romatografia em 
ollgo (dT)-celulose. Para utiliz ação do método imunológico . 
é necessário que se obtenha anti corpos purifi cados . livres de 
reações cruzadas (Palmite r et ai . 197 1, J urd 198 1) e isen tos 
de RNAse (palacios e t aI. 1972, Schimke et a I. 1974). O uso 
de anticorpos monocJ onai s poderá pe rmitir a obtenção de 

mRNA específi co com índi ce maio r ai nda de p urifi cação 
(Monoclonal ... 1984) . Po r razões de natureza técnica. o 
mé todo imun oló gico niio funciona em muitos casos. e po r 
isto O método da fraç:io enrique cida tem si do mai s utiliza· 
do . 

PURIFICAÇÃO DA PROTEINA 
CODIFICADA PELO GENE 

A carac te ri zação do mRNA espec ífi co é fei ta a través 
da p ro teína que ele trad uz. Al ém disso . tes tes imun ológicos 
pode rão vir a se r util izados na se leç:Io de recomb inan tes e 
ca rac te rização do ds-c DNA. Por isto . a p urificação d a p ro­
teína codifi cada pelo gene . ext raída das cé lul as o u dos tcci ­
dos ondc é si ntetizada. é de grande import ãn cia no p rocesso 
de s ín tese in vitro e cl o nagem do ds-c ONA co rrespo ndente 
a este gene , para se rvi r como te nno de comp aração para a 
proteína trad uzida pelo m RNA e como an t ígeno para 
obte nção de anticorpos. 

CARACTERIZAÇÃO DO rnRNA ESPECfFICO 

t fe ita at ravés de trad ução in vitro . usando-se alguns 
am inoác idos marcados e análise dos produtos da tradução 
(H ai I e t ai . 1978) . Pa ra mRN As de procario tos. o prin cipal 
mei o si nte tizador é a fração S-30 do ex tra to de E. coli (Mo­
doll el 197 1, Spe irs & G rierson 1978) . Par a eucariotos , os 
dois principais meios sinteLizado rcs são a fração S-30 do 
ex trato de ge nn e de trigo( Ro berts & Pa te rso n 19 73 . Marcu & 
Dudock 1974) e o sis tema de rivado do Iisad o de reti cul óci­
tos de coelho (Schimke e t ai . 1974 . Pelham & J ac kson 
1976 ). A manei ra mai s comum de anali sar os produto s da 
tradu ção é através de fracio namento das prote ín as em gel 
de poliac rilamida e de tecção das band as radi oa tivas por 
meio de aut o- radiogra fi a ou flu orografia . A prote ína tradu­
zi da pelo mRN A é identifi cada pela sua mo bilidade e pe lo 
scu peso molecul ar . comp arados aos de prote ín as-padrão 
( Bonner & Laskey 1974 . Laskey & Mil l 1975) . Podem-se 
util izar . também. tes tes imun ológicos. A pro teína trad uzi­
da pelo mRN A é imun opreci pitada do meio em que se rca­
lizou a tradução e aplicada ao gel de po liac rilarnid a prepa­
rado para análise dos pro dutos obtidos , se ndo sua mobili­
dade e peso molecular comparados aos das proteín as-padrão 
(Apel & Kl oppstech 1978) . 

Síntese do ss-cONA 

_ O mRNA específi co é utilizado como mo delo para 
a s llltesc 10 vllro de uma fita de ONA complementar 
(ss-c ONA). Esta s íntese é realizada pel a enzima transc ripta­
se reversa. ex tra ,da do vírus da mi elo bl as tosc aviária 
( Fig;, I ). A enzi m a exige a prcse nça de um in ic iado r (" pri­
mer ), e o maIS comumente usado é um oligo (dT) conten­
do 10 a 20 nucleot íde os , que se liga à ex ten são de poli (A) 
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FIG . 1. Srnt818 do ds-cONA a partir do mRNA espedfico. 

do mRNA (Baltimore 1970, Temin & Mizutani 1970 
Kacian e t aI. 1972. Ross et aI. 1972, Verma e t al. 1972, 
Efstratiadis e t al . 1975, Ka cian & Myers 1976, Maniati s 
et al . 1976a, Monaham et al. 1976, Buell et aI. 1978, 
Bedb rook e t a I. 1980 , Evans e t al . 1980, Retze l e t aI. 1980) . 
No caso exce pcional do mRNA não possuir a extensão 
poli (A), ela poderá ser sinte tizada na sua extremidade 3' 
pela enzima poli (A) polimerase de E. coli (Hell e t al . 1976, 
Emtage et aI. 1980). As condições ótimas para a síntese do 
ss-cONA podem variar de um caso para outro, devendo-se 
procurar aquelas condições que pennitam obter maior 
produção de ss-cONA de comprimento integral . 

Se for conhecida alguma seqüên cia nucl eotídica do 
mRN A espec ifico, ou alguma seqüência de aminoácidos 
da prote ina por ele traduzida, poder-se -á sinte tizar quimi -
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camente um inic iador especifi co. O uso deste iniciador per­
mitirá a sinte se de um ss·c ONA bem purifi cado . utilizando­
-sc de uma pop ul ação heterogênea de mRNAs (Chan e t al . 
1979) . 

Síntese do ds-cONA 

O mRNA usado como modelo para a s intese do 
ss-cONA é removido através de hidr6 1i se al calina , e o 
ss-cONA utilizado como modelo para a sintese do ds-eONA 
(Fig. I ). Não é necessári o ad icionar iniciador ao meio da 
reação , uma ve z q ue o ss-cONA possui um iniciador pr6-
prio . fo rm ado po r um a região au tocomplementar na extre­
midade 3', que fo rma um a alça se melhan te a um grampo de 
cabelo. Uma das enzi mas que pode se r utilizada para esta 
síntese é a ONA polime rase I de E. coli (Efstratiadis et al o 
1976, Higuchi e t al o 1976, Maniatis e t al o 1976a, Maniatis 
et alo 1976b). Esta enzima, e ntretant o, possui atividade 
exonucleolitica tanto no se ntido 5' - 3' quanto no 3' - 5' , 
e pode dar origem à fonnação de ds-eONAs anonnais, se as 
condições da reação não forem muito be m controladas 
(Wi cke ns 1978). Por is to, outras enzimas têm sido prefe ri­
das, como a T4 ONA polimerase (Williams & L1 0yd 1979)e 
o fragmen to de KJ enow, derivado de ONA polime rase I 
( Ro ugeon & Mach 1976 , Be dbrook et alo 1980), que têm 
atividade exonucleol iti ca apenas no se ntido 3' - 5'. Outra 
enzim a que pode se r util izada nesta sintese é a tran sc riptase 
reversa do virus da mieloblastose aviária , que não possui 
atividade exonucleol itica e é me nos exigente quanto ao 
controle das condições da reação (I.fonahan e t al o 1976, 
Rougeon & Mach 1976, 1977, McReynolds et alo 1977, 
Ullri ch et al o 1977). Qualquer que seja a enzima utilizada, 
o ds-cONA te rá uma extremidade fechada (onde existe a 
alça) e outra aberta . 

Em vez de hidr6 1i se alcal ina, pode-se usar hidró lise en­
zimática, com RNAse H, para remoção do mRNA (Perbal 
1984). Esta alternativa elimina a necessidade de clivagem da 
alça e remoção do segmento de ss-eONA (descrita no item 
seguinte), aumentando a probabilidade de se obter um 
ds-cONA de tamanho integral ou qu ase integral . 

Oivagem da alça e remoção do segmento de ss-eONA 

É necessária quando o mRNA é removido atravês de 
hidr6lise al calina . Tant o a clivage m da alça quanto a remo­
ção do segmento de ss-eONA são feitas em uma s6 digestão , 
usando-se a enz ima SI nucle ase de A spergi/lus orizae, que 
possui especifi cidade para ONA de uma fita (Shen k et al o 
1976, Mania ti s e t al o 1976). Após a diges tão , o ds-cONA 
se apresentará com as ex tremidades cegas (Fig . I ). 
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Isolamento das moléculas de ds-eDNA de comprimento in­
tegral 

o isolamento pode se r fei to por eletroforese em gel 
de poli ac ril amida (Efst r3ti adis et ai . 1976. Mani aus et aI. 
1976) ou por centri fugação em gra di ente de sacarose 
(Humphries et ai . 1977). usando-se, para a clonagem. os 
ds-cDNAs de maior peso molecular . Quando a conversão de 
ss-cDNA em ds-cDNA é e fi ciente. este isolamen to se tom a des­
necessário. O uso da enzi ma transc riptase reversa. qu e é muito 
efi ciente. el imina. ge ralmente. a necessidade des te isolame n­
to (McReynolds et ai . 1977, Kay et ai . 1980) . 

Ligação do ds-eDNA a um vetor 

Os ve tores usados são pl asmídeos. bacteriófagos ou 
vírus. A ligação do ds-cDNA com extremidades cegas a um 
ve tor possuindo também ex tremidades cegas é possive l 
(Cochet et aJ o 1979). mas as du as maneiras mais comuns de 
se faze r esta ligação são através do uso de adaptadores sin­
téti cos ou de extensões homopoliméri cas. 

Os adaptadores são oligômeros sinté ticos de um ou 
mai s siti as de restrição . para uma enzi ma que não c1ive o 
ds-cDNA, mas que seja capaz de c1ivar o ve tor (Roth stein 
et aJ o 1979). Os adaptadores. quando de ex tremidades ce­
gas, são ligados ao ds-eDNA pela enzima T4 DNA Iigase 
(Bolivar & Backman 1979) . Em reações separadas . o com­
plexo adaptador-ds-eDNA e o ve tor são c1 ivados pela enzi­
ma de restri ção . fo rm an do ex tremidades coesivas, através 
da s quais eles possanl se anelar (Hey neker et ai . 1976) . 
Após a c1ivage m do ve tor, é necessário utilizar a enzima fos ­
fatase alcalina na remoção do P da extremidade 5' , para evi· 
tar a auto-recombinação (Croy et aJ o 1982, Sippel et aJo 1978). 
A Fig. 2 apresenta um exemplo teórico do uso de adaptado-
res. 

O uso de extensões homopoliméricas é. teoricamente. 
exemplificado na Fig. 3. A enzima terminal deoxi nucleoti ­
dil transferase adiciona nucleot ídeos à ex tremidade 3" do 
ds-cDNA e do vetor linearizad o. Os nucl eotideos ad iciona­
dos ao ds-cDNA sendo complementares aos adicionados ao 
ve tor , a fo rmação de recombinantes ocorrerá se m necessi­
dade de catálise enzi máti ca (Jackson et ai . 1972. Lobban & 
Kai ser 1973). A enzima temlinal deoxinuclco tidil transfc­
rase é muito efi cie nte quando o DNA possui ex tensões de 
uma fi ta na ex tremidade 3' (Lobban & Kaiser 1973 Mania­
ti s et aJ o 1976). Quando a ex tremidade 3' é cega ou 'recolh i­
da. a cfi ciéncia da enzima poderá se r melhorada pela pre se n­
ça de cobalto (Roychoudhu ry e t aI. 1976) . usand o-se . pre­
ferenCIalmente. dC e dC para formação das ex tensões 
homopoliméricas. ou, quando isto não for conveniente 
adicionando-se dA ao ve tor, que possui maior quantidad~ 
de DN A, e dT ao ds-cDNA (Deng & Wu 198 1). A hibridiza­
ção entre poli (dC) e poli (dC) é mais estável que entre poli 
(dA) e paI! (dT). ASSIm, a ex tensão homopol imérica deve 

te r de 10 a 25 nucleotídcos. quando se uSanl poli (dC) c 
poli (dC) . e 20 a 40 nucleotídeos. quan do se uSam poli 
(dA) e poli (dT) (Deng & Wu 198 1) 

Transformação de E. co li com o ds-eDN A 

A cl onagem do ds-c DNA em um hospedd ro con­
veniente. para fi ns de amp li fi cação c caracte rizaç:io. fi sem­
pre necessá ri a. O hospedeiro mais comumente usado é E. 
coli. A transfo rm ação é feita incubando-se . com bacté ri as 
competen tes. o ve tor contendo o ds-e DNA. As cé lulas dc 
E. coli se torn am competentes para a aquisição de DNA es­
tranh o quando tratadas com solução de CaCI, (Mandei & 
Higa 1970 . Cohen et ai . 1972. Lede rbe rg & Cohell 1974). 
A e fi ciência da t ra nsfonnação. entretant o. é muito baixa 
( lO' a lO· transfo rm an tes por micrograma de DNA . sob a 
fo rm a de pl asmídeo linea rizado) . ou seja. um transformante 
por 10 7 a 108 moléc ul as de DNA. Daggert & Eh r1i ch ( 1979) 
conseguiram melh orar a efi ciencia do processo. aumen tand o 
o tempo de tratame nto das cé lul as com CaCI,. As cé lul as 
pode m se mant.er competentes por até 15 meses, se arm aze ­
nadas a _820 C em solução contend o gl ice rol (Morri son 
1979). 

Seleção de transformantes e caracterização do ds-eDNA 

Se o ds-cDNA c1onado é expresso no hospedei ro e co­
difi cado para um caráte r fenot ípi co selecionáve l. a seleção 
de transformantes será muito fac ilitada. Na maioria dos 
casos. entretant o. pelo menos um a destas condições não é 
satisfatóri a. e a seleção pode se torn ar bas tante trabal hosa. 
A escolh a dos métodos de seleção. entre os mu itos existen· 
teso dependerá da estratégia utili zada na transformação. 

Hibridização : Método de ampl a apli cação. desenvolvi­
do por C runstein & Hogness ( 197 5). e redesc rito por 
Crunstein & Walli s ( 1979). Após o processo de transfo rma ­
ção, as bactérias são espalh adas sobre filtr o de nitrocelulose , 
em fo rma de disco. colocado so bre pl aca-de-Petri contendo 
meio nutrit ivo . e incubadas a 370 C para multipli cação. De­
pois de obter-se uma répLica, as colônias são Iisad as em meio 
al calino e aquecidas a 800 C. para fi xação do DNA ao filtro . 
A hibridação é feita com um a sonda radioa ti va. Esta sonda 
pode ser o mRN A ou o ds-cDNA. marcados pelo processo 
conhecido como " ni ck transla ti on" (Ri gby e t aI. 1977) , o u 
um oligo nucl eo tídeo sinté ti co. As colônias co ntendo mate­
rial radi oa ti vo (prove ni entes de bac té rias transfornladas) são 
identifi cadas por auto-radiografi a ou Ou orografi a. 

In se rção inat ivad ora: Quando o ds-c DNA é inserido 
em uma regi ão do ve tor. cOllstitu ida por um marcador ge né­
ti co, a seleção é feita com base na perd a da carac terísti ca 
codificada pelo marcador. Entre os marcadores mai s utiliza­
dos estã" aqueles que codi fica m para resistên cia a deter-
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FIG . 2 . Inserção de um ds-cONA em um plasmldeo usando-ie adaptadores . 

minad os antibió ticos. co mo tetracic lina (Bo liva r ct aJ o 
1977) . d o ranfeni col (Chan g & Cohen 1978). coli cin a (So 
c t aI. 1975) , e o que codifi ca para a enzim a tl·ga lac tosid ase . 
cuja prescnça po de se r de tec tada através de tes te colo rimé· 
tri co (Bl atlner e t aI. 1977 ). 

An álises de tamanh o c peso mo lecul ar: Clo nes o blidos 
de cé lulas que passa ram pelo processo de tran sfo rmação são 
lisados c submetidos à e le lro fo rese . O Iratamcnto do gc l 
com bro me to de e t ídi o rcvelará as bandas de DNA. se nd o 
os ve to res dis tinguidos do DNA c rum osso mal po r aprese n· 
tarem Jll aio r mo bilidade . dcvido ao menor tamanh o (Barnes 
1977. Telfo rd e l aI. 1977 ). Po r o utro lado . o ve tor . isolado 
das bac té rias. pode Sc r cl ivado com enzi mas dc restri ção . A 

an ál ise do nume ro de fragmen tos e seus respec tivos pesos 
molecul ares. através de ele tro fo rese ou centri fugação em 
gradie nte de CsCI. pode rá indi car se o ve tor transpo rt a ou 
não o ds-cDNA (Chang & Cohen 1974 ). 

Métodos imun ológicos: Podem se r utilizados quando 
há exp ressão do ds-c DNA donado . is to é. quand o a proteí­
na (a nt íge no) po r e le codifi cada é pro duzida no hospedeiro . 
Num destes mé todos (Clarke e t aJ o 1979). as cavid ades de 
pl acas de pl ásti co para mi c ro titulação são revestidas com o 
ant ico rp o co ntra o an tígeno (lgG s se ligam fo rtemente a 
supe rf ícies pl ásti cas pe la região Fc. conse rvan do . po rtan to . 
a capacidade de fo rm ar compl exo com o ant íge no)_ Ex tra­
tos de clones de cél ulas. que passaram pelo p rocesso de 
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Iransronn ação . são ad icionados às cavidades. Se algum dos 
ex tratos contiver o ant íge no. ele se li gará ao an ticorp o. 
Ap s lavagem do material não-l igado. as cé lu las são ", cuba· 
das com O mesmo ant icorpo . po rém ma rcado com I ' 2 S . 

Onde houve r an l ige no. haverá rormação de um sanduíche 
(anllcorpo não marcado-an l íge no-.llIico rp o ma rcado). em 
que o anl ígeno é o recheio. Reco rl ando-se as cav idades. os 
sanduiche poderão se r ide ntifi cados a lravé s de con lage m 
de radloallvldade em cmtilad o r. 

