AGRICULTURA

melhoramento de plantas

tem como propdsito o de-

senvolvimento de novas

cultivares que, adaptadas

as condicoes de cultivo,
sejam capazes de promover uma esti-
vel e elevada produtividade, assim como
a qualidade desejada do produto. Visto
sob o aspecto metodolégico, o melho-
ramento de plantas é genética aplicada.
A sistematizacio de programas de me-
lhoramento genético de plantas teve
inicio no comeco do século, apés a
redescoberta dos trabalhos de Gregor
Mendel, que elaborou as leis bdsicas da
heranca genética. Através da aplicacao
consequente dessas leis, foi possivel,
durante este século, duplicar, triplicar
ou, em alguns casos, como por exem-
plo o do trigo, quadruplicar a produti-
vidade média por hectare (Ordon &
Fried, 1998). Evidentemente, o incre-
mento na produtividade nao estd so-
mente baseado no melhoramento, mas
também na melhoria das condi¢des de
cultivo e no manejo adequado das culturas.

Até meados da década de 80, os méto-
dos classicos foram os grandes responsa-
veis pelo desenvolvimento das novas culti-
vares. Porém, nos altimos anos, o melhora-
mento classico recebeu como ferramentas
auxiliares diversas técnicas baseadas no
cultivo de tecidos vegetais e biologia mole-
cular, que ampliaram os horizontes na bus-
ca da diversidade alélica necessdria em um
programa de melhoramento. Essas técnicas
possibilitam ao melhorista transcender o
pool génico primdrio, utilizado no melhora-
mento cldssico, permitindo a incorporac¢io
de novos alelos ao genoma que confiram as
caracteristicas desejaveis a cultura.

Das estratégias biotecnoldgicas dispo-
niveis para transferéncia génica entre espé-
cies, a transformacao genética é vantajosa
quando se trata da transferéncia de caracte-
res monogénicos, isto €, caracteristicas gé-
nicas controladas por um Unico gene. E
quando esse gene de interesse estd disponi-
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Figura 1. Diagrama esquematico
mostrando as etapas basicas da
hibridacio somatica assimétrica,
por meio do uso de micronicleos
para atransferéncia gendmica
parcial

vel e clonado em um vetor (normalmente
plasmidio), que se encarregara de transferi-
lo ao genoma da planta. Entretanto, até o
momento, somente um limitado nimero de
monogenes identificados e clonados estao
disponiveis para ser transferidos. Porém, a
grande maioria dos caracteres de interesse
econdmico (produtividade, diversas resis-
téncias a pragas e moléstias, tolerdncia a
stresses) sdo caracteristicas controladas por
poligenes ou genes que tenham mecanis-
mos moleculares desconhecidos. E esses
genes controlados por poligenes nio po-
dem ser transferidos por meio da técnica da
transformaco. Nesse caso, a estratégia da
hibridacao somitica apresenta-se como uma
alternativa apropriada.
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Hibridacio somatica

Entende-se por hibridacio somadtica
simétrica a fusao completa de dois proto-
plastos com os dois genomas, incluindo
o citoplasma e as organelas celulares. O
uso dessa tecnologia requer que sejam
atendidas 2 condi¢oes bisicas: primeiro,
oisolamento de protoplastos deve ser em
quantidade suficiente para se estabelecer
um cultivo, e segundo, os protoplastos
devem ser totipotentes, isto é, deverao ter
a capacidade de proliferar e regenerar
uma nova planta. Essas condi¢oes bisi-
cas ja estdo estabelecidas para mais de
320 espécies (Binsfeld, 1998). Nas espé-
cies em que mais se utiliza essa técnica
sao as das familias solanaceae e brassica-
ceae. Entretanto, mais recentemente, em
muitas outras espécies tem sido empre-
gada com éxito no melhoramento, inclu-
indo espécies recalcitrantes. Entre essas,
encontram-se varios membros das famili-
as da Poaceae, Fabaceae, Rosaceae, além
de varias espécies florestais, incluindo
frutiferas e esséncias florestais (Bajaj, 1990).

Por meio da hibridagcao somatica, ofere-
ce-se também a possibilidade de gerar vari-
abilidade pela: a) superac¢io da incompatibi-
lidade sexual entre plantas, b) producio de
amfidiploides, ¢) transferéncia de DNA cito-
plasmatico, e d) transferéncia gendémica par-
cial (fragmentacao do nucleo da célula do-
adora).

