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APRESENTACAO

Este livro tem uma historia. A historia comec¢a em 1995 quando apos
a conclusio do doutoramento propus a comissdo cientifica do entio
Departamento de Botanica a criagao de uma disciplina de op¢do na area da
Biotecnologia Vegetal. A proposta foi aceite e a disciplina foi incluida nos
planos de curso das Licenciaturas em Biologia e Bioquimica Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra (FCTUC), com o nome
de Introducio a Biotecnologia Vegetal tendo funcionado, pela primeira
vez, no ano lectivo de 1996/97 e, com a excep¢do de uma interrup¢do no
ano lectivo de 2002/03, de forma ininterrupta até ao presente. Na altura
iniciavam-se as primeiras culturas de plantas geneticamente modificadas
com alguma expressdo em termos globais e a bibliografia disponivel para
os alunos era muito limitada. Para além disso, ela encontrava-se dispersa
por diferentes livros e essencialmente disponivel em lingua inglesa. Este
contexto levou-me a elaborar uma sebenta onde reuni um conjunto de
informacao sobre os diferentes temas abordados nas aulas.

Numa época em que a ciéncia evolui de forma tdo acelerada a sebenta
foi-se adaptando a novas realidades. A componente mais relacionada com
a clonagem de plantas reduziu-se enquanto outros temas, como a obten-
¢ido de plantas haploides e a engenharia genética de plantas ganharam
protagonismo, muito em fun¢io do seu maior impacto em termos praticos
no melhoramento das plantas. A minha inclusao no Centro de Estudos Far-
macéuticos da Universidade de Coimbra permitiu-me contactar com outras
realidades e realizar alguma investigacdo na drea dos metabolitos secunda-

rios das plantas, actualmente mais designados como produtos naturais.
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O grande potencial da biotecnologia nesta area comeca agora a ser explorado
de forma mais consistente. Como consequéncia esta area do conhecimento
passou a ter um peso mais alargado no funcionamento da disciplina e foi
também incorporada na sebenta.

O resultado desta evolugdo € o livro actual. No primeiro capitulo é feita
uma introdu¢io geral a biotecnologia e a sua importancia no melhoramento
de plantas Os fundamentos da cultura in vitro de células, tecidos ou
orgaos vegetais sao analisados no capitulo 2. O capitulo 3 trata das técnicas
de clonagem in vitro relacionadas com a proliferacao e formaciao de novo
de meristemas. A embriogénese somatica, também um método de clonagem
mas igualmente com uma importancia determinante em estudos de desen-
volvimento embriondrio € tratada no capitulo 4. As técnicas de obtencio
de plantas haploides e a sua importincia no desenvolvimento de novas
variedades sao analisadas no capitulo 5 com um destaque particular para o
potencial embriogénico do pélen. O capitulo 6 é sobre a cultura de células
e o seu potencial de producio de metabolitos secundarios. O interesse
industrial destes compostos € também analisado tal como o potencial das
raizes na formacao de metabolitos secundarios. O capitulo 7 é sobre os mé-
todos de obtenc¢io de protoplastos e o potencial das células desprovidas de
parede na obten¢do de novas combinac¢des genéticas, os chamados hibridos
somaticos. As técnicas de transformacio genética de células vegetais, com
particular destaque para o mecanismo de transferéncia de genes utilizando
Agrobacterium tumefaciens sio tratadas no capitulo 8. Segue-se um capitulo
onde sio indicados virios exemplos de plantas com novas caracteristicas
obtidas por transformacio genética. Essas novas caracteristicas vio desde
resisténcia a insectos ou herbicidas 2 producio de biofirmacos. Finalmente,
o ultimo capitulo (10) tem como objectivo clarificar alguns conceitos que
erroneamente tém sido divulgados na opinido publica lancando a confusio
sobre as plantas geneticamente modificadas. No final € fornecida uma lista
onde se descriminam os livros, artigos e teses que serviram de base para
a elaboracio deste livro bem como uma lista de enderecos internet onde
se pode obter informac¢io complementar sobre os assuntos aqui abordados.

Os capitulos 2 a 9 sdao essencialmente técnicos. Nos capitulos 1 e 10 sao

referidos alguns assuntos mais ou menos controversos relacionados com



as plantas geneticamente modificadas e onde a minha opinido estd expressa.
Como ¢é de esperar essa opinido apenas me compromete a mim.

O livro serve de suporte a actual disciplina de Biotecnologia Vegetal
do curso de Biologia da FCTUC podendo ser usado em disciplinas similares
de outras instituicoes do ensino superior. A sua preparacio teve também
o prop6sito de chegar a outros publicos alvo nomeadamente pessoal técnico
ligado a empresas agricolas, horticolas ou florestais, professores do ensino
secundario da drea da biologia, pessoas cuja actividade profissional esteja
de algum modo ligada ao melhoramento de plantas e mesmo o cidadao
comum que apenas pretende manter-se informado sobre este assunto em
particular. Nesta perspectiva optou-se, em algumas situacdes, por utilizar
uma linguagem menos técnica que fosse de mais ficil acesso a pessoas sem
grande formacio especifica na area.

Um livro cientifico é como um gadget. Quando se leva para casa ja
esta desactualizado. O autor (jorgecan@ci.uc.pt) agradece antecipadamente
todas as correccoes e sugestdes que possam melhorar futuras edi¢des desta

publicacio.

15
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LISTA DE ABREVIATURAS

2,4-D — Acido 2,4-diclorofenoxiacético

2iP - Isopenteniladenina

ABA - Acido abscisico

ACC - Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism
AGPs — Proteinas de arabinogalactano

atm — Atmosfera (unidade de pressio)

BA - Benziladenina

BY-2 — Cultivar de tabaco Bright Yellow - 2

CaMV 35S — Promotor do RNA ribossoémico 35S do virus da couve-flor
CIMMYT - International Maize and Wheat Improvement Center
CMS, cms — Esterilidade masculina do citoplasma
CRY - Proteinas produzidas por Bacillus thuringiensis
Da - Dalton

DFR - Dihidroflavonol-4-reductase

EFSA — European Food and Safety Authority

EP — Proteina extracelular

EPA — Environmental Protection Agency

EPSP - 5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato

EPSPS - 5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato sintetase
FAO - Organizacdo das Nagoes Unidas para a Agricultura e Alimentacio
FDA - Diacetato de fluoresceina

FDA - Food and Drug Administration

GA - Giberelina

GA, - Acido giberélico

GFP - Green fluorescent protein

GGPP - Geranil geranil difosfato

GUS — Gene da B-glucuronidase

h — Hora

ha - Hectare

HD - Haploéide duplo

Hz — Hertz

IAA - Acido 3-indol acético

IBA — Acido 3-indol butirico

KIN - cinetina

LCOs — Lipoquitoligossacarideos



LEA - Late embryogenesis abundant protein (proteinas abundantes em fases
tardias da embriogénese)

min. — Minuto

MS - Meio de cultura de Murashige & Skoog (1962)

NAA — Acido 1-naftaleno acético

nptll — Gene da neomicina fosfotransferase II

°C — Grau Celsius

OGM - Organismo geneticamente modificado

PAA — Acido fenil acético

PAL - Fenilalanina amonia liase

PCR - Polymerase Chain Reaction

PEG - Polietilenoglicol

PEP - Fosfoenolpiruvato

PG - Poligalacturonase

PGM - Planta geneticamente modificada

PPEC - Fosfoenolpiruvato carboxilase

PTT - Fosfinotricina

PVC — Packed Cell Volume

QTL - Quantitative trait loci

RAM - Meristema apical da raiz

RAPDs — Random Amplified Polymorphic DNA

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

RIP - Proteina inibidora dos ribossomas

RNAi — RNA de interferéncia

ROS — Espécies reactivas de oxigénio

rpm — Rota¢des por minuto

SAM - S-adenosil metionina ou meristema apical do caule

SEM - Etil metano sulfonato

SOD - Superodxido dismutase

T-DNA — DNA de transferéncia

USA - Estados Unidos da América

USDA - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos

Nota: nesta lista foram incluidas apenas as abreviaturas utilizadas com mais
frequéncia. Quando uma abreviatura foi utilizada uma tnica vez, o significado da
abreviatura é dado no texto. Em algumas situacdes optou-se por manter a designagio
em inglés ou por dificuldades de traduc¢io ou por ser a designa¢io mais comum

na comunidade cientifica.
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CAP. 1. INTRODUCAO GERAL

1.1. O problema da alimentac¢iao a escala planetaria

Abundance does not spread; famine does (Provérbio Zulu).

Segundo dados recentes da FAO (Organiza¢io das Nac¢oes Unidas para
a Agricultura e Alimentacio), o nimero de pessoas com fome no nosso
planeta ultrapassou, em 2009, os mil milhdes de habitantes. Num planeta
com os actuais 6700 milhdes de pessoas isto reflecte uma sinistra realidade:
uma em cada sete pessoas nao consegue suprir as necessidades mais basicas
de um ser humano, ou seja, ter uma alimentacio condigna. Estes dados siao
ainda mais chocantes se nos lembrarmos que, em 2006, esse valor rondava
0s 800 milhdes de pessoas, um nimero ainda assim aterrador, mas que se
julgava com tendéncia para diminuir.

Por vivermos no chamado mundo ocidental, onde os problemas de
alimentac¢io sio, na maior parte dos casos marginais, e muitas vezes tém
mais a ver com o excesso ou com a qualidade dos alimentos do que com
a sua falta, temos tendéncia a esquecer esta dura realidade. A este aumento
do numero de pessoas que vivem abaixo do limiar de subsisténcia nao
serd alheia a crise do sistema financeiro e a consequente crise econémica
e social dos ultimos anos que afectou, de forma mais dramadtica, os paises
menos desenvolvidos, em particular na Asia e em Africa. O problema tem,
no entanto, raizes mais profundas. Entre o final da segunda Guerra Mundial
e o inicio dos anos 90 do século passado, a produciao de alimentos e, em

particular de cereais, cresceu de forma impressionante, especialmente na
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América Latina e na Asia. Para se ter uma ideia deste aumento da producio
basta referir que, em 1950, a producio de cereais por pessoa rondava os
275 kg enquanto em 1980 esse valor tinha subido para 370 kg por pessoa,
um aumento de cerca de 35%. Seguindo uma tendéncia semelhante, o indice

de produc¢io de alimentos passou de 84 para 107 entre 1960 e 2000 (Fig. D.
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Figura 1. Evolucdo do indice de producdo de alimentos nos ultimos 40 anos do século XX.
Este indice representa a produc¢ao de alimentos por pessoa. Fonte: FAO.

No mesmo periodo, a populacio mundial quase duplicou, passando
de cerca de 3 mil milhoes para proximo de 6 mil milhdes no ano 2000,
e situando-se actualmente perto dos 7 mil milhoes de habitantes (Fig. 2),
0 que mostra o enorme esforco que foi feito em termos de producao ali-
mentar. Este periodo de intenso crescimento da producio agricola ficou
conhecido como Revolu¢io Verde e permitiu continuar a alimentar uma
populacio que, entre o final da segunda Guerra Mundial e os nossos
dias, quase triplicou. Em consequéncia deste aumento da producio, pai-
ses que eram importadores de cereais tornaram-se auto-suficientes e, em

muitos casos, passaram a exportar o excesso de producio. Pelo contririo,



em Africa, por razdes virias e cuja andlise escapa ao ambito deste trabalho,
a Revolucgiao Verde nio teve qualquer impacto e a agricultura permaneceu
uma actividade pouco eficiente e de baixa produtividade sendo, com algu-
mas excepgoes, praticada em pequena escala e manifestamente insuficiente

para alimentar uma popula¢io em continuo crescimento.
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Figura 2. Evolu¢do do nimero de habitantes no planeta entre 1960 e 2000.
Fonte: Nac¢oes Unidas.