Em ourro mélodo. dese nvolvido por Erll ch et a!. 
(1979). os rragrncnlO Fc das IgGs são remOVidos po r dlgcs-

lão Com pepsin a e c romalogra fi a de afi nidade. c os rragmcn­
lOS F (ab) 2' são covalenlemenl e ligados ao papel de di azo­
benz il oxime til -ce lulose. ESle papel é levemen te comp rirni ­
lIo co nlra colônias de bac lé rias lisadas (ver hibridização) e 
In cubadas com o anlico rp o Intac lo (q ue nã o leve o rrag. 
mento Fc removi do). ro rmando-se . o nde hou ve r o anlíge no . 
um sandu íche se melhante ao desc rit o no método anterior. 
In cubando-se o papel co m proteína A de Staphy/ococC/ls 
aureus. marcada com 11 25

. os sandu íches poderão Ser idcn· 
ufl cado>. postenOr1l1Cnle . por au to·radtografla . As co lónias 
transro rmadas 50 recupe,"das de ré plicas re lias prcvianlen­
le. 



Broome & Gilbert (1978) dese nvolve ram um mé todo 
no qual di scos plásticos são revestidos com os anllcorpos e 
leve mente comprimidos contra as colô ni as li s3das. Os 
discos silo então incubados com O anticorp o marcado com 
1' " e a presença de sandu íches de tectada por auto- radio­
grafia . Um método se melhan te , em que o disco plástico é 
substituido por papel ativado com CNB r, foi dese nvolvi do 
po r Clarke e t alo (1979) . 

Outro método , desc rito por Anderso n e t aI. ( 1979), 
consiste em lisar as colôni as de bactérias, dese nvolvidas so­
bre meio nut ri tivo em pl aca-de-Pet ri , e cobri-Ias com gel à 
base de ágar. conte ndo o antico rpo . As colônias contendo 
a pro teina codi fi cada pe lo ds-cDNA são identifi cadas pela 
form aç:lo de um ane l de prec ipi tação . A1 temativarnente, 
o an ticorpo pode se r adicionado ao meio nutritivo sob re o 
qual as colônias irão se fOI mar. 

Trad ução do mRNA libe rado da hibridização: O vetor 
contendo o ds-cDNA é ligado a um filtro de ni trocelulose e 
hibri dizado com o se u mRNA , purifi cado ou não . Depois da 
eliminação do mate rial não hibridizado , o mRNA hibridiza­
do é cl uido e trad uzi do in vitro . Os produtos d. tradução 
são analisados por processo eletroforético, e entre eles deve 
esta r a p roteína trad uzida pelo mRNA(Deryn ck et al o 1980 , 
Fo rdeetal. 198 1). 

T rad ução do mRNA hibridizado : O vetor conte ndo o 
ds-c DNA , linea rizado e desnatu rado , é hibridizado com o 
mRNA, purificado ou não . Os ácidos nucléicos recupe rados 
são colocados em um sistema para tradução in vitro , e entre 
os prod utos da trad ução não deve estar o do mRNA corres­
pondente ao ds-cDNA , uma vez que , em forma hlbrida , o 
mRN A não trad uz a síntese de proteina (paterson et al o 
1977), 

Mic roscopia ele t rônica: A hibridização do mRNA 
com o respectivo ds-c DNA provocará o deslocamento da 
fi ta de DNA idênti ca ao mRNA , dando origem à fo rmação 
de uma alça (R-Ioop), que pode ser visualizada através do 
mic roscópio ele trônico (Ros bash et al o 1979). 

Seqüenciame nto : A seqüência de nucleotídeos do 
ds-c DNA ( Maxan & Gi lbe rt 1977, Sange r e t al o 1977, Da­
vies 1982) ou do mRNA (D'A1essio 1982) pode ser compa­
rada à seqüência de aminoácidos da proteína codificada 
pelo ds-c DNA (Edman 1967, Nial l 1973). 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Após a seleção de transfomlantes e a carac terização 
do ds-c DNA neles contido, a es tratégia de ação para pros­
seguiment o da pesqui sa de penderá do obje tivo a se r alcança­
do. Se o obje ti vo for a produção em larga escala da protelna 
codi ficada, é necessário que haja expressão do ds-cDNA no 
hospedei ro . com síntese da proteína em níveis satisfa tó rios . 
Se isto não ocorre r, a pesquisa deverá SC r dirigida no se nodo 
de sol ucionar es tes problemas , Para outros objetivo , poder. 
ser necessá ri a a transferência do ds-cDNA , ligado ao me smo 
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ve tor ou a outro veto r conveniente , para outro hospedeiro. 
A transfo rmação de plant as es tá incluida neste caso. Um 
ponto que me rece ser me ncionado é que o ds-cDNA , isoto­
picamente marcado, pode se r uti lizado para isolame nto do 
gene dire tamen te do genoma. 

AG RADEOMENTOS 

O autor ag radece ao Df. Marco André Schwarzste in 
pela valiosa di scussão de alguns pon tos deste trabalho. 

REFER!NCIAS 

ANOERSON, O.; SHPIRO, L. & SKALKA , A.M. /n riru Imm uno-
3'\Say for tramlatlon produclS. Methods in Enzymology. 68 : 
428-36, 1979. 

ANOERSON , j ,M. & KEY , J.L. Th o e rreelS of dlethyl py rocarbanalc 
o n stability and a ClIVIC}' of plant pol yribosomes. Plan t Ph ysiol .. 
48 :801 -5 , 1971. 

APEL, K. & KLOPPSTECH, K. The pl asud membrane, o f barlcy 
(Hordeum \lu/gare) ; light-l nduced appearan cc ofmR.i'lA :OI . • n.g 
for lh e :lpop ro lcm of lh e lighl --harvcsling ch loropyll a/b 
protein. Eur. J. Biochem. , 85 :58 1.-8, 1978. 

A VI V, H. & LEO ER, P. Purifieallon of bio logJcaIJy acbve gJobrn 
mcs-.c ngc r R A by ch romatogr.lphy on ol.t.gothyrrudyhc aCld · 
-ccUul osc. Proc. Nad. Acad, Sei, U.S.A., 69 :1408-12 , 1972 . 

BAL TlMORE, O. VIra! RNA-depcndenl O A polymer3S< . NaNre, 
226 : 1209-11. 1970. 

BARNES. W.M. Pl:lsmid dc tcction and sizmg In slngle colony 
Iysa tes. Seicnee, 195 :393 -4 , t9 77. 

BEOBROOK, J.R. ; SMITIi , S.M . & ELUS , RJ . Molecular donrng 
and '\Cq ucnclng of cONA c ncodJ ng lhe precursor to lhe smalJ 
subumt of chloropl a.st ribuJose -I.5-blpho'phate carboX'y la.se. 
Na N re, 287 :692-7, 1980 . 

BENVEN ISlC, K.; WILCZE K, j , & STERN, R. Tran~ auon o f 
collagen mRNA fro m chlck embryo cal vana In 11 ~U-free 

S)'stcm dcnvcd from KrcblO 11 a.sci tc.s ceUs. anue, 246 303-5 . 
1973. 

BLAITNER, F.R.: WILLlAM S, B.C .: BLECHL , AE.: OENNI STON ­
-THOMPSON , K.; FABER, H.I:. .: F RLO C, LA,: C R 
WALO, O.J. ; KII:.FER , 0 .0 .; MOO RE, O_O.: SCH MM , j 11' .: 
SHFLDON , F.L, & S IlTHI ES, O , Charon phllj!es: safer 
dc nvallvcs o f b3C1cnOphatc l:1f11bda for DNA donulg. Sciencr. 
196 : 16 1-9, 1977. 

BOLlVAR, F. & BACKMAN, K. Ptasm lw of E,chuich'D coI. as 
donin~ ,'ceIOf>, Mc th ods in Enzymology, 68 'H5-6 7, 1979, 

SOLl VA R, F.; ROORI C F7 , R l. , C RU , I:. PJ , B~TL CH, 
M.C'.; HEYNLKER, H L , SOYER, H.II' . , C RO A, j H & 
F LKOW. S. ("onstrucu on a.nd mll.T3 tenuUon of n("\lo donl1\l 
Vchlcl clO. lI. A muJupurpoS(' clontng \") tem. Gene. 2 95 -113. 
1977 . 



74 

BONNE R, W.M. & LASKEY . R.A. A ftJm dc tccLlon nletJl od for 
tnllUm .. l3bcUed pro te lO s and nudelC 3Cld) 10 po lyacry lanllde 
go ls. Eur. 1. Biodlcm .. 46 :83-S . 1974. 

BRAWER~tAN . G. TI1C iso l3lion ofm essc ngc r RNA from mwnaJi3n 
« Ih . MetllOds in Enzymology. 30 :605 ·1 1. 19 74 . 

BROOM.E. S. & G ILB E RT . W. Imm unologlcaJ sc t"C (.· ning I1lcth od la 
de lect spcclfi c trans13 lio n producls . Proc. Natl. Acad. Sei. 
U.S.A.. 75 :1476·9 . 1978 . 

BUELL. G.N.; WILCKENS. M.P.; PAY VAR. F. & SCHIMK E. R.T. 
Sy nlhcsb af fui I Icngh t cDNAs fro m fo ur pa.rl1ally pun fi cd 
oviduel mRNA<. J . Biol. Oem. . 253 :147 1-S 1. 1978 . 

CHAN. SJ . : NOYES . B.E.; AGA RWA L. K.L. & ST EINE R. DF . 
Constructlon and "Ie!CCIlo n a f r(' combl nant pl as mld , con lJJ nlOg 
fui I Icngh l com plcmcnta.ry DNAs co rr('~pondJng lo r.lt InSullO) 
I ' nd 11. Proe. Nad. Acad. Sei. U.S.A .. 76 :5036-40 . 19 79 . 

CHANG. A.C.Y . &o COHEN . S.N. Con'lrucllon:llld charac lcnzallon 
af ampllfiablc multlcop)' DNA c10ntng \'chlclc .. dc m 'c d from 
the P 15A crypuc mlOlpl3.!>mld . J. Baclcriol . 134 : 114 l -56. 
1978. 

CHANG . A.C. Y. & CO li EN , S.N. G{" no nl {" co mlructlOn be tween 
bactcnaJ speCIt!S in viero; repil call on and c p res~ lo n oI' S/opll)" 
lococcus plasmld gcnes 10 Eschenchlo colt. Proc. Nau. Aead . 
Sei. U.S.A.. 71 : 1030-4 . 1974 . 

ClARKE. L. : HI TZEMA N, R. & CA RBON. J Sc k cllon ohpcelfi c 
clones from colonr banks by sc rcen lO~ wllh rJdIOJCII\'t' 
antibody. Methods in Enzymology. 68:4 36·4 2. 19 79 . 

COCHET. M.; PERRI N. F.; GANNO . F .. KR UST . A. 13< CHAM· 
BON. P. Oontng o f an al most fuJ l-I cnght chlcken conal bum ln 
doublc-~tra n d c d cONA . Nudeie Acids Res., 6 :2435-51 . 1979 . 

CO HEN. S.N.; CHANG. A.C.Y. & HSU . L. No nehromo,om,] 
ant iblo llC rcsislancc In bactcn a; ce nctt c trJnsfonnallon of 
Eschl'richio coli by R-factor ONA. Proc. Natl . Aead . Sei . U.S. 
A .• 69 :111 0-4 . 1972 . 

cox. R.A. lh e u)c of I! uan ldlnlum chl onde In lh e i ~o l a ll on o f 
nud cie 3Clds. Metll ods in Enzymology, 12B : 120·9, 1968. 

CROY . R. R.D.; LYCETI. G .W.; G ATE HOUSE . 1.A.; YARWOO D. 
J.N. & BD UlTER, O. Clontng and analy ~ ls of cONA,) cncodlng 
planl "torage protelO preeursors. Natun;, 295 :76-9. 1982. 

DAGGF RT. M. & FHRU CH. 5.0 . Prolongcd IO cubauon In cdlclum 
chl onde Improves lhe compe tence of t:schen cllla coll ce ll s. 
Gene. 6 :13-S . 1979 . 

O·ALESS IO. 1.M. RNA ;equenelng. ln : RI CKWOO D. D. & HAMtS. 
8.0 . Cel elect rophoresis of nudeie acidsi J pracllcal approJch. 
Eynsham , 1 RL Prc)). 198 2. p. 17 3-97. 

DAVIES. E. ; LARKINS . B.A. & KNIGHT . R.H. Poly n bo,omc, 
from pcas ; an improvcd mClh od for lh cH I!lolatton In lh e 
abscncc o f ribonuclcase inhibitors. Ptant Physiol.. 50 :58 1-4 . 
1972. 

OAVltS. R.W. DNA , eq uoneing. In : RICKWOO D. D. 13< HAM~S . 
B.O. Ccl cleecrophorcsis of nudeie acids; a praellcal approaeh. 
El' nsham. IRLPress .1 982 . p.167 · 72 . 

DENG, G. & WU. K. An l111p rove d procl' duJ(' for Utllt l. lI1 g Il'nnm aJ 
Iransfe ra -.c to add hOIllOpol)' Illl'I'"\ to lhe)' t('[lll llll 0 1 DNA . 
Nucleie AcicJs Rcs .. 9:41 73·8 8 . 198 1. 

DERYNCK. R.; CONTtN l . J. ; DE LFRCO . I·.; VOLC KAtRT. G.; 
TA VERNIER. 1. ; DI· VOS. R. 13< I· II: RS. W. h o lallo n and 
~ tru c l u rc of a hUlll an li roblast Inlerh.: ron ge ne. Nllrun:, 285 
54 2·7. 190 

l: OM AN. P. & BEGG, G . r\ pro lCIll ~e qu\.! n a t o r . Eur. J. Bioch em., I : 
0·9 1. 1967 . 

EFSTRATIADI S. A.; KAI· ATOS . I· .. ; MAXA M. A.M. 13< MA NIA · 
TIS. T. En zi mal lC in vilro \ )' n lh (' '' I ~ of globtn g(' n e~ . Cell , 7 : 
279·88 . 197 6. 

EFSTRATI ADI S. A.; MAN IATIS. T .; KAFilTOS. F .C. ; JH I· R ~ Y . 
,\ . & VO URNAKI S, J.N. Full Icng,h l and dJscre te par lla.! 
fl'VCI'"\C lr a ns c fl p t ~ of globln and chofl on mR NAS . CcU, 6 : 
367·78 . 19 75. 

EMTAGE. 1.S. ; TACON. W.C. A.; CATLl N. G .H.; J EN KI NS . B.; 
PORTER, A.G. & ARI:. Y, N.H. InOuenza anuge nlc 
dc tl'mllnant.s are c ... prc~:,cd from hal'm agglu tllll n gene cl oncd 
tnEscherichia coli Na tu rc.28J :17 1-4 . 1980 . 

ERLl CH. H.A.; COHEN. S.N. & MeDI· VIT r . H.O. Immunologle,] 
dClccllon and characte nza tton of products traml atcd from 
elo n<d DNA frag menlS.Methods in Enzymology. 68:4 43·53 , 
1979 . 

EVANS . I.M . ; CROY. R. R.D.; BROWN . P. & BO ULTER . D Sy n· 
thcsis of complementaI)' DNA~ 10 p3IllaUy purificd mRNA \ 
coding for lhe lo torage pro telns ofPisum satil'um ( L. L Biochem. 
Biophys. Ac t .. 6 10 :8 1·95. 1980 . 

FOR DE. B.G. ; KR EIS . M.; BAHRAMIAN. M.B. : MATIH EWS. J.A .; 
MIFUN . B.J .; TH OMPSON. R.D.; BAR TE LS . D. & FLAVELL. 
R.B. Molecul ar d ontng and anaJ y ~ l l! of cONA \cquences 
dCflvcd from poly A + RNA from barley cndospcrm : identifi ­
callon o f B horde In rel atcd clone.!>. Nudei c Acids Rcs .. 9 : 
6689· 70 7. 198 1. 

G Ll SIN , V.; C RKV ENJAKO V. R. & BY US . C. Rl bo nu clc le aeid 
l'\() lated by cac"lum chl ortdc cc ntflfugallOn . Biochemi stry, 
13:26 33·7 . 1974 . 

GRIERSO N. D. Ge l elcclroph oreSls o f RNA. In : RI C KWOOO . D. 
& HAM ES, 8 .0 . Gel elec lrophoresis af nudeie acid.s ;a practlcal 
approaeh. Ey nsham. I R L Pre". 1981. p . I·38. 

G RUNST EIN. M. 13< HOGNESS . D.S. Colo ny hybridl zallo n ; a 
rnclh od for the j\olatlon of cloncd DNA\ th at contain a 
spcci fte ge ne. Proc. Nad. Aead. Sei. U.S. A .. 72 :396 1·5 . 1975 . 

GR UNSTEIN. M. & WA LLl S. 1. Colo n)' hl' bndlzatio n . Mcthods in 
Enzymology. 68 :379·89. 1979. 

HALL. T.C.; MA . Y.; BUCI-IBI NDFR . B.U.; I'YN E. J.W .; S UN . S.M. 
& BLlSS , F.A. MC !lscnge r RNA for GI prolein of Frc nch-lx:an 
secds; ccll·frcc Iranslalio n and product characl(' rizallon . Proc, 
Na d . Aead. Sei. U.S.A .. 75 : 3196·100 . 1978. 

HELL. A.; YO UNG . B.D. 13< BIR NIE. G.D. Syndlc<i, o f ONA, 
complementaI)' to hum an nbmomal RN As pOlyadcny lalCd 
in vilro Biochem. Biophys. AcU, 442 :37 -49 , 1976. 



IItY NI· KI· R, I·I.L. ; III NE, J .; GOOOMAN, H.M.; BOY ER , H.IV .; 
ROSI' MBrRt " L ; OIC KtR ON , R.I:. ; NARANG, S.A.; 
ITAK RA, K.; L1N, S. & RI GGS , A.O. Syn the ll e lac opcnHor 
DNA I ' lunctlollJl in vivo. Narure, 163 :748·52. 1976. 

III C HI-t l:LO. P.I ', & I.'. LLlS . R.J . SyntJ\c\l'~ ~lIId lran "port af lh e 
~ma.ll ",ubunll af dllorop lJ) t nbul o\C blpho\ph atc carboxy lasc. 
Nature, 271 :420-4, 1978 . 

III GUClll. R.; rAOOOCK, C .V.; IVALL, R. & SA LSER , W. A 
!;,." nl' r.J I ml'lhod for donlOg eukaryollc\ tru ctural ge ne scqucnccl;. 
Pro<. Natl, Ae.d. Sei, U.S,A., 73 :3146-50, 1976. 

