EMBRIOIDES EM
PLANTAS SUPERIORES

mbrioidogénese é uma forma

peculiar de formacio e de-

senvolvimento de um

esporofito, num processo de

reproducio homofisico

(esporofito-esporofito). Con-
siderando-se o embridide como uma
unidade estrutural de reproducao, pode-
riamos falar no tipo embrioidogénico de
reproducao assexual, como propode
Batygina (1987). Maheshwari (1950), um
dos embriologistas mais influentes deste
século, foi um dos primeiros a notar
algumas diferencas entre embrides ad-
venticios e sexuais. A descoberta de uma
estrutura semelhante a um embriao, em
culturas de tecidos in vitro de Daucus
carota (cenoura) por Steward et al. (1958),
suscitou grande interesse biolégico e
estimulou o desenvolvimento de uma
série de estudos posteriores, associados
com a diferenciacao de embridides, em-
brides foliares, gemas adventicias, os
quais culminaram com diferentes e
instigantes conclusdes. Com a andlise
dos dados disponiveis, foi possivel esta-
belecer uma caracterizacao mais com-
pleta do “embriéide”, e consolidar a
hipétese da embrioidogénese como um
modo especifico e peculiar de reprodu-
¢ao esporofitica.

Embriéide, na definicao de Batygina
(1988), é uma estrutura bipolar seme-
lhante a um embriao, com o desenvolvi-
mento conjugado de apices caulinares e
radiculares, em suma o rudimento de um
novo individuo. Forma-se
assexuadamente a partir de uma célula
somdtica, mas pode também originar-se
de um complexo celular embridnico,
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originado a partir de um meristema pri-
mario ou secunddrio. Os embridides di-
ferem dos embrides sexuais e apomiticos
nao apenas por sua origem distinta, mas
também por uma diferenciacio mais
lenta e irregular, notadamente nas fases
iniciais do seu desenvolvimento. De um
modo geral, pelo menos os casos descri-
tos do fenémeno da pseudoviviparidade,
associados com a formacao de gemas e
embrides foliares, poderiam ser
categorizados como embridides.

O principal critério para distinguir
embridides e gemas adventicias nao se
situa na diferenca de origem, mas no fato
do embriéide nao ser parte da planta, ja
que estes nao estio conectados com o
organismo materno por um sistema
vascular comum. Embriéides originam-
se em diferentes estruturas, e nos mais
diversos estigios do desenvolvimento
ontogenético, desde as fases iniciais,
como no zigoto e embrido, até as estru-
turas florais, tanto in situ, in vivo quanto
in vitro.

Considerando o processo
embrioidogénico de reproduciao, é pos-
sivel estabelecer as seguintes categorias
de heterogeneidade- em sementes: se-
mentes contendo embrides sexuais; se-
mentes contendo apenas embridides
originados a partir do espordéfito mater-
nal (embrioidogenia tegumentar e
nucelar); sementes contendo embridides
originados do  esporoéfito-filho
(embriogenia embridnica); sementes con-
tendo embrido sexual e embridides de
diferentes origens.

A producio de embriéides mostra-
se promissora ferramenta para utilizacao



em programas de melhoramento vegetal
com fins diversos. Na “exploracao” dos
diferentes niveis de variabilidade visan-
do a obtencao de genétipos melhorados,
a selecio de embridides amplifica e
otimiza o trabalho de selecao. Em deter-
minadas plantas, como os cereais de
interesse agricola, os embridides podem
ser repicados para um novo meio de
cultura, passando a produzir grande
quantidade de material vegetal. A partir
deste material, calos embrioidogénicos
podem ser selecionados para o desen-
volvimento dos chamados embridi
adventicios secundarios. Estes embr
apresentam um padrdo de diferenciacio
similar aquele observado nos embridides
primdrios, que sdo aqueles obtidos dire-
tamente da cultura de partes do espordfito.
Uma das mais significativas contri-
buicdes do cultivo de embridides, que
abriu um enorme potencial para os pro-
gramas de melhoramento vegetal, bem
como para pesquisas basicas e aplicadas
em genética, refere-se a cultura de anteras
para producio dos embridides. Estes
embridides, originados a partir dos graos