O subito e consistente aumento da producido agricola ficou a dever-se
essencialmente a trés factores. Em primeiro lugar, a um aumento da area
cultivada. Em alguns paises este aumento foi conseguido a custa da destrui-
¢do das florestas ou de outros ecossistemas com 0s consequentes impactos
negativos na perda de diversidade biologica. Em segundo lugar houve uma
consideravel melhoria das técnicas agricolas incluindo um aumento das areas
irrigadas. A utilizacdo de fertilizantes, pesticidas e herbicidas associada a
uma melhor qualidade da maquinaria agricola permitiu uma agricultura mais
eficaz. Finalmente, e certamente o factor nio menos importante verificou-se

um aumento da produtividade das plantas em particular daquelas espécies
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que sio mais utilizadas na alimentac¢do. A criacio de variedades semi-anis,
de variedades menos sensiveis ao fotoperiodo e com um maior quantidade
de grios, resultantes em grande parte dos trabalhos pioneiros de Norman
Borlaug, um agrénomo americano prémio Nobel da Paz em 1970 recente-
mente falecido, e cujos trabalhos estiveram na base da Revoluc¢ido Verde,
permitiu ganhos de produtividade impressionantes. Por exemplo, em 1950
a 4rea necessdria para produzir uma tonelada de arroz era de 0,3 hectares.
Meio século depois, em 2000, a mesma quantidade de arroz podia ser pro-
duzido em 0,08 hectares, uma area cerca de quatro vezes inferior (Fig. 3).

Esta consistente melhoria na produg¢io agricola parecia ter afastado
definitivamente o fantasma de Malthus, o economista que inspirou Darwin
a elaborar a teoria da evolugao, e que preconizava que a producio alimentar,
a crescer de forma aritmética seria incapaz de suportar o crescimento geo-
métrico da popula¢io humana. Os receios de Malthus nunca se verificaram
mas crises alimentares ocorreram frequentemente ao longo da histéria. Como
exemplos podem citar-se a fome da batata, na Irlanda, e o dust bowl, nos
Estados Unidos da América, nos anos trinta do século passado. A primeira
resultante da destrui¢io da cultura da batateira pelo fungo Phytophtora
infestans, em meados do século X1x, causou a morte de milhares de
Irlandeses e um fluxo migratério assinalavel para os Estados Unidos com
importantes implica¢cdes soécio-econdmicas. A segunda, que se fez sentir
nas planicies centrais dos Estados Unidos e do Canada foi o resultado de
periodos alargados de seca que, associados a uma agricultura baseada numa
forte componente tecnoldgica conduziram a uma rdpida degradacio dos
solos que se tornaram impraticiveis em termos agricolas. Estes exemplos
sao bem ilustrativos e constituem importantes ensinamentos para os dias de
hoje. Uma agricultura demasiado dependente de uma Unica espécie, como
aconteceu na Irlanda, ou que nio promova uma gestdo correcta dos solos
e do ambiente envolvente é uma agricultura de risco.

Em meados de 2008 os precos dos alimentos e em particular dos cere-
ais mais cultivados (trigo, milho e arroz), atingiram precos elevadissimos
nos mercados mundiais. Para além disso, ocorreram outras situacdes pre-
ocupantes. Assim, tem-se verificado um aumento acentuado do consumo

de carne em parte derivado do aumento do nivel de vida em paises como



a China e a India. Como é conhecido, um aumento do consumo de carne
tem como consequéncia um aumento do consumo de cereais uma vez que
a alimentacido animal estd muito dependente da producio vegetal e, em

média, a producio de 1 kg de carne implica a producido de 3 - 5 kg de

cereais. Outro aspecto a reter resulta do facto de em sete dos ultimos nove

Figura 3. Area necessiria para produzir uma tonelada de arroz. O rectingulo no canto superior
esquerdo mostra a drea necessdria para produzir uma tonelada de arroz em 1950. No ano 2000
(canto inferior direito) a mesma quantidade de arroz podia ser produzida em 0,08 ha.
Nota: um ha sio 10.000 m? uma édrea ligeiramente superior a um campo de futebol.

anos o consumo global de cereais ter ultrapassado a produc¢io. Finalmente,
deve referir-se que, de 2006 a 2008, as reservas alimentares atingiram os
valores mais baixos de sempre o que significa que existem menos alimentos
para fazer face a emergéncias resultantes de cheias, secas ou destruicao das
culturas por doengas em diferentes zonas do globo. Estes dados fizeram soar
o alarme 2 escala global levando a um aumento na procura de alimentos
e também a compra de terrenos por determinados paises noutras regides

do globo de forma a assegurar a sua independéncia alimentar. Como seria
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de esperar, a procura de alimentos nos mercados mundiais fez disparar
0s pregos e causou disturbios sociais em paises mais pobres onde grande
parte dos alimentos é importada. Outros factores contribuiram também,
directa ou indirectamente, para o aumento dos precos verificado. Entre eles
pode referir-se o aumento consistente do preco dos combustiveis fosseis,
o desinvestimento dos governos na agricultura e no melhoramento de plan-
tas, a utilizacdo de plantas na produc¢io de biocombustiveis, a existéncia
de uma agricultura fortemente subsidiada na Europa e nos Estados Unidos
dificultando o acesso a esses mercados de paises terceiros e a diminuicao
das dreas potencialmente utilizadas na agricultura. Se juntarmos a estes
factores a continuac¢io do aumento da populacio, que se estima poder vir
a atingir os 10.000 milhoes em 2050, o aumento da esperanca média de
vida e a degradacido de muitas areas agricolas com a consequente perda de
producio pode afirmar-se que estamos perante uma equacio de dificil reso-
lucdo. De facto, ao contrario do que tem sido difundido de forma exaustiva
nos ultimos anos, o principal problema do nosso planeta ndo parece ser
0 aquecimento global mas sim como alimentar, com areas de cultura cada
vez mais reduzidas, uma populacio cujo crescimento, nos dltimos 100 anos,
teve mais de bacteriano do que de humano, como referiu o famoso biélogo
E. O. Wilson. De acordo com as estimativas mais recentes, e a manter-se
o crescimento do nivel de vida em paises como o Brasil, a China, a India
e a Russia serd necessario que, em meados deste século, a producido de
alimentos tenha aumentado cerca de 50% em relacio aquilo que se verifica
actualmente. Como resolver este problema? Sio possiveis diferentes abor-
dagens. Alguns paises como a China, tém seguido politicas demograficas
restritivas que permitiram controlar o crescimento da popula¢io. No entanto,
estamos ainda longe da taxa ideal de 2,1 filhos por casal, situando-se esse
valor em cerca de 2,6. Uma mudan¢a no consumo alimentar tem também
sido fomentada por muitos governos no sentido de diminuir o consumo
de carne animal mas essas politicas sio de dificil implementa¢io em pa-
ises em desenvolvimento onde as populacdes aspiram a padrdes de vida
do tipo ocidental. Também ¢é reconhecido que em muitas zonas do globo
o problema da fome poderia ser resolvido através da criacao de condi-

¢oes sociais, econémicas e politicas que permitissem um mais facil acesso



da populacio aos alimentos sem ser necessario um grande aumento da
producio. Todavia, como todos os dias podemos constatar, nio parece que
esta realidade se vi alterar significativamente nos proximos anos. E também
verdade, que a manter-se o actual crescimento da populag¢io, com a con-
sequente diminui¢ao das areas de cultivo devido a erosio, ao crescimento
urbano e a crescente escassez de recursos se torna imperioso, num futuro
proximo, produzir cada vez mais, em menos terra e com menos agua.
Torna-se assim prioritirio apostar em tecnologias que promovam uma
maior eficicia das produgdes agricolas permitindo nio apenas a criagcao
de variedades mais produtivas mas que sejam também mais resistentes aos
factores bidticos e abidticos que provocam danos consideraveis nas culturas.
Foi a criacdo de gendtipos cada vez mais eficientes que permitiu que
a producio agricola tivesse acompanhado o crescimento da produc¢iao. Mesmo
que fosse possivel aumentar as dreas de cultura sem os constrangimentos
que o nosso planeta impde, um aumento da producao baseado no aumento
da area de cultura dificilmente seria conseguido e seria ambientalmente
insustentavel. Para se ter uma ideia do que isso implicaria basta referir que,
de acordo com Chrispeels e Sadava (2003), com os rendimentos agricolas
de 1960 seriam necessdrios mais 300 milhdes de hectares de terra aravel
para manter os niveis de producido actuais. Para além disso, desde os anos
60, estima-se que os ganhos de produc¢ao resultaram, em cerca de 95%, do
aumento dos rendimentos e apenas em 5% do aumento das areas de cultura.
Talvez possa parecer um pouco estranho que uma actividade com profun-
das implica¢des ambientais, como € a actividade agricola, possa contribuir
para a reducido da degrada¢io ambiental mas estes dados mostram, como
a situacdo ambiental seria certamente mais negativa que aquela que actual-
mente se verifica nao fosse a consistente melhoria das variedades agricolas.
E pois necessirio recorrer a métodos mais eficazes de melhoramento
de plantas capazes de permitir uma manipula¢io mais eficaz do genoma
de forma a conseguir variedades cada vez mais produtivas e com um valor
acrescentado em termos ambientais. A manipulacio genética de plantas
através das diferentes metodologias utilizadas no ambito da Biotecnologia
Vegetal pode contribuir nio apenas para um aumento da produc¢ao através

do desenvolvimento de plantas mais produtivas mas pode vir a ser também
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uma maneira eficaz de reduzir os impactos ambientais relacionados com
a actividade agricola. Na realidade, a agricultura é responsavel por cerca de
70% da dagua que a espécie humana utiliza nas suas diferentes actividades.
Para além disso, a agricultura de irrigacdo ocupa cerca de 20% da 4drea
total dedicada a agricultura e € responsavel por cerca de 42% da producao
agricola. O desenvolvimento de variedades mais tolerantes ao stresse hidrico
ou ao stresse salino terd importantes reflexos na conservacio dos recursos
hidricos e podera permitir a utilizacao de terras marginais na agricultura
que actualmente, devido a reduzida produtividade que nelas se verifica,
niao podem ser utilizadas de forma eficaz. A actividade agricola ¢ também
muito dependente da utilizacdo de fertilizantes, herbicidas e pesticidas,
qualquer deles, em maior ou menor grau, nocivo para o ambiente. Nao
sendo plausivel antever a eliminacio da utilizacio destes produtos sem
prejuizos consideraveis em termos de producdo, importa desenvolver me-
canismos alternativos que permitam reduzir a sua aplicacio. Também nesta
perspectiva o desenvolvimento de gendtipos mais eficazes na utilizagdo
de elementos minerais como o azoto e o fosforo e menos dependentes da
aplicacdo de herbicidas e pesticidas como actualmente ja se verifica, terd
também o impacto assinaldvel na melhoria do ambiente.