HI LZ, H. ; IVIEGERS, U. & AOAM IETZ , I' . Stl O1ulall Ol1 of pro telO""e 
K aCHon by dcnalunng agcnL" ; appl ica tlon lO Lh e isolauon a f 
nudt.:lc aCld , .. nll lhe dcgradalion a f "m~kcd protcins". Eu r. 
J . Biodlem. , 56 : 103-8 , 1975. 

HUMPHRII, S, P.; COCII ET, M.; KR UST, A. ; GE RLlNCER, r .; 
KO URIL KY , P. & C HAMBON , r . MolecullI don ing o f 
CKtCm. IVC scqucncc\ a f lh e in vitro ... y nlhcsilCd chickc n 
ov:uhumm ~ tru c lural gene . Nudcic Acids Rcs .. 4 :2389406, 
1977 . 

JA CKSON , O.A.; SYMONS, R.II. & BrRC , r . Blochcmic.1 O1 e thod 
for In\c rllng ncw gc nCllC IOfOmlJlion into DNA a f !l lInlan viru ' 
40 : Circubr V40 DNA malceu/c" containmg lam bda phage 
ge ne .. anO gal ac t o~e ope ron of Escherichia coli. Proc. NatJ. 
Ae.d. Sci, U.S ,A" 69 :2904 -9, 1972 . 

JURO, R.O. Immunoelcc tropho re, is . In : HAMtS , B.O. & RIC K­
WOOO. O. Gcl clcctrophoresis of protcins; a prac licaJ approach. 
l:.y n~lam , I RL Pre», 198 1. p .22948. 

KI\ CIAN . D.L. & MYI· RS. J.C. SynUlcsl'; o f ~x t t!m:iv('. po\sibly 
comple te. DN I\ CO pieS of pa l ioviru ~ RNA in hig.h yie ld .. and 
ai 11Ig.h ~pcc lfi c activllics . Proc. Natl. Acad. Sei. U.S.A .. 73 : 
2191 -5 ,1976. 

KACIAN, O.L. ; SPIECELMAN , S.; BANK , A .; TERAOA , M.; 
METAFORA , S.; DOIV , L. & MARKS, P.A. In vitro syntllesis 
of DNA co mponcn t .. o f human genes for globi ns. Nature New 
Biol" 235 : 167-9, 1972 . 

KAY, R.M .; HARRI S, R.; PATI ENT, R.K. & WILLlAMS , L G. Mo ­
lecutar c10ning o f cDNA .. t.: qucnccs codi ng for the major 
~and·lJ.gJobln polypeptidc~ of ad ult Xellopus /aevis. Nudeic 
Acids Rcs" 8 :269 1-7 07 , 1980. 

K II~DY , K.5. b o lation of nu clcic acids wilh pht.:nolic solvents . 
Mcthods in Enzymology, 12B :87-99, 1968. 

LARKIN5. B.A. & DAVIES . f' . I)olyribosomcs from pcas. 1)lant 
Physiol" 55 :749-56 , 1975 . 

LASKEY, R.A. & MI LLS, A ,O. Quan t ita tl vc Iilm dctcction of ' B 
:.md 14 C in polyacrylamidc gcls by Il uorography. Eur. J. 
Biochcm" 56 :335-4 1, 1975 . 

LEOERBERG , E,M. & CO HEN , S.N. TrJnsfo rmation of Salmo · 
Il ella Iyphimurillm by pla .;mid dcoxyribonuclcic acid . J. 
B3etc ,;01" 119: 1072-74, 1974 , 

LOBBAN. P.E. & KAISER , A.O. Enzymatic end-to..:nd jOl ning of 
ONA mo lecul«. J. MoI. Biol., 78 :453 -7 1, 1973. 

75 

MA NOEL, M. & III C A, A. Calc lum-dependent bactenophagc DNA 
Infccuon. J , MoI. Bio!" 53 : 159-62, 1970 . 

MA NIATIS, T .; FrSTRA1 IAOIS, A.; KEE, S .G. & KAFATOS, 
I·.C. In vitro ",y nth csls and mole cular c10nlng of euka.ry o tl c 
, t ructural gene'. In : NIE RLl CH , O.P.; RUTTER , WJ . & FOX, 
C.F. Molecular mechanism in the control of gene expression. 
ICN-UC LA Sym po". on Molecular and Ccll Blology, 1976 • . 
vol. 5, p .5 13-33. 

MANIATIS, T.: KEE, S.G .; U 'ST RATIAO IS, A. & KAFATOS , F .C. 
Ampllfica uon and characterizallan a f a J3-&1obln ge ne sy nth e­
StZed in vitro. Ccll , 8 : 163 -8 2, 1976b. 

MARCU, K. & OUDOC K, B. O, ar.etcnzati on of a hlghly em elent 
prate ln !lo)' n lhe~iz1ng "Y .. tcm derivcd fram comme rclaJ whcat 
geml. Nucleic Aeida Rcs., 1: 1385-97, 1974 , 

MAXAM , A.M . & C I LBERT, W. A ne\V me thod fo r scquenClng 
ONA. Proe. Natl. Acad. Se i_ U.S.A., 74 :560-4, 19 77. 

McCO NKEY . E. H. TIl e rractionation of RNA5 by sucrosc gradicn t 
ce ntrifuga tio n. Methoda in Enzymology, 12A :620-34, 1967 . 

MeRtYNOLOS, L.A.; MONAHAN , J.J .; BENOURE, O.IV .; WOO , 
S. L.e. ; PAOOOC K, C,V ,; SALSER, W.; OORSON , L ; MOSES, 
R..E . & O·MALLEY . B.W. The ovalbumin gene: inscrtion af 
avaJbumin ge ne sequenccs in chimcric bacteriaJ pl asmids. J. 
Biol. Dlcm., 252 : 1840-3, 1977 . 

MODOLELL, J. TI1C 5·30 .. y ~tcm from Escherichia co/i. In: LAST, 
J.A. & LASK IN, A.1. Mcthods in molecular biology. s .l .. s.cd .. 
1971. vol. I. p. I-65 , 

MONAHAN, J.J .; Mc REYNOLOS, LA & O'MALLEY, B.W. The 
o valbumm ge ne; in vitro cnzymatlc synthesis and charactcriza' 
tion. J _ Biol. Dlem., 251 :7355-62,1976 . 

MONOCLONAL antibodics; technical opportunitics. f'ort Lee. 
Tcchnical ln, igllls, 1984. 243p. 

MORRl50N . D.A. Tran sfomlation and preservatio n af compete nt 
bacterial ce ll s by frcezing . Methods in Enzy mology, 68 :326-3 1, 
1979 . 

NAKAZATO, H. & EOMONOS. M. Purifieation of messcngcr RNA 
and hcte roge neous nuclear RNA con taining poly (A) scquencc'i. 
Methods in Enzymology _ 29 :431-43,1974 . 

NIALL. H.D. Automatcd Edman deg.radation; lh e protein scquenato r. 
Mcthods in Enzy mology , 27 :942-1010 , 1973. 

NIEN HUIS, A.IV,; FALVEY, A.K . & ANOERSON, W.F . PreplIation 
of globin messc ngcr RNA. Methods in Enzy mology, 30 :621 -30 , 
1974. 

PALAOOS, R.; PALMI TER, R.O. & SCHIMKE, R.T. ldentifica tio n 
and isolalio n of ovalbumin-synthcsizing polysamcs. J. Biol. 
Dlcm_, 247 :23 16-2 1. 1972 . 

PALMITER. R.D. Magnesium prccipitation af ribonucleoprolcin 
camplcxcs; expedicntlechniqucs for tJl e isola t i~n of un.degraded 
polysomes and mcsscnge r ribonuc1cic acid . Blochernlstry. 13 : 
3606-15, 1974. 



76 

PALMIT ER. R.O.; OKA . T. 8< SCHI MK E. R.T. Modulallo n of 
ovaJbumin synthcsis by c su adiol- 17(3 and actmomycln O a~ 
stud lcd in cxplants of chick o\'iducl In culturc . J. Sio!. Ch~m .. 
246 :724-3 7.1971. 

PAR ISH. J.H. Principies an d practicc af expcriments wilh nudeie 
acids. London. Longman . 1972 . 5 11p. 

PATE RSON. B. M.; ROBE RTS. B.E. 8< KUFF . E.L. Strue tur31 se ne 
id cnufication and mappmg by DN A . mRNA hybrid-arrested 
cc ll -frcc transbtio n. Proc. Natl. Acad. Sei. U.S.A .. 74 :43 70-4 , 
1977. 

PELH AM. H.R. B. 8< lACKSON. RJ . An crrtm nt mRNA -<kpcndent 
transJat ion S)'stcm from reticuJocytc:.· ly :, atcs. Eur. J. Biocheru . . 
67 :247-56. 1976 . 

PERBAL. B. A practicaJ guide to molecul ar cloning. Ncw York . J. 
Wil c)' . 1984 . 554p . 

RETZEL. E.F.; CO LL ET. M.S. 8< FARAS . AJ . Enzyma llc sy nu,cSl> 
af dcoxy ribonuclcic acid by lh e avian rctrovirus Teve .... " Ir3n ~ ­

criptasc in vi tro: optimum conditions rcquircd for tramcnptlon 
a f taISC ribonuclcic acid tcmpl alclf. Biodlerni stry, 19 :5 13-8 , 
1980. 

RJ C BY , P.IV.l . ; OIECKM ANN . M.; RHOOES. C. 8< BERC . P. 
Labelling deo ~:y ribonurle i c aeid 10 tllgh spcci fi e 3c lIVHy in 
vitro by nick Iranslatlon with DN A poly merasc 1. J. M~ee. 
Biol" 113 :231-5 1. 1977 . 

ROBERTS. B.E. 8< PATERSON. B.M. EffiClC nt tran,la tio n o f 
tobaeco mosaic virus RNA and rabbit g, lobin 9S RNA in :} ceU­
-free sy'\tem from comm crcial whcat gc rm . Proc_ NatJ . Acad . 
Sei. U.S.A.. 70: 2330-4 . 1973 . 

ROSBASH . M.; BLA NK. O.; FAHRNER . K.; HEREFO RO . L; 
RICCIAROI. R.; RO BERTS. B.: RUBY. 5 . 8< WOO LFORO. 1. 
R-Iooping and I; lruclUral gene identlfication of recombinanl 
ONA. Methods in Enzymology. 68 :4 54-69 . 1979 . 

ROSS, 1. ; AVIV. li .; SCO LNICK. E. 8< LEOE R. P. ln vi tro .)' nthc", 
of DNA co mplemen tary to purified rabbit g,lobin mRNA . Proc. 
Na U. Aead. Sei. U.S.A., 69 :2 64-S . 1972 . 

ROTH STEIN. RJ. ; LAU. L.F .; BAHL. c.P.; NARANC. S.A. 8< 
WU, R. Syn lhcuc adaptors for clonJng DN A. Me tJlOds in 
Enzymology, 68 :9 8-109 . 1979 . 

ROUGEON, F. & MACH . B. Stcpwisc bio'\y nthco;;i\ in vi lro of globl n 
geneli from globin mRNA polymcra,\e of aVlan myclobla$lo\l\ 
v'ru ,. Proe. Na u . And. Sei . U.S .A" 73 :341 8·22. 1976 . 

RO UC FON , F. 8< MACH, B. Clonmg and amplifi catlon of ra bbll 
a . and -11-gJobin gene sequences in to Escherichio coli pla~mlds . 
l . Biol. Olem.. 252 :2209- 17. 1977 . 

ROYCHOUOH U RY . R.; lAV . E. 8< WU. R. Tcm,inallabdmg and 
addilion of homopolymcr tracts to duplcx DNA fragmenh by 
terminaJ dcoxy nuclcotidyl Iransfcra\c . N uclcic Aeids Rcs. , 3: 
101 -16 . 1976. 

SANC ER, F.;. NICKLEN. S. 8< CO ULSON . A.R. ONA ,eq ucnCl ng 
wlth chaJn-lcml mallng IOhjbl!o r~. Proc. Na tJ . Acad. Sei. U.S.A .. 
74 :5463-7. 1977. 

SCHIMK E. R.T.; PALACIOS . R.; SU LLlVAN . O.; KIELY . M.L.; 
GONZALEZ, C. & TAYLOR , J.M . Immunoad l;orptlon of 
oVàlburnin syn th c;; lzln!: polysonl cS and pa.rtiaJ pUrlfiCallOn o f 
ovalbumin Illcs.;c nge r RNA . Mc lhods in Enzymology, 30 : 
63 1-4 9. 1974 . 

S HAPI RO. OJ .: TAYLOR . LM .; MeKN IC HT . C .S.; PALACIOS. R.: 
CONZA LEZ . c.; KIELY . M.L. 8< SCHI MK E. R.T . I' o lat io n of 
hcn oVlduel ovalbul11lO and fJI I1vcr poly\omc\ b)' indirect 
immun op rc- clpilallon. J. Sio!. Olem., 249 :3665·7 1. 1974 . 

SHENK . T. E.; RHOO ES . C'.; RIC BY . P.IV .L 8< UE RC . I' . Bioehellll eal 
mcthod for mappmg mutalional allC ral10ns in DNA with S I 
nuclrasc; lhe loca tion of dclellOn\ 3nd Icmpcr.ll urc-'\ ..: n\ ltivc 
mutallons in "Imlan Vlrus 40 . Proc. Nau. Acad. Sei. U.S .A .. 
72 :989-93 . 1975 . 

SIPPEL. A.E.; LANO . H.; L1NOEN MA IER. W.; NCUYEN -I'IU U. 
M.C. ; IVURTZ. T .; T IMM IS. K.N.; C IESECKE. K. 8< SCH UTZ. 
G. Ooning of cllIch n ly!\ozy mc litru ctural ge ne .;cqucncc.; 
~y nth csiz('d in vitro. N ucJcic Acids Rcs., 5 :327 5-92, 1978 . 

50. M.; C ILL, R. 8< FA LKOIV. S. Th c gc ncra t ion of CoIEI -Apr 
cJo ning vchlclc \Vlch all o\\'<; dctcctlon of In <;crtcd DNA. MoI. 
Ce n. Cene! .. 142 : 239-42. 197 5. 

SPEI RS. J. & GRIERSON , D . 1\01311 0n and chara clcri zatlon of 
J4 $· RNA from 'pinach chloropl:t \h . Bioc.him. Biophys. Acta, 
52 1:619-33 . 1978. 

SRIP ATI, C.E. & WA RNER, 1.E. 1\0 13110 11 , CharJCICnzatl on an li 
lran'\lation of mR NA from Yl'J\ I . Mcth . Cell Biol. , 20 :6 1·8 1. 
1978 . 

TAYLOR. J.M. Th c I\o lation of cukary olle mC~"icngc r RNA. Ann. 
Rev. Biochem .. 48 :68 1-7 I 7. 1979. 

T ELFORO. 1. ; BOSE LEY. P.; S liA rFN~ R . W. 8< BI RNSTIEL . M. 
Novel ~c rc c ninb proccduR' for recomblnanl pla~nlld ~. Scicnce, 
195 :39 1-3. 1977 . 

TEMIN. H.M. 8< MIZUTAN I. S. RNA-<kpcndcnt ONA pol)' mcrasc 
In virions of ROll\ 'a rcoma virU \. Na tu rc, 226 : 1211·3 . 1970. 

ULL RI CH. A.; SHIN~ . 1. ; CHIRC WIN. L . I'I CTET. R .; nSCH~R . 
1: .: RUTIER. W.1. & GOODMA N. II .M . Rat In\ulln ge nc\; 
l'o ~l '; lrU C tlOn of p la\m ld ~ Co nt aln lll~ th l' cadln!,! \l' qll l' n cc~. 
SClCnce. 196 : 13 13-9. 19JJ . 

VER MA. UI. ; T ~ .\II'L1 ·. C .I·.; FAN . H. 8< UALTIM O RI· . O. In 
vi tro \y nlh (,\ I\ 01 DNA complcllll' ntJry to rabbll n: llcul ocY IC 
lOS RNA . Naru", Ne", Biol .. 235 : 163 .7 . 1972 . 

VOOKIN . L.O. I\olallon and characlenza llon of mc\\c nger RNA !\ 
for \~t:d Iec lln anel KUnll l Iry p' ln IIIhlbll or In 'oy bca n, . Planl 
1~'Y Slo l .. 68 :76 6-7 1. 198 1. 

WIC K ~NS . M.P.: Il UI· LL. C .N. 8< SCI·IIMK I· . R.T . Syn thc", 01' 
doublc'\ lrJnded DNA eompl cl11 l·n l.lry lO ly'ozy mc .ovomucOId . 
and ovalbu nllll IllR N A\ . J. Biol. Olcm .. 253 :2483-95. 1978 . 

WI l:.G I· RS, U. & HI LZ. I-I . R:JPld l\o 11l1l0 11 of undergr:Jd cd poly'onlaJ 
RNI\ Wllh ollt ph cnol. FE BS Lelt .. 23 :77-8 2. 1972 . 

WI LLl AMS. J.G. & LLOYD . M .M , Change\ 111 lhe ab und:mcc 01 
PO I Yalkny l a l ~ d RNA dunng , I 11 I H.' 1lI 0uld dcvdoplllcnl 
llle:J\un:d u' lIlg doncel molecul ar h)'bndl zallon probe, J 
Moi. Biol., 129 : 19-35. 1979 . . . 



77 

THE USE OF Ti-PLASMlDS IN PLANT GENETlC ENGINEERlNG 

Ell gC II S. G,mdc,' 

Al3 STRACT - This revlcw dcal s cxclu sivcly wirh lhe history. lhe charactc rization and the use ar the mo st im po rtant af the 
kn o wn pJant vec to rs, the Ti-plasmjd s af Ag robtlc te riu11I tllmefaciens whi ch induce tumors in dicory ledo no us plants. 