de podlen, desenvolvem plantulas
hapléides. Os estudos pioneiros na area
foram desenvolvidos por Shimakura, em
1934, e Guha & Maheshwari, em 1964
(ver Bhojwani & Bhatnagar, 1981). Para
obtencio de hapldides a partir de
micrésporos ou graos de pélen, em geral
cultiva-se em meio nutritivo asséptico
toda a antera. Na cultura de anteras,
dependendo da espécie e da composi-
cao do meio, o grio de pdlen pode
originar diretamente os embridides, ou
inicialmente produzir um calo, a partir
do qual poderio ser regeneradas as
plantulas hapléides. Temperatura, idade
da planta, idade da antera cultivada e
composicio do meio de cultura sio os
fatores que mais significativamente in-
fluenciam o resultado no processo de
producio de embridides hapléides.

No processo de microsporogénese,
o padrio de divisio dos micrésporos é
assimétrico, originando uma pequena
célula geradora e uma célula vegetativa
proporcionalmente bem maior. Assim,
inicialmente questionou-se a origem dos
embriéides produzidos a partir de cultu-

ra de anteras: o espordfito formado ori-
ginou-se da célula geradora ou da célula
vegetativa? Apo6s detalhadas investiga-
coes citologicas, mostrou-se que em di-
versas espécies a célula vegetativa e a
geradora sio formadas normalmente, e
que os embridides sido derivados da
célula vegetativa. Diversos estudos pos-
teriores confirmaram este processo, con-
tudo a ampliacdo das investigacdes acres-
centou novas informacdes, demonstran-
do que através da cultura de anteras o
micrésporo pode formar esporofitos atra-
vés de trés vias distintas:

1. A célula-mie do micrésporo so-
fre uma divisao simétrica, nao diferenci-
ando células geradora e vegetativa, e as
duas células contribuem na formacao do
esporofito;

2. A divisao é assimétrica, e o
esporofito origina-se da célula vegetativa,;

3. A divisao é assimétrica, e tanto a
célula geradora quanto a vegetativa con-
tribuem na formacio do espordfito.

Independente do padrio de divi-




sdes iniciais, uma massa multicelular é
formada. Em determinadas espécies, esta
massa celular gradualmente assume a
forma de um embrido globular, e expe-
rimenta um processo posterior de dife-
renciacio similar aquele observado no
processo de embriogénese normal. Atra-
vés desta via, uma Unica planta haploide
¢é derivada de cada micrésporo. Na mai-
oria dos casos, contudo, a proliferacao
de células conduz a formacao de um
calo, a partitr do qual numerosos
esporofitos podem ser diferenciados, os
quais podem ser mixpléides (2n, 3n ou
mais), em decorréncia do conhecido
fendmeno da endopoliploidia em célu-
las de calos.

Os diversos griaos de polen no inte-
rior do microsporingio constituem uma
populacao altamente heterogénea gene-
ticamente; assim as plantas haploides
obtidas a partir da cultura de anteras
também vido externalizar esta
heterogeneidade. Se o fenémeno da
heterogeneidade é indesejavel, o proble-
ma pode ser contornado com a cultura
de grios de polen isolados. Em 1972
Sharp e colaboradores (apud Bhojwani
& Bhatnagar, 1981) obtiveram sucesso
na producio de clones hapléides a partir
da cultura de grios de pdlen isolados de
tomate. Posteriormente, Nitsch (1974) de-
senvolveu um meio puramente sintético
para originar plantas hapléides a partir
da cultura de graos de pdlen isolados. Os
ingredientes especiais deste meio de cul-
tura sao glutamina, L-serina e inositol, e
seu uso generalizou-se.

Uma vez obtido o espordfito
hapléide, este pode crescer normalmen-
te até o estagio de floracio, porém, em
decorréncia da auséncia de cromossomos
homologos, a meiose é aberrante, e con-
sequentemente niao siao formados
gametas normais. Para obtencio de plan-
tas férteis, é necessdrio induzir a
diploidizacdo, originando dipléides
homozigotos. Tradicionalmente usa-se a
colchicina para induzir a diploidizacao;
e mais recentemente tem-se usado a
tendéncia de endomitose observada no
crescimento in vitro de calos, como uma
técnica alternativa para a diploidizacao.

