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TANCIA DAS ESPECIES SELVAGENS COMO FONTE DE GENES
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Em meados deste século, a
producio por hectare de culturas
como o rigo, soja e arroz cresceu
cerca de 100% (tabela 1). Parte
destes incrementos se deve a

melhoria das condi¢coes de cultivo, po-
rém o avanco maior foi decorrente do
aprimoramento dos métodos de selecio
que permitiram um melhor aproveita-
mento da variabilidade genética presen-
te nestas espécies.

Por outro lado, a contribuicio do

Incrementos na produtividade de vdrias
criftiras nos LA enire TE50 1075
segiindo Prescott-Allern € 19588)

Cultura Incrementos em
Produtividade

(%)

Algoddo 188
Amendoim 295

Arroz 17
Baiata mn
Cano-de-aguor 141
Milho 3
Sojo 112
Trigo 115

germoplasma selvagem para esses avan-
cos foi pequena, embora caracteres do
tipo vigor e resisténcia a doencas, adqui-
ridos de espécies nio-domesticadas, te-
nham tido um grande impacto na produ-
¢do da cana-de-actcar. Outras culturas,
como o algodio e particularmente o
tomate, provavelmente nio estariam sen-
do cultivadas em tao larga escala, nido
fosse a introducio de genes oriundos de
espécies selvagens. A batata, por exem-
plo, esta entre as primeiras culturas que
se beneficiaram do germoplasma exoti-
co.

As estratégias que tém sido aplica-
das para expandir a variabilidade gené-
tica a partir da exploracao do
germoplasma selvagem sio a hibridacdo
sexual (interespecifica ou intergenérica)

Hibridagdo Somatica em

e, recentemente, a engenharia genética
(através da tecnologia do DNA
recombinante e das metodologias de
transformacao de plantas) e a hibridacao
somatica.

A hibridacio interespecifica tem sido
extensivamente utilizada, e o sucesso
deste método depende das relacoes
filogenéticas entre as espécies envolvi-

Pestos: anguive do aulor

Figura 1. Planta de maracujd frr eidfro

das no cruzamento. Esta afinidade vai
determinar a fertilidade dos hibridos e
conseqientemente o seu potencial para
utilizacdo em programas de melhora-
mento genético. Sucessivas geracdes de
retrocruzamento com o parental cultiva-
do sdo conduzidas no sentido de
introgredir a caracteristica selvagem no
parental recorrente e recuperar a
performance da espécie comercial. En-
tretanto, esse método é limitado em cer-
tas espécies por barreiras de incompati-
bilidade: os cruzamentos sio incompati-
veis ou ocorre a formaciao do zigoto,
porém ele é abortivo. Uma alternativa
usada para contornar esse problema
implica a excisdo do embrido imaturo e
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o seu posterior desenvolvimento in vitro.
Esse resgate tem facilitado, por exemplo,
a incorporacio de genes exéticos na
cultura da batata. As duas outras estraté-
gias incluem procedimentos
biotecnolégicos. A transformacio gené-
tica de plantas tem sido vantajosa quan-
do se dispoe das sequéncias de DNA a
serem transferidas, isto é, quando os
genes de interesse foram identificados e
clonados em um vetor, permitindo a
producio de plantas transgénicas. Entre-
tanto, ainda sao poucos os genes que se
tém disponiveis, e muitos deles, embora
ja  sequenciados e mapeados,
correspondem a DNAs de tamanho gran-
de, o que dificulta a sua clonagem e
transferéncia.

Por outro lado, avancos recentes
em pesquisa sobre cultura de tecidos
vegetais, especialmente sobre a regene-
racao de plantas a partir de protoplastos,
tém possibilitado a introgressio de genes
a partir da fusio de células somaticas.
Como resultado dessas pesquisas, um
amplo espectro de hibridos com respeito
a sua constituicio nuclear tem sido pro-
duzido. A hibridacio somadtica oferece
também a oportunidade de se combinar
citoplasmas diferentes na mesma célula.
Essas combinacdes nio podem ser pro-
duzidas por hibridacio sexual, pois o
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citoplasma materno é preferencialmente
herdado. Além disso, avancos na
tecnologia de fusao, incluindo-se a fu-
sdo assimétrica de protoplastos (o nua-
cleo da espécie selvagem ¢é fragmentado
antes da fusdo), tém contribuido para

Figura 3. Processo de oltencio de um
colomia de
células, calo, regeneracio de brotos,

hibridke somiédtico: [usao,
eletroforeses de isoenzimas pam sele-
cio de hibridos verdadeiros, planta
aclimatada, caracteristica da folha hi-
bricla intermedidria aos pais e metifase
mitditica do hibrido de mamcuji com
36 CroMOSSOmoS.

uma aplicacio mais imediata desta
tecnologia no melhoramento.