O melhoramento de plantas, conseguido pelos métodos mais convencio-
nais de cruzamento e selec¢ao ou pelas modernas técnicas de Biotecnologia
Vegetal ndo ird resolver todos os problemas sociais, econémicos e ambien-
tais resultantes da falta de alimentos. Esse ¢ um assunto mais de natureza
politica do que biologica. No entanto, parece inquestioniavel que sem
sistemas eficazes de producio agricola o nosso futuro como espécie estara
seriamente ameacado e é nesta perspectiva que a Biotecnologia associada
a sistemas integrados de protecc¢ao pode ajudar a criar um planeta mais
justo e equilibrado, especialmente quando os paises menos desenvolvidos
tiverem acesso, de uma forma mais eficaz, a estas tecnologias tornando-se
assim menos dependentes da ajuda humanitdria externa. O potencial da
Biotecnologia pode levar algumas pessoas a pensar que o engenho humano
€ capaz de superar todas as dificuldades que a nossa espécie e o planeta
terdo de enfrentar a médio e longo prazo. No entanto, nio devemos ver

a Biotecnologia como uma solu¢io milagrosa que tudo ird resolver, pois



sendo ela uma tecnologia que depende dos seres vivos importa antes de
tudo preservar o imenso potencial biolégico que o nosso planeta nos ofe-
rece. Isto implica uma gestio cuidadosa e muito criteriosa dos recursos
globais ou, para utilizar um figura de retérica muito do agrado dos politicos
e dos burocratas de servico, um desenvolvimento sustentiavel que permita
um equilibrio entre as necessidades basicas da popula¢io humana e a

preservacio da biosfera de forma a nio comprometer as geracdes futuras.

1.2. O conceito de Biotecnologia

De acordo com Chawla (2009), o termo Biotecnologia foi pela primeira
vez utilizado por um engenheiro hingaro chamado Karl Ereky. No seu am-
bito mais lato, a Biotecnologia pode ser definida como sendo o conjunto de
tecnologias que permite a modificacdo ou a utilizacdo dos organismos para
a obtencido de novos produtos para fins praticos ou industriais. Deste modo,
Biotecnologia Vegetal refere-se a manipulacio das plantas para obtencao
de novas caracteristicas ou a sua utiliza¢do para obtenc¢ido de determinados
produtos ou realizacio de determinadas fung¢des. Dada a vasta gama de
aplicacdes que a Biotecnologia pode ter, tem sido feita a sua divisio em
diferentes ramos consoante os objectivos a alcangar. De facto, é ponto as-
sente que nos proximos anos, o contributo da Biotecnologia Vegetal nio se
fara sentir apenas ao nivel do aumento da produtividade agricola, a chamada
Biotecnologia Verde ou Biotecnologia Agricola, uma espécie de ponte entre
a Biologia e a Agricultura. Este tem sido o ramo da biotecnologia que mais
desenvolvimento tem tido e cujos resultados sio mais notérios. No entanto,
a utilizagio de sistemas vegetais para a produciao de metabolitos importantes
para as industrias farmacéutica ou a possibilidade de produciao de anticorpos
(planticorpos), hemoglobina e vacinas transgénicas, constituindo aquilo que
recentemente se designou chamar por Biotecnologia Vermelha, tera também
importantes repercussdes no nosso modo de vida num futuro mais ou menos
préximo. A aplicacao da Biotecnologia a varios processos industriais, como
sejam a produciao de metabolitos secunddrios para as industrias alimentares

e de cosmética ou a utilizacao do potencial das plantas para a purificacao de
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solos e dguas contaminadas (fitorremedia¢ao), sdo outras vertentes importantes
do uso da biotecnologia, englobadas naquilo que se convencionou designar
como Biotecnologia Branca. De referir ainda a chamada Biotecnologia Azul,
para designar aplicacdes da Biotecnologia no ambito dos recursos aquaticos, um
tipo de aplicacdes mais relacionadas com a utiliza¢do de organismos animais
ou de determinadas algas e que vai para além do Ambito desta disciplina.
Nos dltimos anos, como consequéncia dos progressos da biologia mole-
cular, e do interesse de politicos e da industria farmacéutica por este campo
do conhecimento, a Biotecnologia passou de uma darea restrita de interesse
académico direccionando-se, em grande parte, para a transformacio genética
de organismos ou para a modificacio quimica da estrutura de determinadas
moléculas, tornando-se numa tecnologia que movimenta anualmente muitos
milhares de milhdes de euros e que, em alguns paises, deu origem a uma
série de rentaveis empresas de base tecnoldgica. Para além disso, muitas
empresas do sector agroquimico cedo se aperceberam do enorme potencial
das técnicas biotecnoldgicas e tém vindo a investir fortemente nesta tecno-
logia com o objectivo de desenvolverem novos genotipos e produtos Num
mercado fortemente competitivo, e que comega a dar os primeiros passos,
esperam-se muitos avancos nos proximos anos. Deste congregar de interesses
surgiram importantes avan¢os com aplicacdes nos mais variados dominios,
como sejam a producio de hormonas por bactérias (e.g. hormona do cresci-
mento, insulina), o desenvolvimento de animais e plantas transgénicas (mais
produtivas e/ou resistentes a doencgas), o diagndstico médico (isolamento
de genes responsaveis por determinadas doencas, producio de anticorpos
monoclonais, criacio de sondas moleculares), a producio de vacinas (hepatite
B), a producio de interferdos, a produc¢io de compostos vegetais de interesse
farmacolégico, agroalimentar ou de cosmética, a produc¢io de energia por

algas ou bactérias e a purificacdo de metais por microrganismos.

1.3. A utilizacao das plantas e o aparecimento da agricultura

As plantas, em conjunto com outros organismos produtores de energia

constituem a base da vida na Terra tal como a conhecemos. Nao surpreende



pois que os nossos antepassados se tenham apercebido do potencial das
plantas nao apenas como base da alimentacio mas também para outras
aplicacoes como o fabrico de utensilios, a producio de medicamentos
(durante milhares de anos a medicina e a botanica foram ciéncias muito
proximas) e a confeccao de vestudrio. Pode assim dizer-se que muito antes
do aparecimento das primeiras sociedades agricolas os seres humanos
utilizavam as plantas para varios propositos, sendo legitimo supor que
possuiam conhecimentos botianicos empiricos, a semelhanca do que se
verifica com populacdes primitivas cujo conhecimento cientifico € muito
limitado mas que manifestam conhecimentos praticos aprofundados sobre
as caracteristicas das espécies vegetais que utilizam.

Como facilmente podemos constatar no nosso dia-a-dia, a espécie humana
¢é totalmente dependente das plantas para a sua sobrevivéncia. Esta fitode-
pendéncia € notéria ndo apenas nos actos mais banais do quotidiano, como
respirar ou comer, mas igualmente em situacdes menos usuais (ou talvez
nao) como beber um cha, um café ou fumar um cigarro. No caso concreto
da alimentacdo, estima-se que mais de 90% das calorias ingeridas pelos
seres humanos e mais de 80% das proteinas consumidas sio directamente de
origem vegetal. As restantes, resultantes do consumo de produtos animais,
sdo também, indirectamente, resultado da producido primaria de plantas
ou de outros organismos autotréficos. De referir ainda que uma grande
parte destas proteinas e calorias resulta do consumo de um nimero muito
limitado de espécies vegetais, com o milho, o trigo e o arroz a constituirem
a base da alimenta¢io humana. Das cerca de 400.000 espécies de plantas
que se supOe existirem, apenas uma pequena percentagem (menos de 1%)
foi ou é usada de forma consistente pelos humanos. Até ha cerca de 10.000
anos atras, a origem precisa ¢é dificil de determinar, a semelhanca de outros
animais, os seres humanos obtinham os alimentos de que necessitavam da
caca ou da recolha de sementes, frutos, tubérculos e rizomas. Devido em
grande parte aos trabalhos do geneticista russo N. Vavilov, que estudou
a variabilidade de plantas cultivadas em diferentes regides da Terra, e do
arqueodlogo americano R. Braidwood, sabemos hoje que, por esta altura,
em diferentes regides do globo, mas primeiro no Proximo Oriente, numa

zona designada por Crescente Fértil, se iniciou a domesticacio de plantas
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e de animais (Fig. 4). Um pouco depois, noutros locais do globo, nomeada-
mente na Asia, nos vales dos rios Amarelo e Yangtzé, na Africa subsariana,
e em diferentes regides da América, iniciou-se um processo semelhante.
As razoes que levaram a esta modificacio nio estao bem determinadas.
E provivel que as alteracdes climdticas resultantes do final da tultima
glaciacdo tenham proporcionado as condi¢des ambientais para o apareci-
mento da agricultura. De facto, por esta altura, em virtude do recuo dos
gelos, o clima tornou-se mais ameno e a espécie humana pdde ocupar
territérios outrora inacessiveis.

O aparecimento da agricultura teve profundas implicacdes no modo de
vida e na organizac¢ido das popula¢des da época. O primeiro resultado tera
sido um aumento consideravel da popula¢io que, como ja foi referido, até
aos nossos dias, nio tem parado de crescer. Por outro lado, o melhoramento
das praticas agricolas, com o aparecimento de instrumentos como o arado
ou de sistemas de rega e de diques para o controlo das dguas, permitiu um
aumento da produc¢io e uma reduc¢io na mio-de-obra com a consequente
libertagiao para outras actividades de uma parte consideravel da populacio.
Surgiram assim as primeiras cidades estado, na Mesopotamia, entre os rios
Tigre e Eufrates. Sociedades semelhantes desenvolveram-se, mais tarde,
também ao longo de outras grandes vias fluviais como o Nilo, o Indo,
o Yangtzé ou o Rio Amarelo.

Nestas primeiras sociedades, as plantas e os seus derivados comecaram
também a ser processadas para a obtenc¢ido de novos produtos. O vinho,
a cerveja, o pao e o queijo sio exemplos de como as sociedades primiti-
vas eram capazes de produzir novos alimentos a partir de outros. Numa
perspectiva mais lata, estes alimentos sio os primeiros exemplos da uti-
lizacao de organismos para a obtencio de novos produtos, constituindo
por isso uma espécie de biotecnologias primitivas. Numa época em que os
progressos tecnolégicos nao param de nos surpreender, dizer que o vinho,
0 queijo ou a cerveja sao produtos biotecnologicos parece, no minimo, quase
caricato. No entanto, para a época, terdo sido descobertas tado importantes
como aquelas que actualmente consideramos como mais revoluciondrias.