A hibridagao somdtica comparada a trans-
formacao genética nio € especifica em rela-
¢ao0 ao resultado buscado, pois a introgres-
530 ou a transferéncia génica nao sio preci-
samente controladas, o que, na seqiiéncia,
envolve um processo de selecao. Porém, em
muitas espécies de plantas, assim como na
transformacio genética, a fusao de proto-
plastos possibilitou a superacio da incom-
patibilidade sexual. Ao contrario dos genes
introduzidos por meio das técnicas de DNA
recombinante, essa técnica torna possivel a
transferéncia de caracteristicas génicas con-
troladas principalmente por poligenes.



Na hibridacao somdtica simétrica (fu-
sao de dois protoplastos completos), nor-
malmente o nimero de cromossomos do
hibrido é a soma dos cromossomos dos
gendtipos envolvidos na fusao, além das
organelas de ambos os parceiros. Durante
a primeira divisao da célula hibrida, sera
definida a composicio cromossdmica, bem
como das organelas que irdo compor as
células nas proximas geracoes. Hibridos
somdticos simétricos, pela sua complexa
combinacao gendmica, necessitam de su-
cessivas geracoes de retrocruzamentos com
o gendtipo desejado no sentido de intro-
gredir somente a caracteristica desejada.
Isso, por sua vez, limita seu uso direto em
programas de melhoramento, dada a ele-
vada demanda de tempo e disponibilidade
de recursos necessarios (Ramulu et al.,
1995). Por isso, cresce o interesse por
métodos de hibridacao somdtica que limi-
tem a transferéncia gendmica durante o
processo da fusdo, surgindo o que se
denomina transferéncia genémicaparcial
por meio de hibridacao somdtica assimé-
trica.

Hibridacio somatica assimétrica

Consiste na transferéncia parcial do
genoma da célula doadora para uma célula
somidtica receptora. Isso pode ocorrer de
variadas formas. Primeiro, a elimina¢io do
genoma doador pode ser induzida medi-
ante o uso da radia¢ao antes da fusio de
protoplastos. Outras formas de transferén-
cia gendmica parcial podem ser por meio
de microinjecio ou ainda pela fusio de
microprotoplastos contendo microntcle-
0s com um ou poucos cromossomos do
genoma doador. Em geral, o tratamento
com radia¢ao reduz a quantidade de DNA
transferido, porém, é muito varidvel e
instivel. Além disso, a elimina¢io dos
cromossomos € aleatéria, de modo que
nao ¢ possivel predizer qual serd a parte do
genoma que serd transferido pela fusio
assimétrica (Waara & Glimelius, 1995).

Uma maneira de contornar esse pro-
blema consiste na identificacio de marca-
dores genéticos que estejam ligados aos
genes de interesse agronOmico nos res-
pectivos cromossomos. Por meio dos mar-
cadores génicos e o uso das técnicas de
citometria de fluxo e micromanipulagio,
consegue-se selecionar 0s cromossomos
ou micronucleos portadores desses genes,
e desta forma pode-se controlar o processo
da transferéncia gendmica parcial usando
microprotoplastos.

Uso de microprotoplastos
como estratégia de transferéncia

gendmica parcial

Uma técnica desenvolvida recentemen-

te, que vem despertando o interesse dos
melhoristas é a fusio com microproto-
plastos. Microprotoplastos sao micront-
cleos contendo uma fina camada de cito-
plasma e envoltos por uma membrana
plasmatica. Ja os micronicleos sio cro-
mossomos condensados de forma isola-
da no interior da célula e sao envoltos por
uma membrana nuclear. Essa técnica per-
mite transferir, de forma controlada, um
limitado nimero de cromossomos de
uma célula doadora para uma célula
receptora, por meio da fusaio com micro-
protoplastos contendo um microntcleo

com um ou Poucos Cromossomos, ou,
ainda, permite a transferéncia direta dos
microntcleos através de microinjecio. O
diagrama esquematico da Figura 1 mostra
as principais etapas desse processo de

Figura 2. Célula com diversos
micronicleos corados com DAPI
e visualizado sob luz ultravioleta
em um microscopio de fluores-
céncia

micronucleacgao e transferéncia genémi-
ca parcial por meio de fusao ou microin-
jecdo.