Isolamento e cultura de
protoplastos vegetais

Protoplastos sao células desprovi-
das da parede celular. A remocio da
parede se faz mediante tratamento
enzimdtico que, em geral, retne uma
mistura de enzimas capazes de degradar
individualmente a celulose, a pectina, a
hemicelulose ou outros polissacarideos
componentes da parede celular. Alguns
procedimentos sdo necessarios para se
obter protoplastos vidveis e em grandes
quantidades (veja revisio de Fungaro &
Vieira, 1989).

A fonte utilizada para o isolamento
de protoplastos é variavel e tem influén-
cia na sua obtencio e também no pro-
cesso de regeneracdo da parede e na
frequéncia das divisoes celulares que se
sucedem. Protoplastos podem ser isola-
dos de tecidos vegetais como o meséfilo
foliar, de tecido cotiledonar,
hipocotiledonar, de raizes e também de
calos e suspensdes celulares. A escolha
dessa fonte baseia-se na capacidade de
regeneracio destes tecidos, em geral
avaliada em experimentos preliminares.
A condicio fisiolégica da planta doado-



ra é também importante. E conveniente
manter uma colecio de plantas in vitro
como fonte de tecidos para
protoplastizacio.

Antes do isolamento, o tecido vege-
tal é cortado em fatias e plasmolisado em
solucao salina. Esta
solucdo, assim como
a mistura enzimatica,
deve ser preparada
contendo um
estabilizador
osmotico. Este
estabilizador (2 base
de acucares, como o
manitol e a sacarose)
impede o rompimen-
to da membrana
plasmatica ou, inver-
samente, a saida ex-
cessiva de agua da
célula. Apds o trata-
mento enzimatico, a
mistura sofre lavagens
sucessivas na mesma
solucio salina, segui-
das de centrifugacdes
brandas. Apds o iso-
lamento, procede-se a
contagem e a avalia-
¢ao da viabilidade dos protoplastos usan-
do-se corantes vitais fluorescentes, como
o diacetato de fluoresceina (veja Power
& Chapman, 1995).

O cultivo de protoplastos se faz em
meio de cultura rico em componentes
orginicos e inorginicos, suplementado
com fitorreguladores e concentracoes
adequadas de polissacarideos que fun-
cionam como estabilizadores osméticos.
Este cultivo € feito em placa de Petri,
diretamente em meio liquido ou embe-
be-se a mistura protoplastos-meio de
cultura em agarose ou outro agente
gelificante. As densidades de cultivo
devem ser definidas experimentalmente.
Protoplastos embebidos em agarose su-
portam densidades maiores, pois estio
imobilizados, o que nio ocorre em meio
liquido, onde as células tendem a se
agregar, formando um precipitado. Cul-
turas em agarose tendem a se desenvol-
ver melhor e mais rapidamente.

Ap6s a regeneracao da parede celu-
lar, que deve ocorrer nas primeiras 24h
de cultura, as células entram em divisado.
As primeiras divisdes sdo observadas em
freqiiéncias que variam dependendo do
gendtipo e da espécie que se estd traba-
lhando. As condi¢des de cultivo sdo
igualmente importantes. A osmolaridade
da cultura é, entlo, progressivamente
diminuida por adi¢ao ou substituiciao de
parte do meio liquido por um meio de
cultivo celular.