Apesar dos procedimentos empiricos usados por estas primeiras socie-

dades baseadas na agricultura e que durante milhares de anos continuaram



a ser aplicados, os resultados obtidos podem considerar-se surpreendentes.
De facto, se pegarmos numa espiga dos modernos cultivares de milho e
verificarmos as suas dimensoes e nimero de graos dificilmente acreditamos
que estes cultivares sao derivados de espécies selvagens de milho, como
o teosinto, cuja espiga niao possui mais que meia dizia de grios. Estas
modificacdes conseguidas pela realizacdo de cruzamentos e selec¢ao das
plantas mais interessantes, sem que até finais do século XiX houvesse um
conhecimento generalizado das leis da hereditariedade, podem ser con-
siderados manipula¢tes genéticas grosseiras das plantas que, apesar de
sustentadas por conhecimentos cientificos limitados, tiveram forte impacto
no aumento da producdo agricola. Para além disso, estas manipulacoes
criaram uma importante variabilidade genética com a criacao de cultivares
adaptados a diferentes zonas do globo e que € hoje a base dos programas
de melhoramento genético. Esta manipulacio genética passiva, apesar dos
resultados a que permitiu chegar tem, no entanto, as suas limitacdes —
extrema morosidade, pouca precisio e limitada base genética, no sentido
de que apenas se podem cruzar plantas pertencentes 2 mesma espécie ou

a espécies filogeneticamente muito proximas.
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Figura 4. Principais centros de domesticaciao de plantas e respectivas datas. O centro mais
antigo é o dos vales dos rios Tigre e Eufrates onde a agricultura terd surgido ha cerca de 10.000

anos (adaptado de Smith, 1995).
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A compreensio dos mecanismos genéticos e fisiolégicos subjacentes ao
desenvolvimento e a reproducio das plantas, a utilizacio de maquinaria
agricola cada vez mais funcional, o desenvolvimento de pesticidas e de
adubos e a obtencdo de cultivares cada vez mais produtivos, em particular
as sementes hibridas permitiram, como anteriormente referido, um aumento
considerdvel da producido de alimentos a nivel mundial, entre meados dos
anos 50 e finais dos anos 70. O lado positivo deste periodo foi o fim das
deficiéncias alimentares em muitos locais onde esse problema era crénico,
nomeadamente em varios paises asiaticos.

O aumento global da produc¢io teve também as suas consequéncias negati-
vas. Destas salientam-se a erosdo dos solos, a diminui¢ido das areas florestais
e a libertacio de uma série de compostos agressivos para o meio ambiente,
resultantes de uma agricultura intensiva sem qualquer tipo de preocupacoes
ambientais. A consequéncia geral foi a reduc¢io das dreas cultiviveis e a ne-
cessidade de produzir cada vez mais alimento numa area progressivamente
mais limitada. Neste sentido, novos ganhos de produtividade necessarios para
alimentar uma populag¢io que nao para de crescer, s6 podem ser consegui-
dos aumentando a eficiéncia das culturas, ou através de um aumento dos
rendimentos por planta ou pela possibilidade de explorar culturas em zonas
marginais cuja utilizacao agricola estava até ha pouco tempo posta de parte.

Nos ultimos 20 anos, como consequéncia dos progressos da biologia
molecular, em particular no que concerne a manipulacio do DNA, tornou-se
possivel modificar geneticamente as plantas de forma mais precisa e eficaz.
Tal possibilidade, associada a capacidade das plantas se poderem propagar
em condic¢oes laboratoriais, permitiu a obten¢io de plantas com novas ca-
racteristicas, em muitos casos através da incorporagio de genes de outros
organismos como bactérias, fungos ou animais.

Esta nova metodologia, que num periodo de tempo tdo curto passou
de uma mera curiosidade laboratorial (como eram as primeiras plantas de
tabaco e petinia geneticamente transformadas) para milhdoes de hectares
de plantas geneticamente modificadas cultivadas pelo mundo inteiro teve,
como nido poderia deixar de ser, importantes repercussdes na sociedade
em que vivemos e constitui o exemplo de uma das mais riapidas difusdes

de uma tecnologia para fins praticos.



Embora, em termos concretos, a introducdo de plantas geneticamente
modificadas na agricultura tenha sido um sucesso, a cultura destas “novas”
plantas tem gerado debates intensos, conflitos comerciais entre paises, pro-
cessos em tribunais e posi¢coes extremadas que tém conduzido, em casos
limite, a destrui¢do destas culturas, numa espécie de terrorismo bioldgico.
Esta rejeicao tem-se manifestado mais intensamente na Europa onde uma
imprensa desfavorivel e em geral deficientemente informada, uma série
sucessiva de escandalos relacionados com produtos alimentares e com
a saude publica (transfusdes com sangue contaminado, “vacas loucas”,
dioxinas, febre aftosa), uma certa arrogancia das empresas do sector agro-
quimico e movimentos ecologistas e antiglobalizacio pouco receptivos
a novas ideias, conduziram a uma desconfianca generalizada nos consu-
midores relativamente as plantas geneticamente modificadas, aos produtos
delas derivados e aos organismos publicos que regulam a seguranca dos
alimentos. Para além disso, numa regiio que produz alimentos em excesso,
cujos agricultores sio muitas vezes recompensados por nio produzirem
e em que a populacio pensa de estdmago cheio e vive cada vez mais
afastada das realidades agricolas, é um pouco dificil fazer com que as pes-
soas entendam o quanto a Biotecnologia Vegetal pode ser importante para
0 nosso proprio futuro, nao apenas em termos alimentares mas também na
producio de outros produtos, medicamentos incluidos.

Qualquer tecnologia levanta novas questdes e O temor perante novos
desafios tecnologicos esta ainda bem patente nas sociedades actuais. A este
propdsito convém recordar um episodio caricato que reflecte os receios
das pessoas perante o avanc¢o da tecnologia. Quando o caminho-de-ferro
chegou a Suica houve um certo temor entre a populacio de que o com-
boio causasse problemas de satude. Mais concretamente, admitia-se que
velocidades excessivas pudessem afectar o cérebro. Apos aturados estudos
realizados por uma comissio de especialistas, chegou-se a conclusio que
de facto o comboio nio era muito aconselhavel para a manuten¢io de um
cérebro saudavel...

Numa época em que as pessoas tendem a acreditar mais nas pseudo-
ciéncias e nas mais variadas crendices do que no conhecimento cientifico

e em que os jovens cada vez mais se afastam das disciplinas cientificas
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compete aos cientistas, através do ensino universitirio, da realizacio de
conferéncias e de outras ac¢des de divulgacio, afastar estes temores. Afinal
de contas, qualquer tecnologia causa sempre algumas apreensdes, e o facto
de podermos hoje manipular aquilo que podemos considerar ser o simbolo
da vida — o DNA - nio ¢ facilmente aceitdavel por uma larga faixa da popula-
¢do. Torna-se pois imperioso formar cientistas e professores que nas suas
actividades profissionais futuras possam colocar os seus conhecimentos ao
servico da comunidade e afastar receios, na sua esmagadora maioria in-
fundados, sobre a ciéncia e a tecnologia. Nesta perspectiva, uma disciplina
como a Biotecnologia Vegetal, para além da sua funcao de divulgacio do

conhecimento e da tecnologia deve também ter essa funcio pedagdgica.

1.4. Perspectiva historica e métodos de estudo em Biotecnologia Vegetal

A Biotecnologia Vegetal ¢ um conjunto de metodologias de base biologica
que permite manipular as plantas com objectivos especificos. A utiliza¢ao de
qualquer tecnologia tem como base conhecimentos fundamentais e a Biotec-
nologia Vegetal nio foge a regra valendo-se de uma gama de conhecimentos
sobre o funcionamento das plantas que foi sendo elaborado ao longo dos anos
por diferentes ramos do conhecimento biolégico. De facto, a Biotecnologia
Vegetal vai buscar ensinamentos a varias disciplinas como sejam a Biologia
Celular, Biologia do Desenvolvimento, Biologia Molecular, Bioquimica, Ge-
nética, Fisiologia, Informatica e Microbiologia e, embora tendo uma vertente
tecnoldgica importante, essa tecnologia s6 pode ser eficaz com um conhe-
cimento cientifico importante dos sistemas biologicos, mais concretamente
dos mecanismos que controlam o desenvolvimento das plantas, desde os
processos de reproducao até aos processos de desenvolvimento vegetativo.

Analisar numa perspectiva histérica o que tem sido a evolu¢io da Bio-
tecnologia Vegetal € uma tarefa problematica dado o ndmero de descobertas
importantes em muitos ramos do conhecimento que tiveram impacto no
melhoramento de plantas. No entanto, podemos assinalar alguns marcos
que, de forma inequivoca, contribuiram para avangos importantes em termos

de Biotecnologia Vegetal. Desta forma, e por uma questao de simplificacio,



podemos dividir esta breve retrospectiva histérica em trés periodos, forte-
mente condicionados pela tecnologia e meios disponiveis em cada um deles.

O primeiro periodo vai desde o estabelecimento da teoria celular por
Schwann e Schleiden (1838-1939) até a obtencdo das primeiras culturas
in vitro de forma indefinida por White, Gautheret e Nobécourt, em 1939.
Durante este periodo de tempo, que poderemos designar por “periodo
observacional”, realizaram-se importantes descobertas que se vieram a re-
velar fundamentais para o que hoje podemos chamar Biotecnologia Vegetal.
Assim depois da teoria celular ja referida, a préxima grande descoberta
foi o estabelecimento das leis da hereditariedade por Mendel (1865) nos
seus trabalhos na ervilheira. Embora estes estudos permanecessem igno-
rados durante algum tempo, eles permitiram compreender de que forma
eram transmitidas aos descendentes as caracteristicas das plantas, proces-
so essencial em termos de melhoramento. No entanto, antes de Mendel,
Darwin deu também um contributo importante com a sua teoria da evolugio.
Para além dos seus estudos sobre evoluciao, Darwin foi ainda um botanico
impar, tendo-se dedicado ao estudo da floracido, da selecc¢ido artificial e
dos movimentos das plantas através dos seus ensaios sobre fototropismo.
Outro cientista importante foi Haberlandt. Numa altura em que as culturas
de células animais conheciam progressos assinalaveis, devido em grande
parte aos trabalhos de Harrison e Carrel, Haberlandt tentou, nos primeiros
anos do século XX, estabelecer culturas de tecidos vegetais em condicoes
laboratoriais. Os seus trabalhos com tecidos de virias espécies, entre as
quais tubérculos de batateira, fucsia e Tradescantia deram alguns resul-
tados interessantes, mas o facto de na altura ainda niao serem conhecidas
as hormonas vegetais, limitou de forma irremedidvel as suas experiéncias.

No seguimento dos trabalhos de Haberlandt, outros autores como Simon
(1908) dedicaram-se também a cultura de tecidos vegetais. Este autor, utili-
zando culturas de segmentos caulinares de choupo observou, pela primeira
vez, a formacio de gemas e raizes em culturas de segmentos do caule.
Até ao inicio da década de 30 muitos investigadores tentaram, sem grande
sucesso, cultivar diferentes 6rgios vegetais in vitro. Alguns conseguiram
obter sucessos relativos, como aconteceu com as culturas de raizes de ervi-

lheira e de milho realizadas por Kotte (1922) e que foram mantidas durante
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periodos limitados de tempo ou com a formacido de calos em culturas de
cenoura obtidos por Blumenthal e Meyer (1924).

Em meados dos anos 20, uma descoberta veio alterar, de forma radical,
os resultados até entdo conseguidos com culturas de células vegetais. Essa
descoberta, realizada por Went (1926), foi o reconhecimento de que a auxina
mais tarde identificada como 4cido-3-indol acético JAA), promovia divisodes
celulares em tecidos vegetais. Nessa época, o principal problema que se
colocava aos investigadores que trabalhavam na drea da cultura in vitro de
plantas, resultava do facto das proliferacdes celulares obtidas entrarem em
necrose muito rapidamente. Foi o que aconteceu com as culturas de Acer,
Populus, Salix e Ulmus realizadas pelo francés Gautheret (1935). Para ultra-
passar esta contrariedade Gautheret decidiu aplicar o TAA as suas culturas
(cenoura), tendo verificado que esta hormona vegetal permitia a realizacio
de um grande nimero de subculturas e um crescimento indefinido das célu-
las. Praticamente na mesma altura, foram obtidos resultados semelhantes
por White (1939), nos Estados Unidos, utilizando tecidos provenientes de
hibridos entre Nicotiana langsdorffii x N. glauca e por Nobécourt (1939),
em Franca que, tal como Gautheret, utilizou culturas de cenoura.