INTRODUCTION 

One of the goals of ge netic manipuJ ati on is the 
isolation of a specifi c DNA segme nt , its characterization 
and its subsequent introd uction into a new geneti c environ­
ment where tJle traits specified by tlle o riginal DNA segme nt 
should be propaga ted in a Mcnde lian manne, and shouJd be 
exp resse d o rderl y in time and in space. 

ConsequentJy, plant recombinant DNA technology 
focusses on the following tJHee mai n topics: 

I. lhe isolati on and characte rizalion of desirable, 
de fin ed genes, e.g. genes tJl at confer resistan ce to biological 
or physiological stresses, o r ge nes tllat are responsible for 
superior nutritional properties in plants of economi c 
interest ~ 

2. tJl e sea rch of vec tor sys tems tllat can carry tJl e 
ge nes of interest and tJlat guaran tee tlle genes integration 
and expression in a host genome ; and 

3. tlle regeneration , from transformed plant cell s, of 
entire plants which transmit tJle newly acquired traits in a 
Mendeli an manner. 

HISTORY 

The interest in pl asmids of Agrobaclerium did not 
arise because of tJleir potential as vec tor.; for gene transfer, 
but o rigin ated in the research of Jense n (1910), and Smitll 
et ai . (1911) who studied animal tumors and plant pathology 
respectively . Jensen . in parti cular, was deeply interested in 
cance r. By 19 10 cance rS were known fram ali ty pes of 
ve rteb rates ; he proposed a survey for similar phenomena in 
plants, arguing tllat si nce plan ts seemed to be less complex 
tllan animais, faster and more fundamental insight into tJle 
problems of neoplastic growtJl could be gained by investiga­
ting plant tumors (Jensen 1910). 

Since 1913 "spontaneously" occurring tumors in red 
beets had been kn own; by transplanting tllese tumors to 
sugar beets (which gave him a color marke r), Jense n showed 
tllat tlle resulting tumors were entirely de rive d from tlle 
transplanted ceUs and shouJd be propaga ted se rialJy in tlle 
same manner as tlle animal carcinomas. In 19 18 he 
demonstrated tllat tlle tumors, which he initially believed 
to be "spontaneous", were witllout any doubt caused by 
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Baclerium lumefaciens. nowadays Agrobaclerium tumefa­
ciens. the gram-nega ti ve crown gal l bacterium . In addition, 
he fo und tJl a t tJle bacteria tllemse lves couJd never be 
isolate d from tlle tumor cells, and concl uded tllat tlle plant 
cell s became alte red tllrough some bac terial agent which 
cause d tJl em to proliferate in a non-orderly manner. 

Witll tJle development of tissue culture techniques 
it became possible to demonstrate tll at Crown galJ tumor 
ce ll s grow continuously in simple cuJture media and tllat do 
not alJow tlle growtll of normal plant cells. Since , obviously, 
tlle pl ant cell s had been transformed by sometlling which 
had to do witll Agrobacterium, and since in no case were 
bacte ri a found in steriJe secondary tumors, it was concluded 
tllat tlle bac teria transmitted some factor to tlle ceUs which 
was responsible for tlle neoplastic transfo rmation . At tlle 
time , this hypotlle tical fa ctor was called " tumor-inducing­
-principie" o r TIP (B raun 1947). 

nle key obse rv ation which uJtimately led to tlle 
identification of tlle TIP was onJy made by Hamilton & 
Fali (197 1). who found tllat ce rtai n crown galJ bacteria 
lose thw ability for tumor-i ndu ction when grown at 36°C. 
At about tlle same time, fu rtller in sight into tlle crown 
gall problem was gained by groups tJlat aske d tlle somewhat 
pragmatic question of whetller tlle tumo r-inducing bacteria 
drew any benefit from tlle tumor.; tlley induced , and 
consequen tly studied tlle biological and physiological 
characteristics of tlle crown galJ bac teria. In tlle pursuit of 
tllis research, it soon became evident tll at crown gall ceUs 
exhibit biochemical changes. mainJy witll respect to tlle 
argin ine metabolism when compared witll untransformed 
ce ll s. Furthermore, it became clear tll at tllese changes were 
not related witll tlle host plant , but were dependent on tlle 
particular bacterial strain used to induce tlle tumors . These 
observalion s confirmed and extended by Smitll et ai. ( 19 11 ) 
showed thal differentcrown galJ bacteriaslrains had different 
host ranges and caused morphologicalJy different tumor.; in 
tlle same host plan!. More refined biochemi cal and genetic 
analyses of tlle physiology and biology of crown galJ ce lls 
and of tlle bacleria tllat caused tllem reveale d tlle finer 
poin ts of tlle interaction betwecn tlle two systems, which 
can be summarized as follows : 

I . tlle tumor ce Us show biochemical characteristics 
tllat are determined by the Agrobaclerium strain tllat 
caused tllem and not by tlle original host ceUs; 

2. tlle tumor ceUs syntllesize unusual amino acids, 
calJed "opines", tllat can be used by Agrobaclerium as 
sole energy , nitrogen and carbon sources . 
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The fact that these biochemical changes in the tumor 
cells are perpetuated in subsequent cell generationssuggested 
that the TIP is most probably a nucleic acid, most likely a 
DNA. Since basicaUy three types of DNAs can be found in 
any bacteria, i.e ., chromosomal DNA, prophage DNA and 
plasmid DNA, various groups sought to elucidate the role 
of these DNA types in tumor formation . TIle clear-cut 
demonstration that plasmid DNA was responsible for 
tumor formation carne when Zaenen et ai . (1974) showed 
that virulent Agrobacrerium strains ali contained a speci al 
type of large pl asmids that is not found in non·tumorigenic 
strains. On the basis of Hamilton & FalJ (1971) report 
that two Agrobacrerium strains lost their tumorigenic 
properties when incubated at high temperatures and the 
demonstration that the incubation at high temperature 
resulted in the loss of the large plasmids, it was concluded 
that these structures were absolutely necessary for tumor 
formation and , therefore , Ihese plasmids were calJed "Ti · 
-pl asmids" for tumor-inducing plasmids. 

TIle subsequent observations that the genes re sponsi­
ble for opine sy nthesis in the transformed ce lls as well as 
lhe genes enable opine cata bolism in Agrobacrerium are 
encoded by Ti-plasmid DNA (Bomhoff e t ai . 1977). that 
Ti-plasmid DNA is transfe rred from the bacterium to the 
plant genome , where at least parts of it are tran sc ribed 
(Chilton et al . 1977 , Drummond e t al . 1977). were incorpo· 
rated by Schell (1979) in to a concept that he caUed the 
"Genetic Colonization" concep!. Fig. I shoM the spec ific 
ge netíc information to plant cell s. i.e .. the information for 
uncontrolled growth and the sy nlhesis of opines. The 
beneficiary of these actions is Agrvbacrerium. because. 
due to the presence of its Ti-plasmid DNA coding for 
enzymes that enable opine catabolism, it can use the opines 
as energy , carbon and nitroge n sources . TIlis concept 
definitely shifted the focus of the Agrobacrerillm-Ti­
-pl asmid-tumor system as a model for studying neoplasti c 
growlh towards the notion that the Ti-plasmids are in fact 
naturally occurring vectors lhat promote gene transfe r from 
one organism to another. Or, as Tepfer (1983) put it : 
"Na ture go there firs!. . .' " 

CLASSIFICATION, ORGANIZATION 
AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF TI-PLASMIDS 

Classification 

The various Ti-plasmids can be classificd according 
to lhe opmes they specify in the tran sfo rmed host cell. At 
prese nt, mamly three types ofplasmids are known : 

1. theoclopine plasmids ca rry ing the information for 
lhe sy nlheSlS and cataboli sm of oc topines and octopine­
-related compounds (ali arginine and Iysi ne derivatives) ; 

2 . the nopaline plasmids whose DNA encodes the 
information for nopaline . nopalinic acid (arginine and 
ornithine derivatives) and agroc in opinc (a phosphorylated 
sugar compound) syn Ulesis and cabatolism: and 

3. Ule agropine plasmids which ca rry lhe information 
for agropine (a condensa tion product of arnino acids with 
aldohexoses) sy nUles is and catabolism. 

Organization and functional properties of Ti-plasmids 

The finding that during host ce ll transformation some 
of the plamid's genetic information is transfe rred to lhe 
host cells and integrated into Ule host genome provoked 
ex ten sive studies on the organization of the plasmid DNA. 
In Fig. 2 the basic findings with respect to the organization 
of typical opaline and plasmids are shown (Depicker 1983) : 
Ti-plasmids are large. circular mole cules with molecular 
weights spanning from 90 to 120 milli on dai tons. corre­
sponding to about 200 kilobases . In both plasmid types two 
regions are of particular importance for th e production of 
tumor cell s. The first region was termed " T-DNA" for 
transfe rred DNA. because it was shown thal lhi s pari of lhe 
plasmid DNA is integrated inlo the plant genome . The 
T-region contains the oncogenes that determine the tumor 
phenotypes and the ge ne s coding for opine sy nthases. The 
oncoge nes are homologous in opaline and nopaline plasmids, 
and form a common T-DNA "core" (homology region A) 
of about 8-9 kb . Detailed studies of Ule T-DNA borde r 
sequences revealed that a 2S bp se quence at the right of 
T-DNA border is esse ntial for the DNA tran sfer and 
integration fram the bacterium to the host eells (Wang e t ai . 
1984). TIlirteen T-DNA tran sc ript s have been identified so 
faro and it is note-worthly Ulat Uley ali show characteristics 
of eukaryotic mRNAs in Ulat Uley are polyadenylated and 
Ulat lheir tran sc ription can be inhibited by low doses of 
alpha-amanitin . Six of Ule tran sc ripts. ealled S, 2. I, 4 . 6a 
and 6b, are identi cal in opaline and nopaline tumors. 
Transcripts 4, 2 and I are for speci al interest because the 
inactivation of 4 leads to root induction . while inactivation 
of I and 2 resul ts in shoot induetion ; lhe effect of gene 4 
can be compared to the effects when normal plants are 
grown at high concentrations of cytokinins and that of 
genes I and 2 to effeets of Ule presenec of high doses of 
auxins (Depieker et ai . 1983). On the basis of these facts 
one eould postulate that undifferentiated crown gall turno; 
growth could be caused by unusual high levei s of auxin-like 
and cytokinin-like substances sinthesized under the 
direction of T-DNA genes. 

The second region important for tumor fomlation is 
the virulence region (vir) on the left of the T-DNA . Since 
" vir" se quences cannot be found in tumor cells. and since 
many non-tumorigeni c Ti mutants map in lhis region , it is 
thought that "vir" plays a role in the ea rly events of tumor 
formation and in the Agrobaclerium - plant cell 
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FIG.2. Functional map' of typical octopine and nopaline plasmids. 

interactions, but is not required once Lhe tumors <lIe 
established, The "vir" region s of opaline and nopaline 
plasmids also show a high degree of homology (homology 
region D), In addition to Lhe T-DNA and the "vi r" region , 
two more homologous DNA segments can be distinguished : 
the C-region, which encodes conjugative functions, and Lhe 
B-region, which is envolved wiLh Lhe replicative process of 
the Ti-plasmids. 

T-DNA as a vector for foreign DNA transfer 

Since it is obvious lhat Lhe Ti-plasm.ds are natural 
vectors for gene t,"nsfe r , lhe quesli on waS whethe r their 
natural prope rtie s could be tl sed fo r the introduc tion of 
any foreign ge ne into a plant ge nome, and wh e thc r the 
introduced genes would be expressed in an orde rl y manner. 
On the basis of what was s tated above , Lhe requirements 
for using Ti-plasmids as c10ning vehicle s for fo reign genes 
are Lhe foUowing: 

I . lh e T-DNA' s abi lity to integrate into a host genome 
should be prese rved , while , on tJle otJler hand : 

2. Lhe DNA transfc r should not interfe re wiLh tJle 
hoSI ce)) 's normal deve lopment : i.e .. tJle oncogenes on Lhe 
T-DNA responsiblc fo r Lhe tumor phenotypes shou.ld be 
eiLher silent or absent. Furlhermore, togetJler with tJle 
foreign gene (s) , a se lectable marker should be transferrcd, 
wh.ich aHows fo r easy and rapid de te ction of transformed 
ce Us. 

Since T-DNA is large and contains few uni que 
restriction sites which are suitable for inserting foreign 
genes. Lhe use of a "shuttJe" or " intermediate" vector is 
mandatory. One of Lhe stra tegies for inte rmedia te vecto r 
const ruction and fo r its sh utU e into Ti-plasmids is shown 
in Fig. 3a (Chilton et al . 198 I ). In Lhe central portion Lhe 
"shutUe" is shown. and consists of Lhe narrow host range 
plasmid pBR 322 into wh.i ch a foreign gene under Lhe 
control o f a opine promote r and an additional re sistance 
marker (KmR) have been introduced . TIle upper po rtion 
shows Lhe "acceptor" Ti-plasmids pGV38S0. in which Ule 
oncogenes in tJle T-DNA have been replaced by a pBR3 22 
sequence and in which only Lh e border sequences of the 
T-DNA (which are responsible fo r tran sfer and integration) 
and the "vir" region have been maintained . A single c roSS­
-ove r event between Lhe shutll e and the acce ptor (Iowe r 
part in Fig. 3a) causes the integration of lh e foreign gene 
into Lhe accep tor pl asmid . Si nce pBR3 22 cannot replica te 
in Agrobaclerium, Lhe additi onal KmR-site allows fo r Lhe 
se lection of Lhe recombinants. 

A sligh tly mo re sophisti cated altemative to this 
strategy is shown in Fi g. 3b. Here , a pBR322 de ri vative 
carryin g a T-DNA fragment o i.e .. Lhe B3IIl 14a fragment 
which contains a unique Hpa I site , is cleave d wiLh Lhis 
enzyme and a foreign~ene plus an additional an tibiotic 
resis tance marke r (Km ) are introduce d in betwee n. The 
const ruction is lhe n linearized and ligated into a wide 1I0st 
range plasmid : e .g .. pRK290 . This chimaeric pl asmld , 
containing Lhe fo reign gene and Lhe genetic marker n anked 
by T-DNA regions, is subsc quenuy introdu ce d into Agro­
baclerium carrying a wild-type Ti -pl asmid . Arare do uble 
crOSs-ove r evenl, between lhe homologous T -DNA stre tches , 
will introduce Ule foreign gene and the antibiot ic marke r 
into Lhe wild-ty pe Ti-pl asmid . After evic tion of the vector 
wiLh an incompatible pl asmid , re combinants are selec ted 
agai nst kanarnycin . 
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Fi g . 3 

SHUTTLE STRA TEr.IES 
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During lhe last fo ur years, Ti.plasmid vee tors were 
used for lhe introduetion of numerous bae terial and plant 
genes into taxonomieaJly different host plants. The genes 
eoding for various antibiotie resista nces. sueh as for 
neomycin phosphotransferase , dihydrofolate reduetase, and 
chl oramph enicol ace tyl tran sferase (Herrera·Esrell a et ai . 
1983a, b), have bec n introdu ced and expressed in hos t 
plants. Howeve r, proba bl y lhe mos t exe iting prospee t for 
Ti·plasmid vec tors is Ihei r use in studies conce ming the 
regul atory signaJ s in gene exp ression . Using Ihese vec tor 
systems, rece ntly a 3.8 kb fragment , eontai ning th e entire 
coding region plus about 1000 bp's - eaeh of the 5' and 3' 
flanking sequence of lhe beta·phaseolin ge.ne , was introduced 
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in to tobacco cells (Se ngupta.copaJan et ai . 1985). 
Subsequently , i t was shown Ihat lhe phaseolina gene was 
correctly expressed in space and in time in lhe regenerated 
tobaceo plants: i.e ., lhe gene was onJy expressed in lhe 
coty ledons of tlle tobacco embryos as is lhe case in the 
proper bean . The implieation is, of eourse , Ihat tissue 
spee ifiei ty is eneoded in a phaseolin sign al region: e.g., lhe 
promoter, which, in tum , implies tissue·speeifie indueing 
signal s. This result emphasizes lhe vaJue of lhe Ti·plasmid 
as veetor systems and gives rise to lhe hope Ihat Ihis system 
will serve equaJly well for lhe introduetion of eommereially 
interesting traits into reeipient plants sueh as lhe regulatory 
and eodi ng seque nces for a melhionine·rieh storage protein 
from Brazil·nut into Phaseo/us sp. 

Though lhe Ti.plasmid sys!em works at its best in 
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dicotyledonous hosls - insofar as lhe repo rls on ils use in 
monocolyledonous are scarce -. slud ies foc ussing. for 
inslan cc. on lh e mechanisms Ihal specify Agrobacrerium 
hosl range could open lhe way for ils use in t11 o noco ly lc· 
donous planls. 
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T ISSUE CULTURE ANO GENETIC ENG IN EE Rl NG : 
COMP LEMENTA RY TOOLS FOR POTATO IMPROVEMENT 

J uhn 11. I) " J'/S' 
,k :-.. ... c M. J uy 1I1 /' s2 

AI3STRACT . Thi ~ .Inicl e h as h ighlightcd ;In inno vativc app roac h af ti ssuc cu\turc and gene eic c ngincc r.ing fo r p ot~ to 
improvc rnc nt. It ~ trc!.~c s lh e co nslru cl io n o f synr hecic gene s, in cases o f diffl cultic s af loc3 ring and purefylng genes wlth 
dcsirab lc ch 3rac tc ri sti cs. 

INT ROOUCTION 

Conve nt ional plan t breedi ng techn iq ues offe r 
powerful tools fo r tlle incorporation of ge netic t rai ts and 
tlleir subsequent selection. Howeve r, conven ti onal crossing 
methods cann ot be used to incorp ora te a single ge ne trai t 
without modifyi ng otlle r ge ne characters . A combin ation 
of co nve ntio nal plant breeding an d genetic enginee rin g 
should enabl e producti on o f new va ri e ties th at canno t be 
achieved by either technique a1one. 