Na medida em que se sucedem as
divisdes celulares, pequenas colonias
viao se formando. Estas sdo origindrias

P edulis

de uma unica célula. A capacidade de
sustentar divisdes em cultura é medida
por um parimetro chamado plating
efficiency (PE), que é dado pela relacio
entre o numero de colénias formadas e
o ndmero inicial de células que entraram

FLORES -ASPECTOS GERAILS

Figura 4. Morfologia floral dos parentais e do hibrido obitida
por lusio entre Passiflora edulis « Peineinnala.

em divisdo. A visualizacdo das culturas é
feita ao microscopio otico invertido.

Regeneracdo de brotos

Geralmente, apos 28 dias em cultu-
ra, as microcolonias podem ser vistas a
olho nu. Nessa estapa, devem ser
transferidas para meio sélido, onde da-
rao origem a calos. A composicio desse
meio é baseada em formulacdes usuais
que incluem sais e vitaminas, além de
uma fonte de C e de fitorreguladores,
principalmente auxinas. Em geral, a re-
generacao de brotos ocorre posterior-
mente a formacio de calos, sob condi-
¢oes de luz e em meio cuja composicio
varia muito entre grupos de plantas, tais
como mono e dicotiledéneas, gramineas
e leguminosas, e nio ha como generali-
za-la. Esse processo de regeneracio pode
ocorrer pela via organogénica ou por
embriogénese somdtica. Uma regenera-
¢ao abundante de brotos é desejada, o
que ira facilitar estudos posteriores ou a
aplicacdo do sistema em experimentos
de manipulacio genética de transforma-
¢io de protoplastos ou hibridacio
somdtica.

Fusdo de protoplastos

A obtencio de hibridos somadticos
depende fundamentalmente de meca-
nismos eficientes que promovam a fusio
celular. Em plantas, a fusio pode ser
mediada por um agente quimico, como
o polietileno glicol (PEG) ou por cho-

ques de corrente elétrica (eletrofusao).
Na fusiio mediada por PEG, protoplastos
de espécies diferentes sao colocados em
contato, durante alguns minutos, na pre-
senca deste agente que é preparado em
uma solucio rica em fons Ca. Em segui-
da, procede-se a lavagem
do PEG, que é toéxico a
célula. A partir dai, para o
cultivo dos produtos de
fusio, adotam-se os pro-
cedimentos usuais da cul-
tura de protoplastos.

A fusio elétrica ocor-
re em duas etapas. Pri-
meiramente, as células
sio submetidas a uma
corrente do tipo alterna-
da, gerando um campo
elétrico de alta forca e
fazendo com que os
protoplastos se polarizem,
dirigindo-se para o pdlo
de maior forca (fendéme-
no conhecido como
dieletroforese). A proxi-
midade das membranas
facilita a fusio que é
provocada logo em se-
guida 2a aglutinacio por
choques de corrente continua. Estes cho-
ques provocam a abertura reversivel de
poros na membrana plasmatica. Os
rearranjos das membranas eletroporadas
provocam a fusao de células adjacentes.

A fusdo nio é um evento dirigido.
Ela pode ocorrer entre protoplastos de
uma mesma espécie, formando
homocarios, ou entre espécies diferen-
tes, dando origem aos heterocarios. Téc-
nicas sofisticadas de micromanipulacio
ou de citometria de fluxo podem ser
adotadas para a selecio de heterocarios.
Para isso, € necessario utilizar marcadores
morfolégicos que permitam a identifica-
¢ao dos protoplastos oriundos das espé-
cies envolvidas na fusdo. Protoplastos
verdes podem ser obtidos a partir de
tecidos clorofilados, e protoplastos in-
colores, a partir de suspensoes celulares.
Este é o marcador mais usado, e que
também permite o calculo das taxas de
fusio nos diversos experimentos.

Os produtos de fusio sao cultiva-
dos até a fase de calo e em seguida
colocados em meio de regeneracio de
brotos. Nos experimentos onde nio hou-
ve selecio prévia de heterocirios, a
selecio pode ser feita na fase de calo ou
de broto. A natureza hibrida do broto
pode ser identificada por andlises
morfolégicas ou cromossdémicas. Na fase
de calo, pode-se proceder a selecio pela
andlise de padroes eletroforéticos de
proteinas totais e de isoenzimas. Nas
analises eletroforéticas, o padrao de ban-
das das espécies parentais € caracteriza-
do, procurando-se identificar bandas ti-
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picas. A mistura fisica das amostras reve-
la um padrio que corresponde a soma
das bandas parentais que serve como
controle para a identificacio dos hibri-
dos somiticos verdadeiros. Este é um
sistema eficiente para a confirmacio da
natureza hibrida e que pode ser usado
também na fase de broto.