O segundo periodo, que podemos designar por periodo da cultura in
vitro, vai desde 1939 até meados dos anos 80 do século xX. Durante esta
época foram realizados enormes progressos em varios aspectos da cultura
in vitro de plantas. Foi nesta fase que se comprovou a importancia de varios
elementos minerais para as plantas tendo surgido formula¢oes nutritivas
que ainda hoje sio bastante utilizadas na cultura de células vegetais, a mais
conhecida foi elaborada por Murashige e Skoog (meio de cultura MS, 1962).
Este periodo ficou marcado, numa fase inicial, pela propagacio de plantas
através da cultura de meristemas, uma técnica que tinha também a vantagem
de permitir a regeneracao de plantas isentas de virus. Neste dominio, os
trabalhos do francés Morel (década de 50), em orquideas e noutras espécies
(dalias e batateira) devem ser referenciados. No final da década de 50, dois
grupos independentes, um a trabalhar nos Estados Unidos (Steward et al.,
1958) e outro na Alemanha (Reinert, 1958) conseguiram obter os primeiros
embrides a partir da cultura de células somaticas de cenoura, demonstrando,

de forma inequivoca a totipoténcia das células vegetais.



Na década de 60, duas importantes metodologias abriram novas pers-
pectivas ao melhoramento vegetal. Uma delas foi a constatagao, por Guha e
Maheshwari, em Datura innoxia, de que os graos de pdlen, a semelhanca
das células somaiticas, eram também totipotentes pois, em determinadas
circunstancias, dividiam de forma anémala e produziam plantas. O método
em causa ficou conhecido como androgénese ou embriogénese polinica.
Ao contrdrio de outras técnicas de cultura in vitro, neste caso, as plantas
obtidas eram geneticamente diferentes da planta mie e, além disso, eram
haploéides. Por si s6 as plantas hapléides niao sio organismos particular-
mente interessantes. Todavia, a duplicacio do seu nimero cromossdmico,
permite obter linhas puras num curto periodo de tempo. Muta¢des no
estado homozigotico podem também ser conseguidas. Resultados similares
foram posteriormente obtidos no tabaco por Bourgin e Nitsch (1967) e,
poucos anos mais tarde, ja na década de 70 foram realizadas, com sucesso,
as primeiras culturas de pélen isolado no tomateiro e em Datura innoxia.
A obtencio de plantas por androgénese foi, ja na década seguinte, realizada
em cereais, permitindo o desenvolvimento de novos cultivares com base
na regenerac¢io e duplicacio de hapléides.

Um outro contributo assinalavel para a cultura de células vegetais veio
da obtencao de protoplastos. Embora o seu isolamento tivesse sido reali-
zado ainda no século XIX por métodos mecanicos, s6 no inicio da década
de 60 Cocking obteve protoplastos em grandes quantidades por métodos
enzimdticos. Mais tarde, na década de 70, cientistas japoneses observaram
divisdes e regeneracio da parede em protoplastos cultivados e a possibili-
dade de obter plantas a partir de protoplastos do tabaco.

Com a fusiio de protoplastos, as barreiras de incompatibilidade nos
cruzamentos entre espécies filogeneticamente distantes poderiam agora
ser ultrapassadas e, a auséncia de parede, associada a cultura de células
isoladas, permitia manipular os vegetais de uma forma semelhante a utili-
zada para a transformacido de bactérias e leveduras. No capitulo 7 ¢ feita
uma descri¢cio mais detalhada dos sucessos conseguidos no isolamento
e cultura de protoplastos.

Ao mesmo tempo que se registavam 0s avanc¢os enumerados em termos

de cultura in vitro, ocorreram também enormes progressos no que diz res-
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peito a compreensiao do funcionamento e manipula¢cio do material genético.
Foi durante este periodo que se determinou que o DNA era a molécula
da hereditariedade e que Watson e Crick (1953) propuseram o seu modelo
de dupla hélice para o DNA. Outros factos importantes foram a descoberta do
codigo genético, das enzimas de restricio, do plasmideo Ti como principio
indutor de tumores em infec¢des das plantas com Agrobaterium tumefa-
ciens, a electroforese bidimensional, o estabelecimento de métodos para
a sequenciaciao do DNA, a construcao de moléculas de DNA recombinante
e o desenvolvimento de marcadores moleculares (RAPDs, RFLPs...), entre
muitos outros que seria fastidioso enumerar.

O terceiro periodo é o periodo da biologia molecular e vai desde me-
ados dos anos 80 até a actualidade. O inicio deste periodo fica marcado
pela obtenc¢ido de plantas geneticamente modificadas utilizando um veiculo
natural — a bactéria Agrobacterium tumefaciens. Esta bactéria, que provoca
infeccoes em muitas dicotiledéneas, é capaz de transferir para as células
vegetais um pequeno fragmento de DNA (T-DNA) do seu plasmideo (plas-
mideo Ti) provocando proliferacdes anormais de células (galha do colo).
Ensaios realizados no tabaco mostraram que era possivel a remociao dos
genes responsaveis pela doenca, e a sua substituicio por outros, permitindo
assim regenerar plantas que expressavam as caracteristicas conferidas por
estes genes. Em 1983 as primeiras plantas transgénicas foram obtidas por 4
grupos de investigaciao distintos, nomeadamente um grupo da Universidade
de Washington liderado por M.-D. Chilton que produziu plantas de Nicotiana
plumbaginifolia resistentes ao antibiético canamicina, o grupo de J. Schell
e M. van Montagu (Universidade de Gent, Bélgica) que regenerou plantas
de tabaco resistentes a canamicina e ao metotrexato, o grupo da empresa
Monsanto (R. Fraley, S. Rogers e R. Horsch) que obteve plantas de petinia
resistentes a canamicina e o grupo da Universidade de Wisconsin, liderado
por J. Kemp e T. Hall que transformaram plantas de girassol (ver capitulo 8).

No seguimento destes ensaios pioneiros foram desenvolvidos métodos
para a transformacio genética de muitas outras espécies. No entanto, devi-
do ao facto da bactéria utilizada ter uma capacidade de infecc¢ido limitada
em monocotiledéneas, a transformaciao genética de espécies deste grupo

estava condicionada. Este problema foi ultrapassado pelo aparecimento de



uma técnica que ficou conhecida como biolistica e que permite transferir
genes para as células vegetais sem intervenciao de Agrobacterium tumefa-
ciens. Com esta técnica foi possivel a transformacao genética de cereais, as
plantas mais cultivadas a nivel mundial e das quais depende, em grande
parte, a alimentacdo humana.

No decurso dos anos de 1986 e 1987 foram realizados os primeiros en-
saios de plantas transgénicas no campo, experiéncias realizadas nos Estados
Unidos e na Bélgica. Ja na década de 90 foram comercializados os primeiros
produtos resultantes da aplicacio dos métodos de modificacao genética.
Tratou-se da comercializacdo, pela empresa Calgene (Estados Unidos) de
uma variedade (“Favr Savr”) de tomate geneticamente modificada cujo
amadurecimento era retardado através da producio de um RNA antisenso.

Desde estes ensaios pioneiros até a actualidade os avancos cientificos
e técnicos obtidos no Ambito da producio de plantas geneticamente modifi-
cadas sdo inimeros. Esses progressos viao desde a utilizagio de promotores
mais eficientes até ao desenvolvimento de protocolos mais eficazes que
permitem obter plantas transgénicas livres dos genes de seleccao que con-
ferem resisténcia a antibioticos ou herbicidas. Tais progressos tém também
permitido o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas muito
mais elaboradas que as produzidas numa primeira fase e que poderio ser
utilizadas nio apenas para aumentar a produc¢io, mas igualmente para
o desenvolvimento de novos produtos com aplicagdes em termos de saude
publica. O arroz dourado, enriquecido em provitamina A, e produzido pelo
grupo de I. Potrykus, na Suica, constitui um marco assinalavel.

Actualmente (dados de 2008), a nivel mundial, a 4rea cultivada com
cultivares geneticamente modificados aproxima-se dos 140.000.000 de ha
(Fig. 5), uma area equivalente a cerca de 13 vezes a superficie de Portugal.
Dessa area, cerca de 70% correspondem a culturas realizadas nos Estados
Unidos e 23% na Argentina. A tendéncia das culturas transgénicas deve
manter-se a um ritmo de crescimento elevado durante os préximos anos,
sendo previsivel que para além das culturas transgénicas mais tradicionais
(milho, soja, algodoeiro e colza) outras espécies assumam uma relevancia
muito maior, nomeadamente o trigo, o arroz bem como algumas espécies

produtoras de frutos ou tubérculos.
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Figura 5. Area cultivada com plantas geneticamente modificadas a nivel global.
Fonte: ISAAA - “International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications”.

Durante este terceiro periodo houve avancos considerdaveis na compre-
ensdo do funcionamento do genoma quer em organismos procariotas quer
em eucariotas. Muitos desses avancos estdo directamente relacionados com
a utilizacio de novos métodos dos quais se podem destacar a reaccio de
PCR desenvolvida por K. Mullis em 1983, a aplicacio dos microarrays ao
estudo da expressao genética e o desenvolvimento de métodos de sequen-
ciacdo automitica do DNA extremamente eficazes. Estes conhecimentos s6
foram possiveis gracas ao desenvolvimento de processos de tratamento de
dados cada vez mais objectivos e que permitem armazenar quantidades
enormes de informacio. Esta associa¢ido, entre a anilise dos genomas e o
desenvolvimento de sistemas de tratamento de dados conduziu aquilo a que
vulgarmente se chama gendémica. No entanto, o conhecimento do genoma
é apenas a ponta do iceberg. Uma vez caracterizado o genoma torna-se
necessdrio determinar quais as funcdes dos produtos dele resultantes,
nomeadamente RNAs e proteinas. A descoberta recente de RNAs capazes
de inactivar outros RNAs mostra-nos o quio pouco ainda sabemos sobre
o controlo da informag¢io genética e de que forma os estudos de proteémica

(andlise das proteinas) e transcriptomica (andlise de RNAs) sio fundamentais.



Os anos mais recentes ficam marcados pela sequencia¢io (em 2000) do
genoma de Arabidopsis thaliana, uma discreta erva que se tem revelado
essencial para a compreensio do modo de funcionamento das plantas e da
qual tém sido obtidos importantes conhecimentos que uma vez extrapolados
para espécies de interesse econdmico permitiram importantes avancos em
termos de melhoramento vegetal. Seguiu-se a sequenciacio dos genomas
de outras espécies como o arroz, choupo, cafeeiro soja, milho e varios
outros estdo em vista de ser obtidos. Espera-se que a sequenciacao destes
genomas permita uma mais facil identificacdo de genes relacionados com
o desenvolvimento das plantas, em particular aqueles que estdo relaciona-
dos com situacdes de stresse e cuja manipulacio permitiria a obtencio de
plantas resistentes aos mais variados factores bidticos e abidticos.