The inserti on of ge nes in to pl an ts is normally pursued 
lh rough tlle use of an infective plasmid from Agrobacle­
riwn lumefaciens or Agrobacleriwn ril izogenes. Th is 
in fec tive pl asmid (a smal! ring of DNA) has been commorJy 
named " Natu re' s ge netic engi nee r" . Successful use o f the 
pl asmid depends up on susce pti bility of lhe species to 
infecti on by AgrobaCleriwlt A1so, lhe pl an ts species must 
respond to the approp ri ate ti ssue culture techniques. These 
two pre ·requ isites currently limit wi desp read applica ti on of 
lhis new techn ology to many important crops. 

The po tato , one of lhe world 's most important 
staple fo od crop, is suscept ibl e to Agrobaclerium and is 
easily cultured in vitro. Thus the po tato is a model fo r 
ge netic engineering studies. 

Which ge nes should be in se rted? At lhe presenttime, 
knowledge o f me lhods for identilication, isolation, and 
purilication of ge nes is in adequate . Consequently, we have 
adopted an a1tem ative approach , in volving productlon of 
sy nlhetic ge nes. 

USE OF SYNTHETIC PROTEIN GENES 

The potato is a maj or source of dietary protein but , 
Iike most plant pro teins, potato prote in is delicient in 
ce rtain esse ntial amin o aci ds. We will describe lhe me lhods 
used to synlhesize and in se rt a sy nlhetic gene into potato , 
which produces a pro tein rich in lhe limi ting amino acids 
methionine, Iy sine , tryptophan , isoleucine and threonine. 

I Intcrnational Pola to Ccntcr , Apartado Postal 5969. Lima , Peru . 
1 Dcpartrncnt of Biochcmistry. Lo uisiana Sta tc University . Baton 

Ro ugc, l ouisiana, U.S.A. 

CONSTRUCTION OF SYNTHETIC ONA SEQUENCE 

We have constructed (using a DNA sy nlhesis ma­
chine), cJoned , an d ob tai ned in bac te ri a lhe expression of 
sy ntll etic genes for po tato prote in improvemen t. The 
sequences for seve ral of tllese syn lhetic gene fragme nts 
we re designed, and lhe potential protein sequences we re 
obtai ned by inspec ti on of lhe genetic code (Fig . I a and I b). 
n ,e designati on of proteins A and B represents sequences 
af lhe pro teins de ri ved from both possible reading direc tions 
of gene fragment sp 47. That is, ge ne fragment sp 4 7 was 
const ructed sy mme tricall y so lhat a protein contai ning a 
higll con tent of essen ti al amin o aci ds would be produced no 
malte r wh.ich stran d of lhe sy nlh eti c ONA was ultimately 
read by lhe pl ant. Pro teins encoded wilhin lhe po tato by 
lhese sy nlh etie ge ne fragments would markedJy imp rove 
lhe die t of many people in Lesse r Developed Co unlries and 
elsewhere. 

These me lh ods of ge ne sy nlhesis are f1 exible enough 
to produce proteins possessing any particular amino acid 
composition; lherefore, genes could be speci li cally designed 
to supplement any desired animal feed or human foo d. It 
should be pointed out lhal lhe inse rtion of Iy sine at 
frequent interval s in lhese sy nlhetic proteins not orJy 
ensures supply of a limiting amino acid but a1so provides 
numerous sites for proleolytic altack by trypsin (one of 
lhe main protein-degrading enzymes found in lhe digestive 
tract). This feature is important , as it increases lhe bio­
availabili ty of lhe supplemental protein. Bioavailability 
refers to lhe amount of amino acids actually taken up from 
a particular dietary protein and used by lhe animal lO make 
its own protein . 

HOW TO GET THE GENE FRAGMENT INTO PLANTS 

One st rategy for introducing foreign DNA inlo a 
plant, by means of A. tumefaciens plasmids, is to use a 
small recombinant pl asrnid into which a known fragment of 
T-DNA has been inse rted. Using lhis melhod, we opened 
lhe recombinant p!asmid by me an s of a restriction enzyme, 
wh.ich recognizes a specific short sequence of DNA, and 
causes a double strand break at asile wilhin lhe T-ONA. At 
lhis breakage point , lhe sy nlheti c essential amino acid 
encoding(EAAE) ONA was inserted. A10ng wilh lhe EAAE-
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Syn lh't ic .-q .... nc. 

SP44 (1) __ 

AATTCC GGACGATCACG ATCCATC CA TTTCTTAAG4A ATGGAT GACG AT CC ATCC41TTCTTAAr. AAAI GGA TO 
GC CC TGCTAGTOCTAGOTAOOTAAAGAATTCTTTACCTACTOCTAOOTAGOTAAAOAATTCTTTACC TAC 

ACGATCCATCCATTTCTTCCCG 
TGCTAGGTAGGTAAAGAAGGGCTTAA 

__ SP44121 

SP47111 -­

AATTCGGGGATCGTAAGAAATGGATGGATCGT CAT CCA TTTCTTCATCCATTTCTTACGATCCATCC ATT1CT 
GCCCCTAGCATTCTTTACCTACCTAGCAOTAQOTAAAOAAOTAQQTAAAOAAIOCTAOOTAOOTAAAOAA 

AAGAAATGGATGAAGAAATGOATGACGATCCATCCATTTCTTCATCCATTTCTTCATCCATTTCTTACOATCAA 
11C'111 Acer ACTTCTTT Acer AClGeT AGC T AGC T AAAQAAGT AOO 1 AAAOAAO r AGOT AAAOAA T ocr AO r T 

GAAATGGATGAAGAAATGGATOAAGAAATGGATGAAGAAATGGATGCATCCATTTCTTAAGAAATGGATGAAGA 
CTTTACCTACTTCTTTACCTACTTCTTTACCTACTTCTTTACCTAC01AOOTAAAOAA1TCTTTACC1ACTTCT 

AATG GATGAAGAAATGGATGACGATCGATCGTAAGAAATGGATGACGATCCATCCATTT CT TACGATCCCCG 
TTACCTACTTCTTTACCTACTGCTAGCTAGCATTCTTTACCTACTGCTAGOTAGOTAAAOAATOCTAGGOGCTTAA 

....... SP47 121 

FIG . la . Sequence of synthetic gene fragmenu trom patato protein improvement . 

-DNA, a selectable marker. i.e .. lhe baclerial gene encoding 
for resistance lO a specific antibiotic. was included. Th is 
new plasmid was lhen inlroduced inlo a A. tumefaciens 
strain carrying lhe unrnodified Agrobacrerium plasmid. 
Since lhese Iwo di fferen I pl asmids conlain homologou s 
(similar) sequences, a rare double-recombination between 
lhe two plasmids occurred and resu/ted in a new plasmid in 
which lhe T-DNA harbors lhe inseri of EAAE-DNA. The 
agrobacteria containing lhe new pl asmid were idenlified 
and selected by lheir survival on media containing lh e 
selecting anti biotic. These selec ted bacleria Wete lh en use d 
to transfer lhe modified T-DNA (conlaining lhe EAAE­
DNA) into lhe plant genome . 

It is e1ear lhat lhe technology exists to inse rt , on a 
routine basis, foreign DNA into lhe potalo plant. SUl lO 
ensute lhe expression of a parti cular desirable gene or a 
DNA fragrnent in lhe plant, one mu st inse rt it next lo lhe 
proper control regions of anolher a1ready existing gene . 

which has had i ts protein encodi ng part removed. These 
control regions Or promote rs , as lhey are common1y caIJed, 

are usualJy fou nd ai lhe beginning of lhe gene and are vi tal 
switches altuned lO lhe many infl uences th at regul ate and 
temper lhe exp ression of lh e ge ne lO its final protein 
produc!. It is highJy desi rable to use promoters that aIJow 
abundant expression of lhe EAAE·pro tei n and a1 so conlrol 
its ti ssue-speci fi c expression within the potato tuber. 

Until rece ntl y we havc a1ways uscd lhe nopali ne 
syn tl13se promo te r; lhis promoler wiU produce rcasonable 
quan tities of lhe gene producl lhroughout t11e whole plan!. 
We are now using lhe Ca MV 32S promoter which produces 
large arnounts of ge ne product lhroughout lh e whole pl ant . 
and lhe pota tin promo te r wruch permits expression only in 
lhe pOlalo tube r. 

TISSUE CULTURE OF TRANSFORMEO PLANTS 

Th e potato is a model plant for tissue cultu te, and its 
pl as li city of deve lopment a1l ows intac t planls to bc 
regenerated from a1most any plant par!. It is possi blc , 
lhe refore , lO infect potato plants with A . tumefaciens 



SP4 4 (1) 

GlyThrllcThrll cH isPro Phc Leu Ly sL y sTrpM etThrJ Ic H isPro Phe Leu L y sL ysT rflMet 
ThrJ Ic H isP roPhe LeuPro 

SP44 (2 ) 

G I y L ysL ysT rpM etA spArgH isProPhe Leu L y sL vsT rpMetAspArgH isProPhe L ue L y sL vs 
T rpMetAspArgAspArgPro 

SP47 (1) 

G IV AspArg L y s L vsT rpM etAspArgH isProPheLeuH isProPhe Leu Thrlle H isProPhe 
Leu L y sL y s TrpMet L ysL ysT rpMetThrlleH isProPheLeuH isProPheLeuH isProPheLeuThr 
J leL ysLysTrpMetL ysL vsTrpMetL vsL vsTrpMetLysL ysTrpMetH isProPheLeu L vsL ysTrp 
M et L ysL vs T rpMetL vsL vsT rpMetT hr lIeAspArg L vsL ysT rpMetThrlleH isProPheLeuThr 
lIePro 

SP47 (2) 

G IV A spArg L vsL vsT rpM etAspArgH isProPhe LeuThr lleAspArgH isProPhe Leu H is 
ProPheLeu H isProPhe Leu L ysL vsT rpMetH isProPheLeu HisProPheLeuH isProPheLeuH is 
ProPhcLcuAspArg L vsL vsT rpMet L vsL ysT rpMetL ysL ysT rpMetAspArgH isProPheLeuH is 
ProPheLeu L vsL vs T rpMetAspArgL ys L vsT rpMetL ysL vsT rpMetThrlleH isProPheLeuThr 
llePro 

FIG. lb . Potential protein sequ ence obtained by inspection of genetic code of gene fragments SP44 and SP47. 
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(con tai ning lhe EAAE-DNA ) :utd induec lhe fo nnalion of 
transfom1ed plants. In lhe po tato pl ant. wlllch is nomlally 
asexually propagated . lhere are no prob lems of segrega ti o n 
:utd loss of lhe inse rted info mt ation lhrough lhe processes 
of me iouc reeomb inallon. al th o ugh , it would be interestlng 
to see how lhis newly tnserted infonn ation (EAAE-D Al 
segregales:utd if it is transmitted sexual ly lO lhe progeny . 

Tr:utsfo nned po ta lo pl:utts are easily ml cropropagated 
using standard in vitro melhods. n ,O 1"'0 melh ods use d at 
lhe In temalional Po ta to Center are : 

a) Single node cuttin!\' 

In vitro planllets are carefully removed fr om lhe tesl 
tubes and cut into single nodes. Th e smallleaves are remove d 
wilhout damaging lhe axillary buds . n,e single nodes are 
lhen inoculated o nt o fre sh p ropaga lion med lum . after 
whieh lhe J..\.ilIary buds begtn to grow. In about 6-8 weeks 
lhe in vitro planlle t IS rea dy again 10 be su bcullured . n,e 
growth of nodes after 2. 4 and 6 weeks is shown in Fig. 2. 

FIG.2. Growtt. af tingi. node cuning; tubes from I'" to ri ... 
Ihow. lequence of growth. 

b) Shaken shoot cultures 

In vitro plan !) :HC' relnoved frol11 (C51 tubcs and lh e 
roO lS 3J1d shoot apt.:>. Jre rem ovcd . 11"1(' lcaves are lh c ll 
removed. lhus le:Jvlng J stcm scgmrnt with many a>..dl:u)' 
buds. n, e stem segme nls are cultured lIt Erlc nmeyer nasks 
in a liquid mc dium cun tallli ng gibberelll c JC IU . n,e axtll ary 
buds rapldl y grolV o ut and branch . In 2 to 3 week s the n ask 
is full of young pl.lJ1tle ts re ady for subculturc (Fig . 3) . 

FIG . 3 . Shaken culture for rap id propaga1ion . The flask shown is 

now readv to be subcultured . 

SOME POSSIBLE FUTURE APPLlCATlONS 

Througll Our co ll abor.tive rcsearch . wc havc de­
monstra ted lh a t it is now possibl e to incorp ora te desirable 
genes mt o thc potato via th e me lh o ds uf recombi nant 
DNA Icchn ology . Th e majo r limitation lO the large-seale 
appheall o n of lh ese gene ti c engi nee ring I"chnlques. for the 



improvcmenl o f lhe pOlalo and o lher cro p planlS , IS lhe 
ge ne ral la ck of knowledge abou l planl ge nes and how lo 
idenlify . isolal c , and purify lh em. TIlis ar lide has h ighligh led 
an innovalivc approa ch lhal is: if y ou cann ol loca le and 
purify desirablc ge nes. lh e n lhey can be conslruc led 
synlheti cal ly. 

We are in lh e process of producin g synlhe li c DNA 
seque nces lhal may inle rfe re \Vilh pOWlO virus or viroid 
rcpli calion . Wh e n lh ese se quences are inco rp orated into lhe 
potato, lhe plant may be co me pe mlan entl y " immunized" 
agains t infc cLi on . 
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We are also in cludin g lh e freezing characte ris ti cs of 
ce ll s. TIli s "anlifreeze" protein may eonfer resis tan ce to 
fro st to lh e ge no type . 

Th e preliminary resul ts obtai ne d from lh ese 
experiments are contributin g to the basic knowle dge of 
plant bioche mi s try and ge ne s tructure and may, in lhe 
future , lead to lhe deve lop ment of improved po tato 
varieties. It takcs about ten growing seasons to make new 
potato va ri e ty by traditi onaJ bree ding me lhods. Pe rhaps 
ge ne Lic enginee rin g techn ology will enhan ce our capabilitie s 
to introduce ncw charac teri sti cs into potato planls. 
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IJTILlZAÇÃO DA BIOLOGIA MOLECULAR 
PARA O MELHORAMENTO DA QUALIDADE NUTRITIVA DO FEIJÃO 

Llliz A ntoni o Barreto fi ,. Castro 1 

~STRACT . This papc r discussc s so me arp'ic3 tio ns a f mo lecular bio logy and reco mbin ant-DNA tcchniquc s 0 0 chc 
Improvc m cn t a f nutritio nal chara c teristi cs O bca ns. Ir cm phasiz.es lhe use o fTi-pl asmid c f Agro bac le n"um tumefacien s as 
a veC to r fo r chc tran sfe re nce af ge nes fro m Braz iJ nut to dry bcans. 

Quando se anal isam as necessidades mundiai s de ca­
lorias e pro te inas para al ime ntação humana , é rund amental 
que se considerem as tendé ncias inte macionai s, que têm 
prorundas rJ izes econômi cas, sociais e pol íti cas. O trabalho 
de Altschul ( 1976) permite um a avaliação dessas tenden­
cias. Por exe mpl o: sempre que as di sponibilidades de recur­
sos por hab it ante, em um a de te rmin ada população, decres­
cem, não s6 dec resce o consumo cal ó ri co per capita , mas 
também a die ta alte ra-se no sentido de inclui r maior qua nti ­
dade de calo rias na rorma de carboidratos (amido) , em de­
trimento de uma dieta equilibrada em carboid ratos e pro­
te in as . 

Uma die ta composta de quantidades equival entes de 
cereai s e legumin osas é menos deficiente em aminoáci dos 
esse nciais, como li sina e me ti onina (Bressani & Eli as 1984) . 
As populações menos ravoreci das , no entanto , raramente 
conseguem balancea r tal di e ta, que via de regra é deficie nte 
em proteínas de leguminosas e, por conseguinte , em me ti o­
nina . A Indi a, por exempl o , que no in icio dos anos 60 man­
tinh a a contribuição de proteínas de leguminosas, em sua 
di eta, em torn o de 24%, vi u cai r esse indi ce no final da dé­
cada para 14%, emb ora conse gu isse manter o consumo ca­
ló ri co per capita praticamente inalterad o (Schertz 1973) . 

Uma out ra tendência é obse rvada em populações de 
países em que as disponibilidades de recursos per capita 
têm aument ado. A dieta altera-se no sentido de incluir 
maio r variedade de produtos, de meUlOr qualidade nutricio­
nal em sua composição calóri ca , por razões diversas , inclusi­
ve de ordem esté tica . Para a tender a tais exigências, acima 
de 70% .da disponibilidade pro teica de o rigem vegetal são 
convertidos em pro teína animal . Os países chamados dese n­
volvidos passam, portanto , a comp etir com os menos dese n­
volvidos por alimento e proteína de origem vegetal , os quais 
poderiam se r utilizados diretamente na alimentação huma­
na, mas que são, entretanto, desvi ados para a alimentação 
animal. Como as populações dos países dese nvolvidos atin­
giram níveis de consumo de calorias e proteínas per capita 
muito além dos padrões mínimos estabelecidos, torna-se 
pouco provável que tai s hábitos alimentares sejam modifi­
cados para atendimento das necessidades das popu.1ações 
menos ravorecidas. 

t CngO_agrO, Ph .D., Fisiologia Vegetal , CMBRAPA/CENA RGEN, 
C.P. 10.2372,70770 Brasllia , DF . 

A pe rgunta que se imp õe, portanto, é: O que é poss í­
ve l de se realizar, por parte dos países me nos desenvolvi dos, 
em te rmos de tecnologia para alte rar tal estado de coisas? 
Pro fi ssionais de rormações as mai s diver.;as apresentam solu­
ções, tais como : utilização de ron tes de ene rgia não-conven­
ci onais: substitui ção ou enriquecime nto de pro teín as de o ri ­
ge m animal po r pro teína de origem vege tal , de val o r nutri ­
cional equi valente : e melh o rame nto ge né ti co vegetal visan­
do a optimizar nas plantas a e fi ciência de captação , conver­
são e armaze namento de ene rgia, na rorma de compostos 
organicos de alto valo r calórico e nu tricional , entre eles , as 
pro te ín as. Obviamente , todos os caminh os são igualme nte 
relevantes para a solução do problema proposto. O que é 
rundame ntal, no entanto, é que os países em desenvolvi ­
mento parti cipem , ai nda que como acionistas minori tári os, 
no desenvolvimento da pesquisa tecnológica , para que não 
tenhanl de importar os resultados de tal pesquisa por preços 
cada vez mais proibitivos. 