Aproveitamento comercial de hibridos
somdticos

A caracterizacio morfologica e o
estudo do comportamento meidtico de
hibridos somaticos, assim como avalia-
¢oes de natureza agrondémica, vio deli-
near o seu potencial de aproveitamento
em programas de melhoramento genéti-
co. Revisdes sobre este assunto tém sido
publicadas (Waara & Glimelius, 1995;
Dornelas & Vieira, 1996), enfatizando o
aproveitamento de hibridos somadticos
no melhoramento de leguminosas,
gramineas e solandceas, particularmente
Nicotiana e Solanum.

A fusio de protoplastos tornou-se
uma técnica bastante promissora para a
introgressao de genes de interesse em
espécies comerciais de Brassica e Citrus.
Em brassicas, a maior parte dos traba-
lhos tem relatado a transferéncia de
caracteres de heranca citoplasmatica,
como a macho-esterilidade e resisténcia
a herbicidas, e, mais recentemente, fo-
ram obtidos hibridos somaticos intertribais
entre Brassica napus, a colza e Thlaspsi
perfoliatum, visando o incremento no
teor de dcido nervonico no dleo de
B.napus. Amostras de 6leo extraido de
15 hibridos somadticos foram analisadas
e uma quantidade significativamente
maior de dcido nervénico foi encontra-
da (Fahleson et al., 1994).

Plantacdes de comerciais de Citrus
frequentemente sio formadas por plan-
tas com copa e sistema radicular de
genotipos diferentes.Utilizam-se porta-
enxertos mais bem adaptados a um de-
terminado ambiente ou tolerantes a uma
doenca de solo, o que se reflete em uma
melhor producio da variedade-copa.
Segundo os especialistas, este sistema
oferece a vantagem de se poder empre-
gar métodos biotecnolégicos, como a
hibridacio somatica, em programas de
melhoramento das variedades porta-en-
xerto, uma vez que a introgressio de
genes de espécies selvagens nio interfe-
re nas caracteristicas comerciais da vari-
edade-copa. Segundo Grosser etal. (1990)
a tangerina Cledpatra (Citrus reticulata) é
um porta-enxerto de grande importincia
na Florida, pois é tolerante a tristeza,
exocorte, xiloporiose e ao estresse cau-
sado pelo frio e solos salinos. Entretanto,
fatores como a susceptibilidade a
nematoides e a podridio do colo limitam
o seu uso. Visando obter um porta-
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enxerto com caracteristicas complemen-
tares, estes autores regeneraram hibridos
somdticos a partir de produtos de fusao
entre protoplastos isolados de C.reticulata
e de Citropsis gilletiana, uma espécie
resistente a podridio do colo e ao
nematoéide Radopholus citrophilus.

As principais caracteristicas incor-
poradas via fusio de protoplastos em
batata incluem resisténcia a nematéides,
a virus, a Erwinia e também ao frio, esta
oriunda de Solanum brevidens, uma es-
pécie diploide sexualmente incompati-
vel com S.tuberosum. Da mesma forma,
em tabaco, foram incorporados, via fu-
sdo de protoplastos, genes de resisténcia
a doencas fungicas e a virus.

Hibridacdo somdtica em Passiflora, o
género dos maracujazeiros

O Brasil é o principal produtor de
maracuja, com uma drea de plantio,
atualmente, de 30.000ha, constituida
basicamente de uma Unica espécie, o
maracuja amarelo, Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg. A monocultura, entretan-
to, favoreceu o desenvolvimento de do-
encas, afetando consideravelmente a sua
producido. Os plantios comerciais de
maracuja tém sido alvo da incidéncia de
doencas do sistema radicular e da parte
aérea, sendo as mais severas a bacteriose
causada por Xanthomonas, a murcha do
Fusarium, e outra de etiologia desconhe-
cida, o definhamento precoce. Em con-
sequéncia, os pomares adquiriram, ao
longo das ultimas décadas, um carater
noémade, prejudicial 2 expansio da cul-
tura, principalmente no Estado de Sio
Paulo, onde grande parte dos
monocultivos teve inicio. Hoje é cultiva-
da principalmente no Nordeste. Além
disso, a cultura exige espaldeiramento
de tal forma que a manutencio do plan-
tio por mais anos, em um mesmo local,
é essencial ao produtor. Em vista disso,
é considerada uma cultura de alto risco,
com elevado custo de produciao, princi-
palmente no que diz respeito ao uso de
defensivos quimicos, uma vez que as
formas cultivadas do maracujazeiro do-
mesticado sao susceptiveis.