Apesar dos progressos registados em termos biotecnolégicos, os méto-
dos convencionais de melhoramento continuam ainda a ser aplicados com
bastante sucesso. A explicacdo para isto € que as técnicas de engenharia
genética sao muito recentes ndo se tendo ainda vulgarizado. Para além disso,
exigem aprofundados conhecimentos cientificos e um forte investimento
financeiro em termos de equipamento e de formacio de miao-de-obra. E pois
natural que durante os anos mais proximos, os métodos cldssicos continuem
a desempenhar um papel importante surgindo a Biotecnologia Vegetal mais
como um complemento desses métodos do que como uma alternativa.

Nos proximos capitulos sio abordadas algumas das metodologias uti-
lizadas no ambito da biotecnologia vegetal, com particular incidéncia na

clonagem de plantas e no seu melhoramento genético.
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CAP. 2. CULTURA /N VITRO DE PLANTAS

2.1. Introducio

Como foi referido no capitulo anterior, a cultura in vitro de plantas
iniciou-se, de forma metdédica, com os trabalhos de Haberlandt e sofreu
um forte impulso com a descoberta das auxinas, a que se seguiu a des-
coberta de outros grupos de hormonas vegetais. Na realidade, antes da
descoberta das auxinas e das citocininas, a manutencdo de células em
cultura era bastante dificil uma vez que o crescimento indefinido de
células n3o podia ser conseguido e as culturas acabavam por morrer. Por
cultura in vitro entende-se o estabelecimento e manutencio, em condi-
¢Oes laboratoriais, de células, tecidos, 6rgaos vegetais, plantas ou massas
de células, vulgarmente designadas por calos (callus). Estas culturas siao
mantidas em condi¢des assépticas de forma a evitar a contaminac¢io por
microrganismos e podem ser utilizadas com finalidades diversas. Entre os
objectivos principais destacam-se a clonagem de plantas, a produc¢io de
metabolitos secundarios, a transformagao genética, a fusao de protoplastos
ou a obtencio de plantas haploides. Cada um destes objectivos requer
condi¢oes particulares em termos da composicio dos meios de cultura
pelo que as condicdes utilizadas, por exemplo, para a clonagem de plantas
sao diferentes daquelas utilizadas na producido de plantas hapléides. Nas
sec¢oOes seguintes sao analisadas as potencialidades das células vegetais
em termos de regeneracdo in vitro bem como as principais caracteristicas

dos meios e condi¢des de cultura.
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2.2. Totipoténcia da célula vegetal

As células de um organismo provém todas de uma mesma célula ovo
ou zigoto. Neste sentido, pode afirmar-se que o corpo de uma planta, a
excepc¢io dos gametdfitos, é um clone do zigoto. No decurso da ontogénese
a edificacao dos diferentes tecidos implica um aumento do nimero e dimen-
sdes das células mas também uma especializacio devida ao funcionamento
de determinados genes e ao silenciamento de outros. Assim, nas plantas,
algumas células especializam-se no transporte (xilema e floema), outras
na fotossintese (parénquima) e outros no revestimento (células epidérmi-
cas), sO para citar alguns exemplos (Fig. 6). Este processo é denominado

diferenciacio.

Figura 6. Corte anatomico de uma raiz primdria de
dicotiledénea mostrando diferentes tipos de tecidos.

No entanto, se procedermos a cultura de um fragmento de uma folha
ou de outro tipo de 6rgdo vegetal num meio de cultura e se as condi¢des
foram as mais adequadas, poder-se-a verificar que a estrutura organizada

da folha é modificada devido ao facto de determinadas células sofrerem



um processo de certa forma inverso da diferenciacio, e poderem reverter a
um estado meristematico sofrendo mitoses sucessivas. Este processo conduz
a formac¢do de um calo em que as células sdo relativamente uniformes em
termos morfolégicos dividindo-se mais ou menos activamente (Fig. 7). Este
processo € denominado desdiferenciaciao. Ulteriormente, e se mais uma vez
as condic¢des de cultura foram as ideais, a partir desta massa celular poder-
-se-a0 formar embrides ou rebentos caulinares que, uma vez germinados ou
enraizados originam uma nova planta. A capacidade que as células vegetais
possuem de, quando em cultura, darem origem a novas plantas sem a inter-
vencao de um processo de reproducido sexuada € designada por totipoténcia
e constitui a base da reproducao assexuada nas plantas. Deste modo, tecidos
ja diferenciados podem desdiferenciar-se ou seja, recuperar caracteristicas
e potencialidades de células embriondrias podendo expressar um potencial
genético e comportar-se como um zigoto. Esta constatacdo nao exclui, no
entanto, que o genoma de certas células vegetais possa conduzir a uma
diferenciacao irreversivel no decurso dos processos de desenvolvimento,
como sucede nas células animais. Nas plantas, as células mais susceptiveis
de sofrer processos de desdiferenciacio sio aquelas filogeneticamente

e ontogenicamente mais primitivas, ou seja, as células de parénquima.

Figura 7. Caixa de Petri com varios calos de tabaco (Nicotiana tabacum, linha BY-2).
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Em algumas espécies pode mesmo acontecer que estes processos de
desdiferenciacio ocorram em condi¢des naturais in vivo, tal como se veri-
fica em espécies do género Bryophyllum onde, nas margens das folhas, se
diferenciam novas plantas a partir de meristemas pré-existentes (Fig. 8). Este
tipo de resposta tem, como veremos detalhadamente em capitulos seguintes,
importantes aplicagdes praticas. Ao mesmo tempo levanta inimeras inter-
rogacdes ao nivel da biologia do desenvolvimento. De facto, compreender
0s mecanismos pelos quais uma célula da origem a um organismo com
a complexa organizacio de uma planta superior ou de um mamifero ¢€,

afinal, um dos problemas centrais da biologia.

Figura 8. Planta de Bryophyllum tubiflorum onde sio visiveis novos propdgulos nas
extremidades das folhas (setas).

Em contraste com o que se verifica nas plantas, um processo deste
tipo (desdiferenciacio celular e ulterior regeneracio in vitro) niao foi ainda
conseguido nos animais. No entanto, durante as fases iniciais do desenvol-
vimento embrionario dos animais, as células manifestam ainda totipoténcia.
Alguns animais, como os tritdes, sdo capazes de regenerar membros que
foram danificados. Também as células estaminais possuem o potencial

de se diferenciar em diferentes tipos celulares, sendo objecto de intensas



investigacdes com vista a explorar a possivel regenerac¢io de 6rgios ou
de tipos celulares particulares (e.g. células nervosas). Todavia, ao contrario
de muitas células vegetais, os exemplos que foram referidos relativamente
aos animais, exceptuando as células embrionarias, nio devem ser conside-
rados exemplos de células totipotentes mas sim de células pluripotentes,
uma vez que a sua capacidade de diferenciacio de encontra limitada a tipos
celulares particulares.

O facto das células animais, quando cultivadas in vitro, nio originarem
novos organismos, contrariamente ao que se verifica nas plantas, nio deixa
de ser surpreendente se atendermos a que experiéncias realizadas em ras e
mais recentemente em varios mamiferos mostraram que nucleos de células
epidérmicas ou de outros tecidos, introduzidas em 6vulos aos quais o nucleo
foi removido, sdo capazes de originar novos organismos. Esta experiéncia
mostra que as células epidérmicas possuem no seu nucleo a totalidade da
informac¢ao genética caracteristica do gendtipo como alias se verifica com
todas as outras células.

Que caracteristicas distintivas entre as células animais e vegetais podem
explicar esta diferenca de comportamento? Nao existe actualmente uma
resposta definitiva a esta questio mas entre os animais e as plantas existem
diferencas fundamentais quer ao nivel da organizacio celular quer ao nivel
do desenvolvimento que podem ajudar a compreender esta disparidade na
resposta relativamente a expressiao da totipoténcia.

As células animais e vegetais apresentam algumas diferencas fundamen-
tais. As mais importantes sao a existéncia de uma parede celular e de um
tipo particular de organelos, os cloroplastos, responsaveis pela realizaciao
da fotossintese, nas células vegetais. A parede celular, que condiciona
a forma das células, impede as células vegetais de se deslocarem ao contra-
rio do que se verifica nas células animais onde, durante o desenvolvimento
embriondrio, ocorre migracio celular. Estas caracteristicas tém como con-
sequéncia uma organizacio do corpo diferente bem como a existéncia
de mecanismos de desenvolvimento mais plasticos nas plantas de forma
a poderem adaptar-se a variacdes das condi¢cdes ambientais. Dada a imo-
bilidade das células vegetais a orientacao do crescimento é essencialmente

condicionada pelos planos de divisiao celular e pela informagao posicional.
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Ao contrario dos animais, que rapidamente se podem deslocar para condi-
¢Oes ambientais mais favordveis, a resposta das plantas a modifica¢des do
habitat tem que ocorrer in situ e os mecanismos de adaptacio envolvem,
muitas vezes, alteracdes nos padroes de desenvolvimento. A sua estratégia
€ oportunista. Um exemplo é a reduzida actividade metabdlica e cambial
que ocorre na estacdo fria em plantas das zonas temperadas, actividade
essa que € recuperada quando se inicia a Primavera.

Uma planta adulta é tipicamente constituida por muitas coépias de um
pequeno grupo de moédulos. Cada mdédulo consiste num pedaco de caule,
folhas e uma gema onde se localiza um meristema caulinar. Cada uma destas
unidades € designada por fitbmero. Se o meristema apical for danificado,
um dos meristemas axilares pode substitui-lo e continuar o crescimento.
Podemos, pois, afirmar que as plantas apresentam um crescimento continuo
ou seja, desde a fecundac¢io e durante toda a ontogénese, originam novos
orgaos. Uma situacao completamente diferente verifica-se nos animais onde
de pode afirmar, ainda que de forma grosseira, que o embriio um mamifero
€ uma miniatura reduzida a escala do organismo adulto. Os detalhes da
estrutura do corpo definem-se a2 medida que o organismo cresce.

Talvez a auséncia de expressio da totipoténcia em células animais
diferenciadas seja devida a repressores que muito cedo, durante o desen-
volvimento embrionario condicionam, de forma irreversivel, a expressao de
determinados genes. A recente descoberta dos RNAs de interferéncia (RNA1D)
e o seu papel no controlo da expressao de determinados genes € mais um
indicador de que muito ha ainda a descobrir sobre a expressio e coorde-
nacio genética. Apesar da sequenciacio do genoma de varios organismos
0s mecanismos moleculares, bioquimicos e fisiolégicos responsaveis, nas
células animais, pela repressio da totipoténcia e nas células vegetais pela sua
expressao, estao longe de estar elucidados. A possibilidade de, num futuro
mais ou menos proximo, o avanco do conhecimento poder vir a permitir
a expressao da totipoténcia de células animais nio deve, no entanto, ser
excluida. Trabalhos recentes mostram que células animais ja diferenciadas
podem reverter a um estado estaminal, sugerindo que o caminho para uma
verdadeira clonagem em animais estd aberto com todas as consequéncias

dai decorrentes.



2.3. Multiplicacdo vegetativa

No decurso de milhares de milhdes de anos de evolucio biolégica
foram-se desenvolvendo as mais variadas estratégias reprodutivas entre
os diferentes grupos de organismos. Todavia, e apesar de diferencas mais
ou menos assinalaveis entre os varios faxa, existem apenas dois tipos de
reproducdo. Por um lado, a reproduc¢ido assexuada, que foi, sem duvida,
a primeira a surgir na escala evolutiva e que €, ainda hoje, largamente
utilizada por muitos organismos. Neste tipo de reproducio intervém
o mecanismo da mitose, possuindo as células resultantes deste processo
de divisao a mesma constitui¢do genética da célula original. Um outro tipo
de reproducio, denominado reproduc¢io sexuada, e que é actualmente
o processo reprodutivo utilizado por cerca de 95% das espécies existentes,
surgiu mais tarde e tornou-se o mecanismo de reproduc¢io dos seres vivos
mais complexos.