As pro teínas das sementes de legu minosas , de um mo­
do ge ral , e do reij ão, em parti cul ar, são pobres nos aminoá­
cidos citados. A meti onina é um dos lO aminoáci dos esse n­
ciais , ass im cham ados porque não podem se r sin te tizados 
pelo organismo animal, devendo desta ro rma se rem obtidos 
de proteínas que os liberam após a pro teólise . 

Como o reijão e ou tras leguminosas apresentam baixo 
teor de metionin a, um a dieta com base nesta fonte proteica 
é carente de metionina , e po rtanto in sati sratória do ponto 
de vi sta nutrici onal . 

As prote ínas de orige m animal , como a carne , o lei te 
e o ovo, satisrazem o aspecto ci tado, mas são sabidamen te 
de al to custo. 

Há décadas melhori stas genéticos de todo o mundo , 
parti cularmente de países em dese nvolvimento , vêm buscan­
do pelos métodos clássicos elevar o teor de me ti onina na 
prote in a de se mentes leguminosas, se m sucesso . 

Entretanto , é do conhecimen to do mundo científi co , 
na área da biologia , há ce rca de 40 anos , que as sementes de 
castanha-do-brasil apresentam proteínas cujo teor de metio­
nina é comparável ao da caseína (Hom et alo 1946). 

Diante da impossibilidade óbvia de um cruzamento 
entre leguminosas e a castanha-do-brasil (Bertho//etio excelsa 
L.) , o melhorame nto proteico de sementes de reijão agora 
é possíve l, em race das modern as técnicas de engenharia 
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genética, que ineluem manipulação . transferência c expres· 
são de genes entre espécies geneticamente incompatíveis 
(Caplan et al. 1983). 

Os progressos na área de transferencia de genes de 
plantas são recentes (Horsch et al . 1984) . Várias dificulda­
des tecnológicas tiveram que se r superadas . e . assim . consi· 
derável esforço na área de pesquisa de processos fundamen­
tais da biologia vegetal ai nda se faz necessário . Podemos ci­
tar algumas das dificuldades tecnológicas principais, que 
foram integral ou parcialmente superadas: 

I. Vetores ap ropriados , preferencialmente não-pa­
togênicos, capazes de garantir a expressão de ge nes de plan­
tas e sua regulação em célul as vegetais; 

2 . Marcadores, que permitem a fáci l identificação de 
cé lul as transformadas em cultura; 

3. Regeneração de plantas de importância econômica, 
a partir de protoplastos, que deve SC r a estrutura de escolha 
para transformação. 

Além disto , é fundamental que sc pesquisem os fato­
res que regulam a expressão de genes de plantas, bem como 
a organização de genomas de vegetais , como garanti a de 
integração satisfatória dos genes nos transformantes. 

A maioria dos genes das principais proteínas de reser­
va de seme ntes já foi isolada , purificada e elonada em bac­
térias (Muntz 1982). O cDNA de fita dupla . preparado por 
transcrição de mRNA(s) purificados. foi posteriormente 
inserido em plasmídios linearizados (princip3Jmente 
pBR 322), e utilizado para transformar estirpes , sem plas­
mídios, de Escherichia coli. A seleção de transformantes foi 
baseada em genes de resistência a ampicilina e tetracielina, 
contidos no plasmídio. O cDNA é inserido no sitio da ampi­
cilin a com a enzima de restrição Pst I. Os transformantes 
são selecionados pela resistência à tetraciclina e sensibili ­
dade à ampicilina. Por este caminho foram clonados em 
Escherichia coli os genes que codificam para zema. globuli­
na GI de feijão (Phaseolus vulgaris) , poli (A) mRNA total, 
extraído de sementes de ervilha (Muntz 1982), as princi­
pais protemas de reservas de semen tes de soja (Timbe rlake 
& Goldberg 1982), entre outras proteínas de seme ntes . Sem 
dúvida, tais proteínas incluem-se ent re as mais bem estuda­
das proteínas vegetais a nível molecular, embora o controle 
de sua expressão permaneça ainda sem resposta. As proteí­
nas de reserva são específicas de tecidos embrionários; ques­
tIOna-se , portanto, se sua expressão se rá possível em cé lul as 
não diferenciadas em cultura , antes que se conheçam os fa­
tores determinantes de sua expressão . 

Vários são os vetores potencialmente utilizáveis para 
expressão de genes de plantas , em cé lul as vegetais. Revi sões 
recentes sob o tema estão disponíveis: Howell ( 1982) . 
Ream & Gordon (I 982), Montagu & Schell (1982). 
Os maiores progressos têm ocorrido na bactéria que 
provoca galhas em um grande número de plantas, Agro­
bacrenum rumefasc/Cns, que , entretanto , só recentemente 
teve elimin ados seus efeitos patogênicos, e só infecta dico-

tiledôneas. Se o primeiro inconveniente , como já ci tamos . 
foi contornado (O tten et al . 198 1). o segundo permanece 
como uma limit ação para a sua utilizaçao. 

O presente projeto visa a introduzir , no patrimônio 
genético do feijão. genes que codificam para proteínas com 
alto teor de aminoácidos sulfurados, em particular a me tio­
nina, provenientes de seme ntes de castanha-do-b ras il , utili­
zando-se exatamen te de vetores de transferência e expres­
são. do tipo Ti -plasmídeo. exi stente em Agrobacrerium 
rumefasciens, dese nvolvidos pela Universidade de Ge nt , na 
Bélgica. 

Trata-se da primei ra tentativa , a nível mundial . no 
sentido de melhorar a qualidade proteica de seme ntes de 
feijão e de outras leguminosas, utilizando-se de técnicas de 
engenhari a gené tica e DNA recombinante . 

A equipe de engenharia genética da EMBRAP A­
CENARGEN, nos últimos dois anos, isolou. purifi cou c 
carac terizou . entre as proteínas exjstentes nas sementes de 
castanha-do-brasil. as frações ou fam lli as com alto teor de 
metionina e ciste í". a. portanto , desej ávei s para incorporação 
ao patrimônio genômico de leguminosas . 

A castanh a-do-brasil (Be rrh ol/eria ex celsa), como a 
maioria das dicotiledôneas, acumul a, em suas seme ntes , 
proteínas de reserva , que se classifi cam em trê s gru pos se­
gundo seus coeficientes de se dimentação : 60% das proteí­
nas da se mente têm índice de sedimen tação II S ; 9% têm 
indi ce 7S ; e 30% se dimentam a 2S , em gradiente de sacaro­
se . Nas proteínas 2S, 17 ,33% dos aminoácidos são metio­
nin a, O q ue representa um teor de aminoácidos excepcio­
nalmente e levado, quando comparado ao de out ras seme n­
tes (Youle & Huang 198 1). 

Os esforços resultantes desta iniciativa despertaram o 
inte resse da Universidade de Gent . na Bélgica , que detém a 
liderança mundial nas técnicas de isolamento , tran sferoncia 
e exp ressão de genes de plantas, utilizando como vetor o 
plasm ideo Ti existen te em Agrobacrerium rumefasciel1s . 

A bactéria possui um pl asm ídeo (Ti) , cujo peso mo­
lecular é da o rdem de 120 x 10· dai tons, dependendo do 
tipo de plasmídeo . No processo de infecção , a bactéria 
transfe re uma região do plasmídeo (T-DNA) que corre spon­
de a cerca de 10% do plasmídeo to tal. O T·DNA é inserido 
no DNA cromossômico das células vegetais, onde expressa 
genes que codi fi cam para enzimas capazes de sintetizar as 
opinas (octopina . nopalina , agropi na o u agroc in opi nas) . As 
oplOas .lOdu zem na bactéria a s íntese de en zim as que as 
cataboltzam. utlltzando-as como fonte de nitrogênio e car­
bono. O T-DNA é tran scrito e traduzido nas células vege­
taI S, sendo que 50% dos produtos da tran sc rição correspon­
dem a opina sinte tases (Ream & Go rdon 1982). A trao s­
cri çao ini cia-se e termina no T-DNA reali zado pela RNA 
polimerase 11 , c os estudos com alguns mRNA (s) prove ­
mentes da tran sc ri ção revelam ca racterísti cas eucarionicas. 
embo ra os genes sejam provenientes de bactérias (Montagu 
& Sche ll 1982) . Por esta razão , os autore s acreditam que 



outros genes de eucariontes in se ridos em posições estraté­
gicas no T-DNA possam se r igualmente tran sc ritos e trad u­
zi dos . He mal stee n et aI. (1980) conseguiram inse rir um 
transposon de Escherichia coli ( tn 7) no T-DNA do plas­
midco Ti de Agrobaclerium tumefasciens, na região que 
codifi ca para a síntese de nopalina. A bacté ri a contendo o 
transposon fo i então utilizada para transformar cé lul as de 
Nicotiana tabacum. Os transfo rmantes foram selecionados 
pela resistência a me totrexato contido no tn 7. Culturas 
não-t ransformadas não cresce m na prese nça de me tot rex a­
to (2 Ilg/ mi) , enquanto aquelas transformadas pela bactéria 
cresce ram satisfatoriamente . Produtos da transc rição do 
tn 7 foram também isolados de núcleos de células tran sfor­
madas. Util izando a mesma estratégia, vários mu tantes de 
Agrobaclerium tumefasciens foram obtidos, entre eles o 
pGV2 100, que , paralelamente à indução de tumores, induz 
brotos absolutamente sadi os , mas contendo fragmentos do 
T-DNA. Exi stem vá rios exe mpl os de protoplastos tran sfor­
mados para Agrobaclerim lumefasciens; como em NicOlia­
na labacum (Marton et ai . 1979), Vinca rosea (Hasezawa 
et ai . 198 1), Petunia hibrida, (Draper et ai . 1982). Em to­
dos os casos, a expressão dos genes da bactéria contidos no 
T-DNA ou a presença de tumores foram utilizadas para se­
leção dos transformantes. Outros marcadores estão se ndo 
testados, embora ainda sem sucesso. Um pOSS ível candida­
to é o antibiótico G 148, que é tóxico para cé lulas de fumo 
em cultura (Ream & Gordon 1982). 
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PRODUÇÃO DE e>-AMl LASE POR MICROORGAN ISMOS RECOMB IN ANTES 
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AB STRA CT · Thí s p~p (' r sumlTI;1riz es ;1nd discusscs so me rc sult s of using rcco mbinan t-DNA rc chno logy o n [hc produ c ti o n 
o f Q-all1y \.. sc by rcco ll1bil1;tnt ll1i c roo rg:lOi ~ rn s , 

INTRODUÇÃO 

Co m o adven to da "c ri se do pe tróleo". que até o mo­
ment o tanto in terferiu economicamente em noSSo pais. 
fi cou patente que a humanidade te rá nece ssariamente que 
lançar mão de fonte s altemati vas de ene rgia. 

O Brasil destaca-se dos demais países pela sua imensa 
capacidade de produção de biomassa, pois nossa produtivida­
de primária de ecossistemas te rrestres tem gran de participa­
ção na perspec tiva mund ia l. Po r isso, caso se desenv olv a uma 
políti ca cie ntífico-tecnológica adeq uada, ao invés de impor­
tar qualquer su bst rato energé tico. o Bras il brevemente deverá 
se posicionar fun damen talme nte como expo rtador. 

Na área de combustíveis re nováve is, uma das priori ­
dade s nacionai s é a produção de e tanol. Em nosso país. 
três são as alte rn ativas pri ncipais para a produção de eta nol: 
a partir de saca rose de cana-de-açúcar. de amido de mandio­
ca e de celul ose . 

No primeiro caso , o álcool pode se r produzi do dire ta­
mente da saca rose. at ravés de fermentação com Saccharo­
myces cercvisiae. Es te processo tem a van tage m de não re­
querer hid rólise inicial de macromo lécul as, mas aprese nta 
duas desvantagens fundamen tais : a necessidade de util ização 
de solos fé rtei s; e a competição com a produção de açúcar. 
Nos casos da util ização de amido e de ce lulose , a e tapa limi ­
tante é a inic ial , de hidrólise. que es tas macromolécul as ne­
cessitam sofre r para fornecer substra tos fe rme nt áve is. A 
hidró lise ác ida prod uz não só deriv ados fermentáveis , mas 
também substân cias indesejáveis, ao passo que a enz imática 
é realizada em condi ções mais brandas, produzindo ai ta 
taxa de aç úcare s fermentáveis. A hidrólise enzimática do 
amid o pode ser realizada através da di gestão com duas enzi­
mas: e> -amilase e amiloglucosidase, ao passo que a hidró li se 
da ce lulose necessita de um complexo composto no míni­
mo po r 3 enz imas: exogl ucanase. end olycanase e il-glucosi­
dase (celobiase). 

Tanto a partir do amido como da ce lulose. o custo de 
produção do álcool pode se r substancialmente diminuído 
caso se teru1a à disposição: 
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- mi croo rganismos com alta capacidade de produção 
das e nz im as hidrol íti cas ; e 

- microorga nismos que possam, ao me smo tempo , hi­
droli sar as macromolécul as e fazer fermentação alcoólica 
com eficácia. 

Para isso. a comunidade científica pode contribuir 
decisivamente: 

a) na descoberta de novas espécies de microorganis­
mos. com ai ta capacidade produ tiv a de enzimas 
hidrol íticas ; 

b) no melh oramento genético das espécies conheci­
das; 

c) na criação de mi croorganismos quimé ri cos, capazes 
de real iza r tanto a hidrólise inicial das referid as 
macromolécul as como a fe rmentação al coólica ; e 

d) na otimização dos processos de produção, em es­
cala pré-industrial . 

f impo rtante lembrar que derivados de ce lulose e 
amido podem vi r a se r utilizados também na produção de 
proteína unicelular (single ceU protein), e que a partir de 
á1com e açúcares pode se r produzida uma sé rie enorme de 
compostos qu ímicos. o que poderia faze r fl o resce r toda 
uma indústria química tipicamente brasileira. 

Nos três ú1timos anos , no que se refere à produção 
de e>-amilase , os itens b e c. anteriorme nte c itados, têm sido 
abordados pelo nosso grupo , em colaboração com o grupo 
de Ge né tica de Leveduras do In stituto de Química da USP. 

A partir do início desta década, diversos genes e 
cDNAs de e>-ami lase foram clonados, anali sados e suas ex­
pressões estudadas em mi croorganismos recombinantes. 

A seguir. nossos resultados se rão apresentados resumi­
damente . em conjunto com os de outros grupos, procuran­
do dar um a idéia atual da situação na área. 

CLONAGEM MOLECULAR E EXPRESSÃO DE GENES 
DE e>- AM1LASE DE BAGLLUS 

I . e>-amilase de Bacil/us amy/o/iquefaciens: 

Um banco de genes de B. amy/oliquefaciells foi cons­
truído util izando-se o plasmídeo pUBI 10 como veículo. A 
seguir . isolou-se do banco um plasmídeo recombinante 
(pTKH 10), capaz de conferir capaci dade de produção de 
o-amilase às células de B. subrilis amy. 

Quando este plasmídeo híbrido foi in se rido na cepa 
de B. subrilis ( IH6064). prod utora de e>-ami lase. o recom-



binante passou a se r capaz de produzir 2_500 vezes nu is 
c.r-ami lase que o Bacil/us hospedeiro original , e 5 vezes mais 
que o doador do gene (palva 1982 )_ Esforços estão sendo 
dese nvolvi dos visando a construção de um efi ciente veicu­
lo de expre ssão e sec reção para B_ subrilis. baseado no ge ne 
de o: -arnilase do plasmideo pKTHI O (Lehtovaara e t al _ 
1984)_ 

2. o:-amilase de Bacil/us Iiclzellifo nllis: 

o gene da o:-ami lase termoestáve l de B_ liclzenifonllis 
RPOI foi el onado em B. subtilis. ulilizando-se o pl asmideo 
pBD64 como ve tor. O pl asmideo recomb inan te pRPI fo i 
capaz de transformar um a linhagem de B_ subtilis am)' em 
produtora de o: -amilase _ 

A análise de term oestabilidade de o: -antil ase produzi­
da pelo Bacil/us recombin ante mostrou que sua at ividade 
não sofre vari ação sign ificante . mesmo após 10 mi n_ de 
aquecimento a 800 C (Piggotti et al _ 1984)_ 

3. o:-antilase de Bacil/us s/l btilis: 

O gene de o: -amil ase de B_ SlIbn-lis NA64. hiperprod u­
tor da refe rida enzi ma. foi elonado em B. sllbtilis. utilizan ­
do-se como ve icul o o pl asmideo pUBII O (Yamazak:i et aI. 
1983)_ A partir deste ge ne elonado . desenvolveu-se um ve i­
culo de expressão e sec reção para B_ s/l brilis (Ohmura et aI. 
1984)_ 

Por outro lado. o ge ne de Bacil/us sp_ (isolado em 
Bras flia . provavelmente B_ sll btilis. em fase fin al de cl assi­
fi cação) foi el onado em Esclz ericlzia coli 5K. utilizando-se 
como veicul o um pl asm ideo bi funcional para E. coli-B_ 
subrilis (pAT UB5)_ O pl asmideo recomb inan te contendo 
o ge ne de o:-amil ase de Bacil//ls sp_ fo i denominado pAK A I 
(Ulhoa e t al _ 1984), e uma série de derivados menores foi 
produzida_ Um dos pl asmideos derivados fo i denomin ado 
pABCI (Fig_ I), e é capaz de conferir cap acidade de síntese 
de o:-amilase tanto para cé lul as de E coli como para B_ 
subrilis (Fig _ 2) _ O pABC I é capaz de aumentar cerca dc 
10 vezes a produção de o: -amilase do B_ subtilis SB202_ 
Neste caso. esforços também estão sendo realizados obje ti­
vando a construção de um ve icul o de expressão e sec reção 
para B_ subtilis_ 

CLONAGEM MOLECULAR E EXPRESSÃO 
DE SEQÜtNCIAS CODIFICANTES DE o:-AMlLASE 

DE OUTRAS ORIGENS 

1_ o:-amilase de lrigo: 

Visand o a expressão do cDN A de o:-antil ase de trigo 
em S cerevisiae. eSle foi in se rido no veicul o de expressão 
de levedura pMA 230. fi cando sob a coordenação do pro­
motor do gene da fosfoglice rato quin ase_ Célul as de S cere-

JliSlae contendo o pl asmídeo recombinanlc aprcscnt:Ham 
capacidade de hidrolisJr ami do J I %. em p I J C3S. produzin ­
do um hal o t ipico após coloração do amido com vapo r de 
iodo _ Como 30 a 60% da amilasc produ zida cra sccre tada 
no me io. pode-se conclui r que o pept ideo sinal de (t -amil ase 
de tri go é capaz de fu ncionar em levedura (Ro thstein c t al _ 
1984) _ 

2_ (t - amilase de glãndula salivar de camundongo : 

este caso. o cDNA de o:-antilase de glân dula salivar 
de camun dongo foi in serido no ve icul o de exp ressão para 
S cerevisiae pMA56. sob a coo rd enação do promo tor da 
desidroge nase alcoóli ca I de levedura_ 

A levedu rJ ex pressou a mensagem clonada _ Em um li ­
tro de cultura de células. na densidade de 2 x 10 ' cé lu­
las/ nu . foi pos ivel de tcc tar 75 I'g de (t-amil asc. o que 
corresponde a 0 .1% do to tal das proteinas celul arcs_ 

Como ce rca de 90% da (t -amilase sinte ti zada Cra Sccre­
la da no meio . esse resultado indica que o pept ideo sin al de 
(t-amilase saliva r dc camundongo funciona na levedura 
(TIlOmse n 1983)_ 

3_ (t-antilase de pâncreas de eamundongo : 

cDNAs de (t -amil ase pancreática de camundongo fo ­
ram clonados no s iti o de Pstl do pBR 322 . o riginando uma 
sé ri e de pl asmideos recombinantes denonti nados pCEPa 
(Tosi et al _ 1984)_ Como ocorreu com out ras mensage ns 
clonadas de ntro do gene da Ii-Iac tamase bacteri ana, um dos 
pl asm ídeos desta sé ri e . o pCEPa I 6 . mostrou a capaci dade 
de confcrir atividade anlil oliti ca em célul as de E_ coli. 