Entre as etapas mais importantes da
transferéncia gendémica parcial por meio
de microprotoplastos ou microinjecio,
tem-se: 1) o desenvolvimento de uma
cultura celular de crescimento ativo; 2) a
induciao de micronicleos pelo uso de
antimitoticos; 3) o isolamento e selecio
de micronicleos ou microprotoplastos
pequenos; 4) a transferéncia de micrond-
cleo ou microprotoplasto para a célula
receptora; 5) a regeneracgao e selecio dos
hibridos parciais.

A primeira etapa consiste no desen-
volvimento de uma suspensio de células
que serdo usadas como doadoras dos
microndcleos ou microprotoplastos. E
condi¢ao fundamental que haja desen-
volvimento de uma cultura celular em
ativo crescimento, de forma sincroniza-
da, de tal maneira que se tenha uma
elevada percentagem de células que en-
trarao em divisdo ao mesmo tempo, ou

seja, que estejam em metafase, para entao
aplicar os agentes antimitoticos.

Na segunda etapa, induz-se a micronu-
cleacdo. A micronucleacio em plantas
pode ser induzida pela exposi¢ao prolon-
gada de células mitdticas a agentes que
inibem a polimerizacio dos microtibulus
que formam as fibras dos fusos. Esses
agentes se ligam diretamente aos mono-
meros da tubulina. A colchicina ou os
herbicidas Amiprofés metil (APM), Oryza-
lin ou Cremat sao potentes agentes antimi-
toticos em células de plantas. Na presenca
dos agentes antimitéticos, durante a meta-
fase celular, os cromossomos separam-se e
distribuem-se de forma isolada ou em
pequenos grupos, pela célula. Pela disfun-
¢do das fibras do fuso, os cromossomos
metafdsicos nao se separam em duas cro-
matides irmas. Apés algumas horas, esses
sao envoltos pela membrana nuclear, re-
sultando na formacio de varios pequenos
nicleos denominados de microntcleos
(Figura 2).

Na terceira etapa, 24 hapésa aplicacao
dos antimitoéticos, adiciona-se Citochalasi-
na-B (CB) que, além de estabilizar os
micronucleos formados, tem por finalida-
de tornar o processo da micronucleacao
mais eficaz

Na quarta etapa, faz-se o isolamento
dos micronuicleos ou microprotoplastos.
Para tornar o isolamento eficaz, é funda-
mental que se remova a parede celular das
células micronucleadas por meio da diges-
tao enzimdatica. Apds a remog¢ao da parede
celular, as células siao incubadas por 4 h
sob refrigeracio (4°C), na presenca de
spermidina. Esta tem por finalidade prote-
ger o complexo membranario das células
micronucleadas.

A quinta etapa consiste na separacao
dos microntcleos ou microprotoplastos da
célula. Nessa etapa, ja deverd estar defini-
do o procedimento metodolégico que serd
usado para transferir o genoma parcial
para a célula receptora, o qual pode ser
pela fusao quimica ou pela microinjecao.
No primeiro caso, isolam-se os micropro-
toplastos por meio de ultracentrifugacao
(120.000 g por 2 h) em um gradiente iso-
osmotico de Percoll. Apds, separam-se as
bandas formadas com peneiras de nylon
de decrescentes tamanhos de poros (20,
15, 10, 5 e 3 pm). No segundo caso, faz-se
a lise das células micronucleadas em solu-
¢ao hipotonica, onde a célula se rompera,
liberando os micronicleos: estes serdo
coletados mediante uma leve centrifuga-
¢ao para separar fragmentos celulares dos
microntcleos, seguindo-se uma filtracao
sequencial, conforme descrito para o pri-
meiro caso.

A sexta etapa, € a etapa da fusio ou da
transferéncia por microinje¢ao. Os micro-
protoplastos coletados, conforme descrito
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Fizagao da céluka

Coleta de micranucleos

Posico de microinjecdo

Figura 3. Representacao esquema-
tica do processo da microinjecio.
Acima esta representado a primei-
ra etapa que corresponde a coleta
dos micronicleos e abaixo esta
representado o posicionamento
da célula (protoplasto) paraa
microinjecio

acima, poderdo ser fusionados com
protoplastos receptores, mediada por um
agente quimico, como, por exemplo, o
polietileno glicol (PEG). Nesse caso, o
protoplasto receptor e o microprotoplasto
serdo colocados em contato por poucos
minutos, na presenca de PEG, em uma
solucio rica em fons de calcio. Apos a
fusio, as células sao lavadas para remover
o PEG, que, em exposicio prolongada, se
torna téxico as células. No caso do uso da
microinje¢ao, o procedimento consiste no
carregamento da micropipeta do manipu-
lador com microntcleos, seguindo-se a
injeciio dos micronucleos nas células, como
mostra na Figura 3. A vantagem da micro-
injecio em relacio a fusao com PEG € o
fato desta ser um evento dirigido, isto é,
tem-se o controle sobre a quantidade de
micronucleos injetados por célula. En-
quanto que no procedimento da fusiao
quimica, poderd ocorrer a fusao de um ou
mais micronicleos por célula.