Nos procariotas, a reproducio assexuada é o método exclusivo de
reproducio e, embora a meiose nio ocorra neste grupo de organismos,
a variabilidade genética € assegurada por diversos mecanismos de recom-
bina¢do genética (transformacio, transducdo e conjugacio). Nos fungos
e nas algas os dois tipos de reproduc¢ido ocorrem simultaneamente. O reino
animal engloba, quase exclusivamente, espécies que utilizam a reproducao
sexuada para se perpetuarem. Sao excepgdes certos grupos de invertebrados
como corais, esponjas e alguns vermes em que pode ocorrer cissiparidade
ou gemiparidade. Também, em algumas ordens de insectos e virias espécies
de acaros, os individuos provenientes da reproducio sexuada coexistem
com outros da mesma espécie originados por partenogénese, a partir de
ovulos nao fecundados. Nos vertebrados, algumas espécies de peixes
e certos répteis podem, igualmente, reproduzir-se por via assexuada.

Nas plantas superiores, a reproducido por via seminal é o principal
método de propagacido. Todavia, a totipoténcia das células vegetais esta
na base de varias estratégias que as plantas utilizam para se reproduzirem
sem recorrer 2 mistura de genes, processo que € vulgarmente conhecido
como propagacao vegetativa. Os exemplos de mecanismos que asseguram

a reproducio assexuada sio tado numerosos e variados nas plantas que uma
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outra designacio por que é conhecido este mecanismo — multiplicacio ve-
getativa — €, por vezes, aplicada a outras espécies que nao se incluem no
reino vegetal. Sao indmeros os exemplos de plantas que possuem 6rgaos
especializados para a multiplicacdo vegetativa, como sejam os estolhos
dos morangueiros, os bolbos das tulipas, os pseudobolbos das orquideas,
os bolbilhos de certas espécies de Allium, os pimpolhos do choupo e da
framboesa, os hibernaculos da elodea, os cormos do Crocus, os rizomas das
gramineas ou os tao bem conhecidos tubérculos da batateira. Em certas es-
pécies, como nos bambus, em que a floracio ocorre apenas uma vez durante
a vida dos individuos e com intervalos de dezenas de anos, a multiplica¢ao
vegetativa é quase o método exclusivo de propagacido. Noutras situacgoes,
a reproducio assexuada ¢€ favorecida pelas condi¢des em que os organismos
se desenvolvem, como no caso da elodea do Canada, uma espécie didica
da qual foram importados para a Europa apenas pés femininos.

Segundo alguns autores, como Margara (1984), a multiplicacdo vegeta-
tiva em condi¢Oes naturais terd essencialmente um papel benéfico a curto
prazo, permitindo a colonizacdo acelerada de novos habitats. E o que se
verifica nas dreas devastadas por incéndios em que as gramineas podem
rapidamente ocupar esses territorios, em competicio com outras espécies
que se reproduzam essencialmente por via sexuada. No entanto, e numa
perspectiva evolutiva, a multiplicacio vegetativa nio deve ser minimizada,
pois uma propagac¢io em massa significa, igualmente, que a probabilidade
de ocorréncia de mutacdes é maior, favorecendo assim a existéncia de uma

certa variabilidade genética.

2.4. Métodos convencionais de multiplicacio vegetativa

Desde tempos remotos que o objectivo dos agricultores tem oscilado entre
duas finalidades bem distintas. Por um lado, a obtencdo de novos cultivares
com caracteristicas superiores aos existentes no que se refere a resisténcia
a doencas ou a determinados factores ambientais ou, mais directamente,
a uma maior produtividade. O outro objectivo € a fixacao das caracteristicas

mais vantajosas que ocorrem nos produtos de segregacio, através da sua



transmissdo aos descendentes. Até recentemente, o primeiro objectivo s6
podia ser alcancado pela realizacao de cruzamentos entre diferentes espécies
ou cultivares, enquanto a manutencao das caracteristicas previamente selec-
cionadas ia sendo conseguida com recurso a reproduc¢io assexuada, vulgar,
como se referiu, em muitas plantas superiores. As técnicas convencionais
de multiplica¢do vegetativa, usadas desde ha milhares de anos, continuam
a ser importantes na propagacio dos gendtipos mais interessantes e a sua
aplicacio conduz a obtencio de populacdes uniformes, geneticamente idén-
ticas e com origem comum, as quais se di o nome de clones.

Estes métodos utilizam-se para a propagaciao de espécies dificeis ou
impossiveis de multiplicar por reproduc¢io sexuada devido a existéncia de
esterilidade, ao nimero reduzido de sementes formadas ou a dificuldades
na germinacao.

Destes métodos tradicionais a reproducao por estaca e a enxertia sao, sem
duvida, os mais utilizados na propagacido vegetativa. O primeiro consiste no
enraizamento de um segmento de caule ou de folha acompanhado pelo desen-
volvimento simultineo de um meristema caulinar pré-existente ou de outros
que se venham a formar. Em algumas espécies, como no caso do choupo,
o enraizamento € espontaneo sem necessidade de recurso a reguladores de
crescimento. Noutras sao necessarios tratamentos com reguladores de cresci-
mento vegetal, geralmente auxinas (e.g. IBA — dcido-3-indol butirico). No caso
da enxertia, trata-se de associar uma porc¢io de caule ou um ramo de uma
planta que interessa multiplicar (enxerto) a um porta-enxertos (ou cavalo) que
possua um sistema radicular eficaz. A enxertia é geralmente aplicada quando
o primeiro método mencionado é de dificil utilizacio ou quando se pretende
substituir um clone por outro. Por exemplo, quando uma doeng¢a que ataca
as raizes das videiras, conhecida por filoxera, dizimou as cepas europeias
no final do séc. XIX foi necessario enxertar as videiras europeias em porta-
-enxertos de origem americana resistentes a doenca. No caso da enxertia nio
ha neoformacio de meristemas: os meristemas caulinares ji existem na planta
e as raizes sdo fornecidas pelo porta-enxertos. A utilizacio desta técnica de
forma extensiva torna-se problematica em virtude de requerer mao-de-obra
especializada, cada vez mais escassa. De salientar que a enxertia ndo conduz

a formacao de um hibrido, ou seja, de um novo organismo que possua uma

51



52

mistura de genes do enxerto e do porta-enxerto. De facto, a reproducio de
uma planta enxertada origina plantas iguais (no caso da propagacio vegeta-
tiva) ou semelhantes (no caso da reproduc¢io sexuada) ao enxerto.

Algumas arvores tém a particularidade de emitir, a uma certa distancia
do tronco, novos rebentos que tém uma origem radicular e que progressiva-
mente se libertam da raiz original para levar uma vida auténoma. Trata-se
normalmente de arvores dotadas de um sistema radicular muito vasto como
os ulmeiros, carvalhos e l6dios (Celtis sp.). Para fins de cultura podem
perfeitamente separar-se estes pimpolhos e utiliza-los na propagacio das
espécies em questdo.

Em certas espécies, um ramo flexivel pode curvar-se até ao solo e ad-
quirir uma raiz no ponto de contacto, originando uma nova arvore que
futuramente se destacara da planta mae. Este processo € vulgar em epiceas
e arvores ornamentais como bordos e salgueiros e designa-se por mergulhia,
que niao é mais do que um caso particular de alporquia. Nesta técnica, um
ramo ao qual, num segmento do caule, foi removida a casca, € rodeado por
solo e vedado com um plastico escuro. Ao fim de algum tempo, formam-se
na zona de corte varias raizes. A separacio do ramo do resto da planta
permite a sua cultura em solo e a multiplica¢ido (clonagem) da planta mie.

Finalmente, certas arvores apresentam a faculdade de renovar o cepo,
produzindo rebentos a partir de gemas que subsistem no cepo. Estes gomos
existem em estado dormente sob a casca dos cepos e siao frequentes em
folhosas mas muito raros em resinosas. Normalmente, as arvores originadas
de renovos tém uma vida mais breve que as provenientes de sementes. Em
muitas drvores, como por exemplo no eucalipto, tira-se partido desta téc-
nica cortando-se os troncos todos os 15-20 anos e depois os renovos 10-15
anos mais tarde. Uma variante desta técnica € utilizada no sobreiro. Neste
caso, a arvore a clonar é cortada rente ao solo sendo numa fase ulterior a
toi¢a coberta uma ligeira camada de terra. Os rebentos que se formam sao
depois enraizados.

Estes métodos, embora de grande interesse, apresentam algumas limi-
tacdes. Assim, nem todas as espécies sao ficeis de enraizar e, em muitos
casos, verifica-se uma rejeicao a enxertia sem que se conhecam as causas

que estao na sua origem. Noutras situagoes, a propagacao vegetativa s6 pode



ser realizada em fases juvenis, numa altura em que as caracteristicas que
permitem realizar a selec¢io nio sio ainda conhecidas. Outras dificuldades
residem no numero reduzido de plantas que sdo obtidas, na morosidade
do processo e na disponibilidade de meios necessdrios para a concretiza-
¢ao destas técnicas. Para além disso, muitas das plantas regeneradas por
estaca nido mostram sinais de rejuvenescimento sendo caracterizadas por
um crescimento muito lento que pode ser, com alguma frequéncia, do tipo
plagiotropico (crescimento horizontal). Para contornar estes problemas
recorre-se cada vez mais a cultura in vitro como uma metodologia alter-

nativa para a clonagem de plantas, como sera referido nos capitulos 3 e 4.

2.5. A cultura in vitro de plantas

A cultura in vitro de plantas (Fig. 9) ¢ uma tecnologia com evidentes
repercussoes quer ao nivel pratico quer da ciéncia fundamental. Sob o
ponto de vista das aplicagoes praticas podem indicar-se a multiplicacio de
plantas em larga escala ou a obtencao de plantas geneticamente transfor-
madas. No aspecto da investigacao fundamental a cultura in vitro permite
uma abordagem aos processos de morfogénese em plantas em condi¢des
controladas, contribuindo para o estudo e compreensio dos mecanismos
moleculares, bioquimicos, e fisiolégicos subjacentes ao desenvolvimento
dos diferentes 6rgaos e tecidos.

A propagacdo ou manutencdo de células ou plantas em condi¢des
laboratoriais é fundamental em muitos aspectos da biotecnologia vegetal

contribuindo para isso as seguintes potencialidades desta metodologia:

1) permite obter um nimero elevado de plantas para ensaios na agricul-
tura num curto espac¢o de tempo partindo de um explante (material que é
colocado em cultura) diminuto.

i1) Possibilita a propagacido de espécies dificeis de clonar por técnicas
convencionais.

#i1) Permite a producao de clones ou de novas variedades.

iv) E essencial na regeneracio de plantas a partir de células genetica-

mente modificadas.
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v) Pode ser utilizada para o estabelecimento de bancos de germoplasma.
vi) Permite uma rapida troca de material vegetal pois o estado fitossanitario
dos propagulos mantidos em condi¢des assépticas reduz significativamente

o periodo de quarentena ou elimina-o totalmente.