A necessidade de se buscar no
germoplasma selvagem alternativas de
controle as doencas do maracujazeiro
tornou pioneiro o trabalho desenvolvido
por pesquisadores da Unesp/Jaboticabal,
que identificaram fontes de resisténcia
em P.giberti, P.macrocarpa, Passiflora sp
(maracuja-de-cobra), P.nitida e
P.quadrangularis. Os programas de me-
lhoramento, via hibridacao
interespecifica, visando a introgressao
de genes de resisténcia a partir dessas
espécies, foram iniciados na década de
80 na Unesp. Entretanto, os hibridos
interespecificos obtidos apresentaram

baixa fertilidade, mostrando niveis vari-
aveis de esterilidade do polen. Devido a
dificuldades metodolégicas (os maracu-
jazeiros sao auto-incompativeis), os avan-
cos foram limitados nos programas de
retrocruzamento.

No caso especifico do maracujazei-
ro, a hibridacio somatica, via fusio de
protoplastos, representa uma alternativa
de transferéncia de genes do
germoplasma selvagem para a espécie
cultivada. Assim, preliminarmente, pro-
tocolos de regeneracio de plantas a
partir da cultura de tecidos e de
protoplastos de virias espécies de
Passiflora foram estabelecidos no De-
partamento de Genética da ESALQ/USP1
. Ensaios de fusdo de protoplastos foram
conduzidos e quatro hibridos somaticos
foram obtidos, a saber, P.edulis f.
flavicarpa (+) P.amethystina; P.edulis f.
flavicarpa (+) P.alata; P.edulis f. flavicarpa
(+) P.cincinnata e P.edulis f. flavicarpa
(+) P.giberti. Uma vez aclimatadas em
casa de vegetacio, as mudas foram leva-
das a campo, onde se desenvolveram .
As plantas tém-se mostrado vigorosas,
com caracteristicas morfologicas inter-
mediarias aos pais, florescimento abun-
dante e viabilidade polinica acima de
70%. Analises da meiose dos hibridos
P.edulis f. flavicarpa (+) P.amethystina e
P.edulis f. flavicarpa (+) P.cincinnata
mostraram que ocorre a formacio de
multivalentes. Este tipo de pareamento,
dito homoedlogo (entre cromossomos
oriundos de espécies diferentes), permi-
te a ocorréncia de recombinacdo, via
crossing-over, o que é essencial para
que haja introgressio de genes para a
espécie domesticada, a partir do parental
selvagem. Plantas hibridas que formem
preferencialmente bivalentes na meiose
[ tendem a ser mais férteis, porém podem
ser eliminadas dos programas de
retrocruzamento, uma vez que a possibi-
lidade de haver introgressio, via crossing-
over, é baixa; por outro lado, aquelas
nas quais a frequéncia de multivalentes
¢ alta tendem a ser incorporadas, embo-
ra possam mostrar fertilidades mais bai-
xas (veja Barbosa & Vieira, 1997).

Os hibridos somdticos produzidos
na ESALQ/USP sao unicos no Brasil. A
obtencao destes hibridos ¢é laboriosa, e é
evidente a necessidade de avaliar o seu
valor agrondmico em programas de me-
lhoramento do maracujazeiro, visando
resisténcia a doencas. O seu comporta-
mento vegetativo e reprodutivo esta sob
estudo, assim como o seu potencial de
aproveitamento estd sendo avaliado.
Devido a sua natureza tetrapléide, pres-
tam-se, em principio, como porta-enxer-
tos, pois mostram caules mais vigorosos
que o parental selvagem resistente.

1 Projetos financiados pela FAPESP e CNPq