O cDNA de (t-amil asc pancreá tica do pCEP
a 

1 6 foi. 
em seguida , inserido no sitio de Hind UI do veículo de ex ­
pressão e sec reçào de S cerevisiae pESo ori ginando o plas­
mídeo pESA (Fig_ 3): des ta fon113. a mensage m clonada 
ficou sob a coorde nação do promotor do ge ne MF o: I de 
levedura e adiante das seqüencias codifi cadoras dos sinais 
<le sec reção do fat or (t _ 

Célul as de S. cerellisiae. con tendo o plasmideo recom­
bin an te . s.o capazes de produ zi r e secre tar (t-amil ase pan­
creá ti ca de cam und ongo. produzindo halo tipico em pl acas 
de L-ága r-amid o. após coloração com vapor de iodo. 

Foi possive l. neste caso lambém. seleci onar recom­
binan tes estáveis. result antes provavelmente de recombi ­
nação do plasmideo com o genoma da levedura _ Essas célu ­
las são capazes de secrelarcerca de 150 U de (t-amilase por nU , 
val or este comparável com o sec re tado pela levedura anulo­
I iti ca ScI/lvanlliomyces allll vius_ 

Neste caso. como no cDNA util izado . a regi ão codifi­
cadora do peptidco sinal de (t-a milase es tá quase to talme n­
te ause nte : muito provavelmente as mensagens responsávei s 
pela sec reção da o: -amilase pela levedura são os mesmos 
sinais responsáveis pela sec reção do fator o: (Astolfi Filho 
etal _ 1985) _ 



FI G . l , Representação esqu emátIca do pl asmldeo rccomblnanle 

pABC1 . Es te pl as m fd eQ é d otlv ad o do pUB 11 0 c pATl 5J. 

e co nt é m o gune de Q·a mlla se d e 8 ",cllItJS sp . 

orilpBR322) 

pABCl 
llO,7 Kb) 

E 

p 

\ 

r 
R 

Promotor , ATG e SIna is de secreção 
do gene MF cx.l 

BIS 

Termlnodor 
do l ronscrico-o 

BI S 
E 

R 

RECEPTOR 

RECOMBINANTE 

H idrólise d e amido em placa . Most ra-se a d egrad ação d e 

am ido fo rm ando ha los tfp icos, em pl acas d e L-ága r conten­

do 0 .5 % d e amido . apôs colo ração e m va por d e iodo. O 8 a· 
cll/us r~omb i nanle c ontém o pla sm id eo pABC 1, e nqu anto 

o recepto r esta transfo rm ad o com o plasm fdeo pATUB5 
ut ilizado como veIcu lo de clonagem mol ecu lar . 

FIG. 3 . Represe ntação esque má t ica do plasmídeo pESA. Est e pia s­

mfdeo cont ém o c ONA Q·a m ilase pancreá t ica d e camundon­

go , e é c apaz d e conferir a t ividade a m iloHtica a cé lula, de 
SiJcchiJromyces cerev/$/ae. 

p 
E:·:.:·:·:·:·:·l ---<o DNA de pBR 322 

~ ---<o DNAde21' 

c::=::J -----e ONA cromos.de levedura 

_ ~C-ONAde O(.. - omllase 

95 



96 

REFERf:NCIAS 

ASTOLFI FILHO. S.; GALEMB ECK. L V. ; FARIA. LB . & F RA S· 
CINO. A.C.S. Stabl c )' cas t lransfomlants th :ll sccrc tc func ll onal 
a:-amylasc encoded by cl oncd ma usc pancrcactic cDN A. Arti ­
go submetido ao periódi co Biotechnology ( 1985>. 

LEHTOVAAR A. P. ; ULM ANEN. I. & PALVA . I. In vivo IrJ",CTIp· 
lion initl ation and te rm inati on sites af an Q-amy lasc gene from 
Bacil/u s amy/oliquefaciens doned in 8 acillu r sub riJis. Gene, 
30: 11 -6. 1984. 

OHM URA. K. ; SHIROZA. T.; NAKAM URA . K.; NAKAYAM A. 
A. ; YAMANE. K.; YOOA . K.; YAMASAKI . M. & TAM URA. 
G. A 8acillu s rubt iJis secretion vec tor system dcrivcd from 
lhe 8 . su bnUs Ct-amyJasc promo te r and signal sequencc reglon. 
and sc crction af Eschen'ch ia coli J3-1 actamasc by lh e vecto r 
sySlcm. J . Biochem., 95 :87-93 . 1984 . 

PAL VA, I. MolecuJar cl oning af Q-amyJase gene [rom Bacillu s omy · 
loliquelaciens a nd ilS expression in B. subtilis . Gene, 19 :8 1-7 . 
1982 . 

PIGGOTTI . R.P.; ROSSITER. A.; ORTL EPP . S.A.; PEMBROKE. 
l .T. & OLLlNGTON. J .F. Ooning in 8acillus subl;/;s of . n 
ex tremei )' therm ostabl e a1pha amy lase ; compariso n with o th e r 
cl oned hea ts table alpha amyl ase. Bioch . Bioph. Res. Com .• 
122: 175-8 3. 1984 . 

ROTH STEIN. S.L ; LAZA R USo C. M.; SMITH. W.E.; BA ULCOMB c . 
D.e. & G ATEN 13Y . A.A. Sc crc tlon o r a wheat Q·anul a),C 
cxp rcs",cd in )' ca~ t. Nature , 308 :662·5 , 1984 . 

T HONSEN , K.K. Mo usc Q·amy l ~e .. y nl,h c"llCd b)' Sacchufomyces 
cerellisioe is rc le a~e d in lo lh e culturc lIl cdium. Carlsbcrg Rcs. 
Com" 545 ·55 . 198 3. 

TOSI. M.; BOV EY. R.; ASTO LFI FILHO. S.; BO OARY . S .; MU S· 
LE R. M. & WE LLA UER . P. Multlplc no n·allclic genc~ c ncodlng 
pancrr.c ti c f.shion. HffiO J " 3:2809-1 6. 1984. 

ULHOA. C.L ; SO UZA. M.B.N.S.; TEIXEI RA. S.M.R.; SILVA. S.L. 
B.; PEREIRA . I.S.; MENEZES . M.C.N.O.; LIMA . V.M.Q .G. & 
ASTO LFl FILH O. S. Ex prc"s io n and \cc rc tl on o r Bocillu s sp . 
Q'·amilasc ge ne in Escherichio co li a nd Bocillus sub tilis. In : 
IV JAPA N·BRA ZIL SYMPOSIUM ON SCIENCE ANO T ECH· 
NOLOG Y. Rio de Janeiro . 1984 . Resumos . . . Acadcmia de 
Ciências d o Estado de São Paulo , 1984 . p3 2. 

YAMAZAKI. H.; OHM URA . K. ; NAK AYAMA . A.; TEKEICHI. Y. ; 
OTOZAI. K.; YAMASAK I. M.; TAM URA . G . & YAMAN E. 
Y. Q'·amylase ge nes (am y R2 and am)' E + ) f To m an Q·:un ylase 
hy pe rproduc ing Bocil/ur ruh tilis s t rai n ; mo le cular cloning and 
nucJcoude seque nccs. J . Bacteriol .• 156 :327·37 , 1983. 



PROGRAMA DE PESQUISA APRESENTADO 
PELOS PARTICIPANTES 





MICROI'ROPAGAÇÃO 00 ABA CAX I IN VITRO 

A propagação do abJ caxi é rClla , usuaJmclllc , utlll lan · 
do·,,, muda, de vári os tipos: co roa , fi lho te c rebentão . Outro 
método q ue pode se r uti lizado é a mlcro pro pagação , que 
consiste na regeneração de plantas a parur de ge mas axi la· 
res, culuvadas em meio nUlritJvo intéuco, em condlçôcs 
defil1ldas . Um problemJ encontrado no melh o ramen to 
ge néuco do abacax i é a mu ltiplicação de plantas se lee i na· 
das a parur de mu das convenc Io naIS. A mJcropropag;lção 
in vilro JprCSCI11 3-SC corno aJtcmaliva Cficlc llle para a pro­
pagaçJo rap lda do abacaxi , vis to q ue diver;os aut o res já 
conseguiram alta frequê ncia de regene raç1fo de plantas 
através d" exp lames de ge mas axilares. O Centro NaCIo nal 
de Pesqu l a de MJnd ioca e Frut Icultura , da EMBRAPA , 
está desenvolvendo , em Cru z das Almas, Bal1la, pesqui sas 
de micro propagaçJo do abacax i in vitro, para apli cá· la na 
multipli caç:io rápida de plant as se lecionadas no programa 
de melho rament o ge né ti co e no intercâmbio de ge rmopl as· 
ma. Ge mas axilares são cultivadas, inicialmente , em meio 
líquido , contendo mac ro e microelementos (M urashige & 

Eng~.agr~, M.Sc ., EMBRAPA/CNPMF, c.P. 007, 44380 Cruz 

das Almas. BA . 
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Skoog 196 2) , ac rescido de (30 g/ I) sacarose e vita minas 
(meio I ), co m ponte de papel de filtr o . Após a dife rencia· 
ção dos explan tes , e tes são tran sferidos pa ra novo meio de 
culuvo de compos ição idêntica ao anteri or, suplement ado 
com (em mgJ l): ága r, 7 .000 ; ANA O,2 ; e BAP 0 ,2 (meio 2). 

As bro taçOes desenvolvidas sJo re pi cadas individual · 
men te, para recipie ntes contendo o meio I acrescido de 
0 ,7% de ágar. Nestas condições, oco rrem o enr aizame nto 
das b ro tações, fo rmand o plântulas que são transplantadas 
para uma mis tura contend o soloe vermiculita (es tenlizados) 
e colocadas em condições de casa de vege tação. Através 
dessa técnica , consegue· se a regeneração de 10-15 plantas 
por ex plante illlcial . 
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PRODUÇÃO DE HAPLóIDES DE CACAUEIRO 
PELO CULTIVO DE EMBRIÃO DE SEMENTES 

CHOCHAS IN VITRO 

Ltli z Holwrlu 1\I"rtill ~ Pinto l 

Antuniu V,dniallu Prft ·i ra do:o> S' llll t)~2 
j\ 1t·::-... ia~ GOllz~l ~a Prfl 'ira l 

CI.:raldo Athlllli C~lrl f' tt ul 

INTRODUÇÃO 

A hetcrose no cacaueiro tem grande importância no 
meUlOramento de sta espécie. Ela é aproveitada, especial· 
mente , através da formação de variedades 11Ibridas, pois é 
es te um dos mé todos de melhorament o onde se procura 
tirar proveilO deste fenômeno. 

Os híbrid os de caca u atualmente desenvolvidos são 
resultantes de cruzame ntos entre clones (materiais hetero­
zigotos), se ndo , portanto , altamente he terogêneos; é muito 
difícil prever produção , suscetibil idadc a doenças e pragas 
etc ., embora sejam vigorosos e precoces. Grande sucesso na 
produção de híbridos poderia se r alcançado com a cultura 
do cacau se fossem utiliza das linh as puras na sua ob tenção . 
Conside rando-se, no entanto , o grande dispêndio de recur­
sos humanos e financeiros, além do grande período de 
tempo, Il ecessá rio para a produção de tais linhas puras a 
partir de autofec undaçôes s ucessivas, a produção de haplói ­
des duplicados parece constilUir a via mais indicada para 
o bter esta homozigose (Dublin 1978). 

A ob tenção de haplóides duplicados de cacaueiros foi 
estudada por Dublin (1973a, b, 1974, 1978) como uma alter­
nativa para a obtenção de plantas homozigotas em curto 
espaço de tempo , com fin s de melhoramento do cultivo 
(produção de hlbridos), além do interesse em estudos cito­
genéticos . 

Uma altemativa para a obtenção de haplóides é a par­
tir das sementes chochas , comumente encontradas no meio 
de sementes nonmai s, pois há uma relação entre a percen­
tagem de hapl oi dia e o ca ráter se mentes chochas (Dublin 
I 973a). 

A percentagem de sementes chochas na mesma cul­
tivar é variável entre frutos , lotes de frutos e entre origens 
genéticas (Amelonado, Trinitários Alto Amazônicos 
Híbridos Amazônicos). Normalment~ encontram-se as per: 
centagens maiores nos fr utos procedentes de hibridaçôes 
interespecíficas (T. caca o x T. grandiflorllm) ou intergené­
ri cas (T. cacao x Herrania) (Dublin 1973a). A produção de 
se mentes chochas pode também ser induzida atraves de 
polinizações, 24 horas após a abertura da flor (Dubli n 
1973b). 

Divisão de Ge nética, CEPLAC-CE PEC. 

Divisão de BOlânica, CEPLAC- CEI' EC, c.P. 7,45600 habuna , DA 
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O prese nte trabalho tem como objetivo obter e est u­
dar plantas hapl óidcs ob tidas a partir dos diversos genótipos 
eX Isten tes no Banco de Ge nmopla'ma do Cen tro de Pesquisas 
do Cacau (CEPLAC-CEPEC), bem como est ud ar as obtidas 
a partir dos hlbrid os exis tentes, com a finalidade de est udos 
citogenéticos e de melhoramento do caca ueiro, através da 
obtenção de linhas puras. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Se rão utilizados clones de boa habilidade combina­
tória e com carac terísticas agronõmicas superiores, exis ten­
tes no Banco de Genmoplasma do CEPEC . 

Os métodos utilizados para a obtenção das sementes 
chochas se rão os seguin tes : 

I . A sim ples obse rvação e coleta das se men tes cho­
chas, que ocorrerem naturalmen te (Dublin 1973a). 

2. Obtenção de sementes chochas, através de cruza­
mentos interespec íficos (T. cacao x T. grandiflomm) e 
intergenéricos (T cacao x Herran;a) (Dublin 1973a). 

3 . Obtenção de sementes chochas, através de polini­
zação em flores, 24 horas após sua abertura e emasculação 
(Dublin 1973 b). 

Considerando que nem sempre os embriões de semen­
tes chochas têm capacidade para germinar em condições de 
sementeira, a cultura desses embriôes in vitro é uma ferra­
menta importante na obtenção de haplóides a partir destas 
se men te s (Jensen 1977 , Raghavan 1977 , Day 1980). 

A determinação das plantas haplóides será feita pelo 
estudo de : 

I . densidade es tomática; 
2 . comprimento das células-guarda ; 
3. número de cloroplastos das cél ulas-gu arda ; 
4 . desenvolvimento geral da plãntula ; e 
5. contagem de cromossomos nas folhas, gemas e 

ponta de raizes. 
A manutenção destas plãntulas haplóides, devido à 

sua debilidade , é feita enxertando-se em plantas haplóides, 
podendo ser realizada na fase cotiledonar ou em plantas de 
até 6 meses de idade (Dublin 1974). 
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CULTU RA DE ANTE RAS E EMBRIÓES IN VIT RO 
COMO APO IO AO MELHOR AMENTO 00 T RIGO 

NO CNPT-EMBRA" A 

\ laria I n ' l l!' U. dr· ~ 1. Fj ' rn ;t lld f"~ ' 
Vtllu l. ·rI ,·j 11; , H. C~w l óJ lI l)l 

Hapl6ides s ITo indi vídu os que apresenta m um s6 ge no­
ma c, em gnal , o ri gill :Jm-sc de gametas que não fo ram fcru ­
li n dos_ apresenl am probl emas de este ril idade porque, na 
meiose, não h" paream enlo . O uso da colehici na , na dupli ­
cação dos c romosso mos, reslau ra a fe rtilidade , permitindo 
o parcamen lo regul ar, a formação de game las bal anceados 
e a produção no rmal de se menles. 