A importancia da cultura de plantas
hapléides para o desenvolvimento e am-
pliacdo do conhecimento acerca das
plantas superiores é enorme. A inducdo
de mutacoes em hapléides pode ser
facilmente detectada, ja que estes apre-
sentam um complemento simples de
genes, eliminando-se consequientemen-
te a interferéncia dos alelos dominantes.
Hapléides com mutacoes desejaveis
podem-entio ser selecionados e seus
cromossomos duplicados, obtendo-se
dipléides férteis numa dnica geracdo. As
plantas assim obtidas podem ser usadas
como fonte de tecidos hapléides, os

quais podem ser mantidos in vitro
indiferenciados, sendo ainda possivel
sua dissociacdo para producio de célu-
las hapléides livres. Estas por sua vez
passam a constituir valiosa ferramenta
nas pesquisas genéticas, fisiologicas, bi-
oquimicas etc.

A utilizacido de hapléides acelera e
facilita enormemente os programas de
melhoramento vegetal, cujos métodos
tradicionais envolvem o acompanhamen-
to de sucessivas geracoes, o que deman-
da, via de regra, um lapso de tempo
bastante longo. Nos ultimos anos, muito
progresso tem-se conseguido com a
inducido de plantas hapléides em espéci-
es de interesse econdmico, e suas linha-
gens diploidizadas sio freqientemente
usadas como fonte de homozigose nos
programas de melhoramento vegetal e
nos estudos bdsicos de genética.

A cultura de anteras é uma das
poucas ferramentas biotecnologicas que
ja consolidaram sua importincia e
aplicabilidade, contudo muitas espécies
botanicas mostram-se recalcitrantes, in-
dicando que o mecanismo pelo qual
gametofitos imaturos alteram sua via
normal de desenvolvimento, para origi-
nar direta e assexuadamente um
esporofito, persiste ainda com varios
pontos obscuros.

Certamente, com a sofisticacio de
equipamentos e novas metodologias,
muitas davidas serdo esclarecidas num
futuro breve. O interesse crescente na
embriologia vegetal e na biologia
reprodutiva das plantas vem consolidan-
do estes campos de conhecimento como
areas de cardter essencialmente
transdisciplinar e com um futuro bastan-
te promissor.

Atualmente, uma crescente deman-
da se incorpora e exige avancos que
podem ser encontrados na producio de
embriéides, hapléides ou nido. Tal de-
manda refere-se diretamente 2 conserva-
cao de germoplasma. E crescente a rela-
cao de espécies em eminente risco de
empobrecimento genético ou mesmo
extin¢ao. Nao raro métodos convencio-
nais de propagacdo mostram-se insufici-
entes ou inadequados, notadamente nos
casos de espécies arboreas tropicais. Um
crescente numero de espécies arboreas
vem sofrendo comprometimento nos seus
sistemas reprodutivos, muitas vezes de
dificil reversao, sendo nestes casos im-
prescindivel a interferéncia humana.
Nestas situacodes criticas, a producao de
embriéides pode representar uma alter-
nativa, mostrando-se como instrumento
indispensavel na protecio e manuten-
cao da biodiversidade global. A canela-
preta (Ocotea catharinensis), s6 para
citar um exemplo, € um destes casos
tipicos: exaustivamente explorada atra-
vés do simples extrativismo, teve sua

populacio drasticamente reduzida. Ou-
trora espécie de freqiiéncia bastante alta,
encontra-se hoje numa condicio critica,
com poucos individuos largamente dis-
tanciados na maioria das vezes, com
evidente comprometimento no seu siste-
ma de reproducdo natural. Mesmo em
populacdes naturais, problemas de con-
servacao podem surgir, como € o caso
da auto-incompatibilidade, registrada, por
exemplo, em alguns géneros de
orquiddceas. Charanastri & Kanemoto
(1977) citam que 68% das espécies de
Oncidium mostram auto-incompatibili-
dade. Clifford & Owens (1988) registram
dados semelhantes para as orquiddceas
dos géneros Lemboglossum e
Odontoglossum. Neste contexto, a pro-
ducio de embriéides pode auxiliar enor-
memente na manutencao € propagacao
das espécies, criando um certo alento
numa das mais graves consequiéncias do
desenvolvimento desequilibrado da so-
ciedade humana, que é a perda de um
inestimavel patrimdnio, singularmente
chamado biodiversidade.
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