As células receptoras, ou seja, 0s pro-
dutos da fusio e da microinjecio, siao
cultivados até a fase do desenvolvimento
de calo. Os calos formados sao transferi-
dos para um meio de diferenciacio e
regeneracao de brotos e raizes, obtendo-
se, assim, um hibrido parcial.

A natureza hibrida parcial da planta
pode ser identificada pelos caracteres
morfologicos, citolégicos ou moleculares.
Caso haja marcadores moleculares, a ani-
lise da natureza hibrida ja podera ser feita
durante a fase de calo, o que se mostra
como grande vantagem, pois evita todo o

processo de regeneracio, que, muitas ve-
zes, € dispendioso, tanto pelo aspecto de
tempo como de trabalho.

Aplicacio da técnica de
micronicleos no
melhoramento de plantas

A tecnologia da hibridacao somatica
assimétrica pelo uso dos micronucleos
encontra inimeras aplicacdes em progra-
mas de melhoramento de plantas, bem
como em estudos das interacoes genomi-
cas a nivel somdtico. O uso dessa técnica
permite:

1) transferéncia de caracteres deseja-
veis entre espécies sexualmente incompa-
tiveis. A incompatibilidade sexual entre
espécies cultivadas e suas formas silvestres
é, assim, superada. Dessa forma, as espé-
cies silvestres podem ser usadas em pro-
gramas de melhoramento buscando trans-
ferir genes de resisténcia a pragas e molés-
tias ou tolerancia a estresses ambientais ao
gendtipo cultivado;

2) transferéncia de caracteres controla-
dos por poligenes ou mesmo de caracteres
controlados por genes desconhecidos.
Caracteristicas importantes como resistén-
cia a doengas, estresses ambientais ou
caracteres ligados a producio sao contro-
ladas por um variado nimero de genes
que interagem entre si. Estes se encontram
com freqliéncia em blocos dentro do ge-
noma. Sendo assim, a transferéncia de um
ou de poucos cromossomos € capaz de
transferir um grupo de genes em um Gnico
passo;

3) producao de linhas monossomicas e
dissbmicas em uma unica etapa. Isso eco-
nomiza tempo e um prolongado processo
de retrocruzamento necessario para obter
tais linhas via método sexual. A partir de
linhas monossémicas ou dissbmicas, é
possivel obter subtituicio ou recombina-
¢ao entre cromossomos (translocacio in-
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tergendmica);

4) andlise eficiente de genes doados
aos hibridos parciais intergenéricos ou
interespecificos, assim como, propicia o
estudo bdsico sobre genes introduzidos
(alteragcoes estruturais, delecao, inativa-
€20 OU COSSUPressao);

5) estudos sobre a localizacio dos
genes nos cromossomos. Genes podem
ser precisamente localizados se for pro-
duzida uma populacio suficientemente
grande de linhas monossdmicas. Pode ser
igualmente empregado no mapeamento
de genes especificos aos cromossomos.

6) construcao de bibliotecas de cro-
mossomos, tendo por finalidade a andlise
genOmica em trabalhos de melhoramen-
to de plantas a nivel molecular. Pode
facilitar a clonagem direta de segmentos
de DNA nos cromossomos via microcro-
manipulacio (laser), recortando segmen-
tos cromossoémicos e os substituindo por
segmentos selecionados.

A questio fundamental da técnica
aqui apresentada €, em primeiro lugar, a
possibilidade da transferéncia gendmica
parcial e, associada a esta, a transferéncia
de caracteres poligénicos e segundo, por
meio de um refinamento técnico, nos
possibilita seccionar segmentos cromos-
sOmicos que permitam a transferéncia de
complexos génicos, resultando assim
numa transferéncia controlada de grupos
génicos. A decisao do uso desta técnica
no melhoramento de plantas depende do
objetivo e das caracteristicas génicas que
se deseja transferir.
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