O pOlencial dos haplóidcs pa ra o melho ramenlo 
basei a-se na possibilidade de o ble r, em uma ge ração, a 
ho mozigose, que levaria de oilo a nove ge raçOc s pa ra ser 
atin gi da, pe los mélodos trad icionais. 

bn ou tu bro de 1979 , co m a co ns ulto ri a do Dr . E. 
" ica rd , de Orsay, fo ram cul tivadas an leras de trigo , pela 
pri meira vel , no Ce n tro Nacio nal de Pesq uisa de Trigo 
(CNPT) da EM ORAPA , em Passo Fund o. 

Em 1980 , fo ram avaliados meios de cul tu ra e a duração 
ideal do choque té rmico , par" m aio r pr od ução de embri ões 
(M o raes-Fernandes & Pi card 1983). 

Para a o btenção de plan tas hapl6ides , as an te ras com 
grãos de pólen uninucleados são colocadas em meio de cul ­
tura , O q ue in d uz a embriogênese . Ap6s 4-8 semanas , os 
emb ri ões são transfe ri dos para o meio de regeneração , 
o nde desen volve m as pl an ti nh as ve rde s (± 8 semanas) . Após 
sere m aclimatad as fora do tu bo de ensai o, é e fe tuada a 
con lagem dos c romossomos : as plan tas au tod uplicadas 
espontaneamente se rão levadas a té a colheita normalmen te , 
enqu ant o as haplóides são tra tadas primei ro com colehinina . 
Nova multipli cação é efe tuada após a coUleit a, quan do é 
fe ita a avaliação a campo. As li nh age ns mul ti plicadas são 
colocadas em ensaios, ce rca de I ano e dez meses após a 
cultura. 

A Fig. I ilustr a o proce dimento para o btenção de 
plan tas haplóides de tri go, medi an te cultura de anteras . 

T rês ge nó ti pos mos traram até o momento excelente 
" capacidade an droge né tica" (N B ·3/ AG/ NB·3 ALD) , (A LZ 
II O/ IAS 54 ·2/6/TP/4 /TZPP/ SON 64/ NAPO/ 3/C lANO/5/ 
PF 6968) e (TP/4 /TZPP/ SON 64 / NAPO/ 3/C IANO/5/PF 
6968/HAD/ SEL!J ACU Í/7/CO PUSU DIV 18088/8/ LO/ 
CNT I / LD · 2/A LO SIB/ 31/AC 5 / HAD SEL) , pois fo ram os 
mai s e fi cientes na produção de em bri ões e pl an tas hapl ói­
des . 

8 .S. em Hist6ria Na lu wl. D r~ em Genética. EMBRAPA/CNPT, 
Passo pundo , RS . 

1 E lIg?' 3g r~ . Doutor em Agronomia, EM DRAPA /C NPT. Passo 
f undo , RS. 
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Na Tabe la I "parece m os números de ge nó tip os 
avaliados em cada an o e os núme ros dos que apresentaram 
" capac idade andr ogené ti ca." 

Na Tabela 2 são apresen tad os resul tados q uan to ao 
núme ro de li nhagens o btidas , avali adas, multipli cadas e 
colocadas em ensai os de rendimento em cada an o . 

TAB ELA 1. Núme ro do gen6t ipos que produziram plantas verdes 
após cultura. 
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Na Tabe la 3 podem se r visualizados os res uJt ados 
obtidos pe las linh agens dupl o·hapl óides nos ens ai os pre limi · 
nares de ren dimento . on de pode se r ve rificado que al gumas , 
co mo PF 8 1301 9 e PF 823 011 , mostra ram produções equi· 
valentes às das melhores tes temunh as , o que indica a viabili · 
dade do uso des ta me todologia no melh o ramen to do tn go . 

A metod ologi a da cultura de emb riões in vi!to está 
sendo utili zada no CNPT no program a de utili zação do ge ro 
mopl asma de espécies afi ns. 

A hibridação interespec ifi ca é um recurso a se r utili · 
zado qu an do não se encontra . nas çuJti va res ru sponive is. a 
vari abilidade necessá ria para a identifi cação d os ge nes úteis, 

TABEL A) Rft,,'udcu o.bl1doo "* ..... 1""("_ .,. IIn".,.... .,,,,, lo· I\..,IOodn. CNI'T . 1982. 1983 . 19a... 

NOI,nn~ ~-'. 

' .... A ltu· . N O d," ,Il" '""'~nto 

"., 
PF 8' 3001 , OH "'7 " . 7 
PF 813001 , OH '" 70 . 7 
Pf 81300J • OH 36J .. .' PF 813004 'OH 7 .. " " Pf 81300s 'OH '" 70 95 
PF 81 'OH Jn 70 .. 
PF 813007 

• OH 
JJ6 " ., 

PF 813008 
• OH "" 7S ., 

Pf 813000 10 O ... ." . 0 " PF 8'3010 11 O~ '" 90 " '1'81)011130 .. . .. .. 95 
Pf 813012 14 OH 758 .0 " Pf 81301315 OH ,,, . 0 " PF 81301 4 17 OH , 131 as " PF 8,J015100H ... 85 " Pf 81301616 OH I LJ05 '00 " Pf 81301118 OHl 1413 70 95 
PF 8'3018:?8 OH] , 416 70 95 
PF 8,)01918 OH3 "'" 70 95 
Pf 81302014 OH I ,.., 

'00 " PF 81302 1 l' OH] .... '00 70 
TH1emuM. 
PAT 7391 "" 90 In 
CNT . J9' " .7 
IA C 5 .... .. " ,..., 
PF 82301 I 35 OH. J J06 .0 .. 
Pf 82)01] 35 QH b Jm 80 .. 
PF 823015 37 OH. '.519 ., .7 
PF 823016 31 OHI) , .. , ., 87 
PF 813011 40 OH 2611 .0 ., 
PF 823021 40 OH 2.361 80 9J 
PF 823028 44 OH , 060 " .7 
PF 82lO4O 5\ OH ',69J 80 .. 
PF 823G42 503 OH "" 80 87 
PF 823043 SJ OH '-"7 '0 . 7 
PF 823046 SS OH , J8' ., 

87 
PF 823G41 !>6 OH li'" 90 ., 
PF 823OS 1 58 OH , ... , 90 'J 
PF 823051 58 OH '3" 90 ., 
PF 81JQ'SS 19 OHl 1.269 ., ., 
PF 823056 29 OH) " .. T tst..-nuM.s 

., ., 
PAT 7391 J .J08 '00 7' 
CNT ' 1.8507 ., B7 
JAC 5 - Ma"n~ , .,. , .. 7. , ... 
PF 823011 3.751 "" , .. 
PF 82"3012 '369 "O ". PF 813032 " ,. "O 
T"'lmun ... '" 
OH. J .980 "O ' .. IAC5 2.607 .. 'J M,nu .... o8'1 3.542 85 'O, 

. ~ 

8 . 
~ 

ou quando se desejam divers ifi ca r ge nes para urna caracte­
rístic:J . A cs t ra h~gia de tran sfe rênCia, no c~o dos c ru zamen· 
tos inte respedfi cos, depende fundamen tal ment e do sis tema 
ge néti co da espéc ie afi m , po rt adorJ da c:H:Jctc rísti ca dese· 
jada e não da cafJc tor is ú ca e m si. Exü tcm grandes di fl c ul · 
d ades que são inere ntes à me todologia , talS como, baixo 
sucesso nos cruzament os, nl:ccssld:Jdc de cultura de (" m­
briões e a ocorrencia de inte rações que podem suprimir o u 
li mi tar a ex pressão da resis tencia . 

Na Fi g. 2 o proced im en to utili zado para a Lransfe rcn· 
cia de gene de re sis tência presente em Aegilops sqll tJrrosa é 
aprese n tado . 

Doze linh agens sint é ti cas fo ram de te modo o búd as 
no CNPT. PF 804001 e PF 8 0400~ são fontes de reSlS tencia 
à fe rruge m do colm o, PF 83400 1 é fon te de reSIS tência ao 
o idi o : PF 844004 c 844005 s50 fo ntes de ros is téncia à 
fe rrugem da folh a. As oulras e tão se nd o mulliplicadas para 
avaliação . 
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FIG . 2. Ilustração do cruzamento entre T. durum 12n : 28, AABB) 

co m Aegtlaps squarrasa 12n = 14 , 00 ). O e mbrião h(brtdo 
produz ido dev e ler cultivado In vltra, dev ido à degeneraçâ o 

do e ndosperma, A pl ant inha result an te tem seus cromosso' 

mos duplicados com colquicina. a t ingindo o número de 
2n :c 42 e a constituição genômica do trigo atual (AABBOO) . 
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DATURA INSIGNIS, BARB, RODR. : CULTURA 
DE TECIDOS, ULTRA-ESTRUTURA FOLlAR 

E OBTENÇÃO DE PROTOPLASTOS' 

M.A· I::" I" il",I' 
F.C. Miglll·n :,2 

lU l. Mac h",lu' 
C.C . Co, t,, ' 

A Darura imigl/is, Barb . Rodr. apresent a 0 ,30% de 
escopolam ina e 0 ,02% de hiosciamina em suas folhas 
(Rizzini & Bastos 1956) . 

Fo lhas jove ns, de 8 a 11 cm de compriment o , re tira· 
das de plantas cultivadas no campo, foram usadas para 
est ud os da estrutura e da ultra- es trutura , bem como para 
isolamento de protoplastos. Os fr agme ntos examinados em 
microscopia ó tica foram fixados em formol-ácido acé tico­
-ál cool e corados com fucsi na básica-hematoxil.ina. Os 
fragmentos des tinados à observação por mi crosco pia 
eletróni ca de varredura (MEV) foram fixados em g1utaral­
dcído 2,5%, paraformaldc ído 2%, em tampão Cacodilato 
0 ,05 M, c pH 7,2 (Kamovsk 1965), durante 2 horas, no 
vácuo , à tempe ratura ambien te . A desidra tação foi feita em 
sé rie alcoólica , e as amost ras foram secadas pelo ponto 
crítico do dióxido de ca rbono e recobertos, por "spulterin g", 
com uma camada de 20 nanômetros de ouro (C lauert 1980) . 
As folh as das quais isolamos os protopl as tos fo ram desinfes­
tad as por imersão em uma solução de hipocl orilO de sôdio 
a 0,53%, durant e 15 minutos, e em e tanol 70%, du rante 
2 minutos . Após a desinfestação,a epiderme inferior foi 
removi da e a prc- pl asmólisc foi realizada em meio CPW 
contendo 13 % de Manitol , durante 60 minutos (Reine rt & 
Yeoman 1982). O isolamento dos proto plas tos foi feito em 
soluçãO enzimáti ca contendo Celulase Onozuka R I O 2%, 
Pectolyase 0 ,2%, em meio CPW com 13% de Manitol (Na­
gata & Ishii 1979). Os protoplastos isolados foram se para­
dos por flotação em meio CPW com 2 1 % de sacarose . Os 
fragmentos que deram o rigem à cultura de tecidos foram 
desinfestados, como desc rito anteriormente , e , em seguida , 
colocados em meio MS (Murashige & Skoog 1962). A lâmi ­
na foliar , vista em cortes transversais, apresenta epiderme 
mais espessa na superfície adaxial que na abaxial, há estô­
matos anomocísticos em ambas as faces, o parênquima 
paliçádico constitui- se de células cilíndri cas , e O lacunoso 
é estratificado em até 5 camadas. Obse rvou- se uma camada 
de célul as coletoras entre es tes dois parênquimas, al ém de 
inclusões em forma de drusas, possivelmente de oxalato de 

Pesquisa parcialmente financiada por UF RJ -PllV/CNPq/ FINEP c 
BIOMATRIX . 

2 In "' titulO de Bioflsica. Uf RJ -PBV . 
3 Jardim BOI<Ínico do Rio de Janeiro. 
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cálcio , no parênquima pali çádico . Nas cel ulas cole toras e 
no parênq uim a lacun oso, em ambas as epidermes, há trico­
mas tectores e capit ados. Es tri as epicuticul ares também 
foram observadas em ambas as superflcies das folhas. 

Os ex pl antes foliare s colocados em meio de MS , no 
escuro, deram origem a "calo" de aspecto claro e friável , 
com célul a, arre don dadas. Na MEV, peças submetidas à 
fratura em nitrogê ni o líquido mostraram que as célul as do 
parénquima lac un oso es tão em nítida prolife ração . Outros 
cx plantes deixados sob iluminação , em meio LS (Unsmaye r 
& Skoog 1964), deram origem a raizes c calos; entretan to, 
quando submetidos à abstenção de luz, apenas observou-se 
a formação de calos. Os protoplastos ob tid os, na concen­
tração de 10· / ml , aproximadamente , aprese ntavam c1oro­
pl as tos adjacentes à membrana celular , com vacúolo ce ntral 
e aparentemente integro , e totalmente desprovidos de 
parede ce lul ar, sendo es ta a morfologia tipica de uma célul a 
isolada e viáve l (Fowke& Camborg 1980) . Quando observa­
dos por MEV , apresentavam dobramentos da membran a 
ce lular , provavelmente devido à plasmólise, inerente à me to­
dologia de isolamento , e também à retração do processa ­
mento para MEV. Estes dados gerais sobre a estrutura da 
fo lh a e dos protoplaslOs foram o btidos COmo base para os 
próximos trabalh os de ultra-es trutura, que acompanhara:o 
os est udos de isolamento e fusão de pro topl astos. 
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CONSERVAÇÃO DE GERMOPLASMA VEGETAL 

Mari sa de Coes' 

A consclencia da necessidade de preservar recursos 
genéticos é hoje um a realidade mundial . No caso dos vege· 
tais , que na maiori a das espécies se propagam por via sex ual , 
exis tem grandes coleções de germoplasma se ndo conserva· 
das na forma de sementes, em câmaras co m baixas tempe· 
raturas . As espécies, cujas semen tes têm curto período de 
viabilidade, ou não se reproduzem com facilidade por via 
sex ual e que são, normalmente, propagadas por via vege ta· 
tiva, também co rrem riscos de pe rdas. Para manter es tas 
espécies, a melhor técni ca di sponível, atualmente , é a con· 
se rvação in vitro, que, apesar de não se r o método defini· 
tivo e não possuir metodologia para todas as espécies, apre· 
senta·se como um recurso mais seguro do que a conservação 
a campo. O uso deste método permite manter o ge rm oplas· 
ma livre de danos causados por fa tores edafoclimáticos, 
pragas e doe nças, alé m de conservar grandes coleções em 
pequenos espaços sob controle . em laboratório , libe rando 
as áreas de cam po para ou tras atividades. A conse rvação de 
gemlOplasma in vitro engl oba 2 tipos de coleções, de acordo 
com o Comitê de Orientação para Conserv ação In Vitro, do 
lnternationaJ Board for Plant Cenetic Resources, IBPCR 
(FAO 1982): 

I. Coleção de base in vitro - É a conservação de 
germoplasma a longo prazo através de criopreservação. A 
técnica consiste, basicamente , em tratar o tecido com um 
crioprote tor , que pode se r o glicerol , DMSO , prolina e 
outros, ou mesmo uma mistura deles, e, a partir daí, promo· 
ver um congelanlento lento e controlado até ·700 C. Poste· 
riormente, é imerso em nitrogênio l íquido , o nde é mantido 
a · 196 0 C por tempo indefinido. O descongelamento é feito 
também sob controle, até atingir a temperatura ambiente. 
A coleção de base in vitro não é usada para in tercâmbio . 

2. Coleção ativa in vitro - O germoplasma é mantido 
em crescimento mínimo sob condições controladas, repi· 
cando periodicamente . podendo se r usado para multipli· 
cação , avaliação, indexa ção, distribuição e intercâmbio . 
Este é o tipo de coleção de germoplasma existente atual· 
mente na maioria das instituições que trabalham com con· 
servação in vitro . 

O Centro Nacional de RecursosCenéticos·CENARGEN, 
começou as atividades de conservação in vitro em 1980, 
trabalhando inicialmente com mandioca (Manihot esculen· 
ta) e batata (Solanum tuberosum). A coleção engloba, hoje , 
além dos produtos iniciais , a batata· doce (Ipomea batatas) e 
o cará (Dioscorea sp .), totalizando 1.086 acessos (Tabela I), 

I Eng~ .• gr", Pesquisadora EMBRAPA/CENARGEN, C .P . 102372, 
70770 BraSlli • • DF. 
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TABELA 1. Cresc imento das coleções de germoplasma in viero. 
expresso em número, de acessos . 

Produto/ano 1983 1984 1985 

Mandioca 120 210 725 
Batata 82 102 230 
Batata-doce 84 96 
Cará 11 12 35 

Total 213 408 1.086 

mantidos em 2 câmaras com capacidade total de IS .OOO 
acesso , sob condi ções de temperaturas de 20·2SoC e S·IOoC 
para plantas de climas tropical e temperado , respec tiva· 
mente, e lumin osidade próxima a 2.S00 Lu x. 

O germoplasma conservado in vitro provém de meris· 
temas de plantas originadas de coletas ou intercâmbio , 
visando a manter a estabilidade genética. O meio de cultura 
comumente usado consiste em sais de Murashige & Skoog 
(1962), acrescidos de vitaminas , sacarose e regu ladores de 
crescimento, em quantidades variáveis de acordo com a 
espécie e o tecido usado . A diminuição dos níveis de saca· 
rose e o uso de baixa luminosidade têm promovido o 
aument o dos intervalos de repicagem, que vari am de 6 me· 
ses até 2 anos , de acordo com a es pécie e as plantas da 
mesma espécie. Além das ativi dades de conse rvação de gero 
mopl asma, a equipe vem pesquisando meios de cultura para 
preservar CO/oeasia e espécies selvagens de Mallihol. assim 
como, desenvolvendo projetos na área de criopreservação, 
indicada , hoje, como ideal para a conservação de germo· 
plasma. 
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