A cultura de tecidos vegetais é uma metodologia com algumas dezenas
de anos de existéncia. No entanto, s6 nas duas ultimas décadas se comecou
a generalizar e a ser encarada nio como uma simples curiosidade cientifica
(uma espécie de culinaria realizada em laboratério), mas sim como um
poderoso instrumento de estudo dos mecanismos de morfogénese vegetal
e de propagacio em larga escala. Apesar da multiplica¢iao in vitro ter vindo
a assumir um destaque cada vez mais acentuado, com importantes aplica-
¢Oes na agricultura, floricultura, silvicultura e na transformacio genética
de plantas, esta metodologia, deve ser visto nao como um substituto dos
métodos tradicionais de multiplicacdo vegetativa mas sim como uma técnica
alternativa ou complementar desses mesmos métodos. Para se ter uma ideia
da importancia que a propagacio in vitro tem em termos econdmicos, basta
referir que os Estados Unidos e a Europa, em conjunto, produzem mais de
500 milhoes de plantas por ano com base nesta tecnologia, constituindo
um mercado de varios milhdes de euros. Em alguns paises orientais como
a China, a India e o Japao esta metodologia tem vindo também a assumir
um papel determinante no melhoramento das espécies vegetais com maior
impacto na economia. De facto, a cultura de tecidos vegetais €, na actuali-
dade, uma espécie de ponte entre a manipula¢io genética ou a clonagem

e a agricultura.

Em muitos aspectos, a cultura in vitro pode ser considerada uma exten-
sao dos métodos da microbiologia. Assim, deve ser realizada em condi¢oes
assépticas o que implica a esterilizacao dos tecidos a cultivar e a manu-
tencido das culturas ao abrigo da contaminaciio por fungos e/ou bactérias.
Além disso, o ambiente de cultura deve ser controlado, nomeadamente
a humidade, temperatura, intensidade da luz e o fotoperiodo. Um problema
essencial diz respeito as caracteristicas do meio de cultura e, em particular,

a sua composicao.
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Figura 9. Cultura in vitro de segmentos foliares de Bryophyllum tubiflorum
e regeneracio de varios rebentos caulinares.

2.5.1. Condic¢des de Cultura

2.5.1.1. Os Recipientes

Os recipientes utilizados para a realizacao das culturas podem ser tubos
de ensaio, Erlenmeyers, caixas de Petri, ou frascos, sendo as dimensdes dos
recipientes fun¢io do tamanho e do nimero de explantes a utilizar. Os reci-
pientes devem ser fechados de forma a assegurar a assepsia. Um aspecto
importante a considerar é as trocas gasosas entre o explante e o exterior. Em
muitos casos usam-se tampas de plastico ou metalicas mas o uso de tubos
de ensaio tapados com rolhas de algodio cardado e gaze é muito frequente,
tendo a vantagem de permitir as trocas gasosas evitando a acumulacio de

gases como o etileno que podem condicionar a resposta em cultura.

2.5.1.2. Assepsia

A assepsia ndo apresenta dificuldades particulares quando a planta mie

estd pouco contaminada ou quando os tecidos do explante se encontram
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bem protegidos. E o caso de plantas mantidas em estufa ou quando se
utilizam meristemas envolvidos pelos primérdios foliares. Inversamente,
torna-se muito dificil, por vezes mesmo impossivel, eliminar completamen-
te as bactérias do solo que existem a superficie de raizes, tubérculos ou
rizomas e que muitas vezes penetram nos tecidos.

A esterilizagio do material vegetal € normalmente feita numa solucao
de hipoclorito de calcio [Ca(OCD,] de concentracao varidvel (3 — 7,5%),
seguida de lavagens em agua esterilizada. Umas gotas de um detergente
(e.g. Tween 20) adicionam-se por vezes a soluciao de hipoclorito. Alternati-
vamente, pode-se usar hipoclorito de s6dio (NaOCl) ou, em casos em que
os explantes se encontram mais contaminados, cloreto de merctrio (HgCl»,
0,25% durante 6h ou 0,5% durante 2-3h). O mercurio é um elemento bastante
toxico pelo que a sua utilizacio deve ser feita com as devidas precaucoes.
A imersdo do material vegetal numa solucdo de antibidticos (penicilina ou
estreptomicina, 1mg/1) durante 2h, apds tratamento com hipoclorito, tem
sido também utilizada. No entanto, este tipo de procedimento deve ser,
tanto quanto possivel evitado, pois alguns antibiéticos parecem condicionar
a resposta morfogénica, alterando assim os resultados esperados.

O material de vidro é normalmente esterilizado no autoclave a 121°C
(pressido de 1,2 atm.) durante 45 minutos ou, alternativamente, numa estufa
a 200°C durante pelo menos 2h. Os instrumentos usados para manipular
os explantes devem estar mergulhados em dlcool e serem, com frequéncia,
passados pela chama. Para evitar o uso de etanol pode recorrer-se a esteriliza-
dores que possuem um recipiente com pequenas esferas de vidro mantidas a
elevadas temperaturas e que podem operar a temperaturas superiores a 270°C.

Os meios de cultura sio esterilizados por autoclavagem também a 121°C,
durante 20 minutos (temperatura a que os endésporos de algumas bactérias
sao destruidos). Quando se trata de compostos que podem ser inactiva-
dos ou alterados por autoclavagem deve realizar-se uma esterilizacao por
filtracdo das substincias em causa e juntd-las aos restantes componentes
esterilizados por autoclavagem.

Finalmente, a realizacio das culturas deve ser feita, sempre que possivel,
em camaras de fluxo onde o ar é filtrado assegurando assim a supressao

de microrganismos vindos do exterior.



2.5.1.3. Factores Fisicos

As culturas devem ser realizadas em cimaras que permitam o controlo
da temperatura, luz e humidade embora, no dltimo caso, a obliteracio dos
recipientes assegure uma humidificacao suficiente da atmosfera que envolve
os explantes.

A temperatura de cultura anda 2 volta dos 22-25°C podendo ser mais
elevada (27-28°C) para as plantas tropicais ou, pelo contririo, mais baixa
para outras espécies. Noutros casos, uma alternancia de temperaturas (por
exemplo 23°C de dia e 18°C 4 noite) pode ser favoravel. Em casos em que
se pretende reduzir o crescimento de forma a evitar subculturas frequentes,
as culturas podem ser mantidas a temperaturas mais baixas.

A iluminac¢ao das camaras de cultura é geralmente feita por tubos fluores-
centes. Em algumas espécies, a neoformac¢io de gemas exige luz enquanto
noutros casos, por exemplo para a indu¢io de embriogénese somitica (ca-
pitulo 5), a resposta €, por norma, favorecida pela obscuridade. A influéncia
do fotoperiodo nas culturas tem sido pouco estudada utilizando-se com

frequéncia fotoperiodos relativamente largos (14 ou 16h).

2.5.2. O Meio de Cultura

As culturas podem ser realizadas em meio sélido (gelificado) ou em meio
liquido. No primeiro caso adiciona-se ao meio agar (6-10 g/, composto que
para além de solidificar o meio forma um complexo coloidal que facilmente
liberta os ides. O agar pode ser substituido por outros produtos como aga-
rose, gelrite ou fitagel. O principal inconveniente do agar relaciona-se com
o facto de ser uma substancia variavel e de composi¢io pouco definida,
desconhecendo-se até que ponto pode influenciar a resposta dos tecidos
em cultura. No entanto, é ainda um composto bastante utilizado.

Os meios liquidos apresentam uma composi¢ao quimica idéntica aos soli-
dos mas o agar ndo estd presente. Estes meios sao usados na propagacio de
plantas dos ecossistemas aquaticos (Fig. 10) mas a cultura de outras espécies

nestes meios pode revelar-se vantajosa, se algumas limitacoes deste sistema
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forem ultrapassadas. O principal problema relacionado com a cultura em meio
liquido € o arejamento das culturas que pode ser realizado por agitacio ou
pelo emprego de dispositivos que permitam a entrada de ar esterilizado por
filtragdo. Sistemas de cultura de imersao temporaria (vulgarmente designados
por RITA®) ou biorreactores sio cada vez mais utilizados para a cultura em
meio liquido. Outra contrariedade reside no facto de terem que se realizar
repicagens frequentes. Nas culturas em meio liquido os explantes estio em
estreito contacto com a solug¢iao envolvente e nao se criam gradientes de
compostos no meio como pode acontecer com as culturas em agar.

O pH dos meios é normalmente de 5,6-5,8. A razao para o emprego destes
valores reside no facto de nestas condi¢des todos os ides estarem em solu-
¢do e facilmente disponiveis para as células. Por outro lado, é um valor de

pH proximo daquele que em condi¢Ges naturais envolve as células vegetais.

2.5.2.1. Elementos Minerais

O desenvolvimento normal das plantas requer uma série de elementos
minerais que se dividem em macroelementos e microelementos (oligoelemen-
tos). Em condi¢des normais as plantas retiram estes minerais da solu¢iao do
solo. Quando as culturas sao realizadas in vitro estes elementos necessitam
de ser adicionados ao meio de cultura.

Para além do carbono, oxigénio e hidrogénio, os outros 6 macroelemen-
tos sdo o azoto, o fosforo, o enxofre o potassio, o magnésio e o cdlcio. Os
trés primeiros sio constituintes fundamentais dos vegetais (e.g. proteinas,
acidos nucleicos) enquanto os restantes intervém no equilibrio entre catides
e anioes sendo determinantes no equilibrio osmoético das células.

Os microelementos tém um papel essencial nos mecanismos enzimaticos
como activadores ou constituintes de coenzimas. Os principais siao: B, Cu,
Fe, Mn, Mo e Zn.

As exigéncias nestes compostos variam com as diferentes espécies
e com o estado fisiologico dos tecidos. Por exemplo, os meristemas e os
tecidos com uma intensa actividade metabdlica podem ter necessidades

importantes de potdssio.
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Figura 10. Cultura in vitro de uma planta aquatica (Myriophyllum spicatum).

2.5.2.2. Vitaminas e aminoacidos

Diversas vitaminas favorecem o crescimento dos tecidos em cultura,
e a auséncia de algumas delas pode ser um factor limitante da morfogénese.
De entre as diferentes vitaminas que sdo incluidas no meio de cultura a
tiamina (vitamina B1), normalmente usada em concentracdes de 0,1 - 1,0
mg/l, parece ter um papel essencial. Outras vitaminas utilizadas s3o o dcido
nicotinico (niacina), a riboflavina e a piridoxina (vitamina B6). O mio-inositol
(meso-inositol), um estereoisémero do inositol, também considerado uma
vitamina do complexo B, parece ser particularmente importante nos meios
de cultura. A sua inclusio nos meios retarda a senescéncia provavelmente
devido a sua interac¢do com as auxinas e citocininas. Para além disso, este
composto ¢ incorporado em fosfatidilinositol, um importante composto mem-
branar cuja fosforilacio conduz a formacao de fosfatidilinisitol 4,5-difosfato,
um precursor dos segundos mensageiros diacilglicerol e inositol trifosfato.
A participacio do mio-inositol na via de sintese das pectinas e hemiceluloses
da parede celular bem como na formac¢io de 4cido fitico e da ligacio deste
a diferentes catides sdo outros aspectos que podem condicionar a resposta

dos tecidos a este composto.
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Embora os tecidos vegetais sejam capazes de produzir compostos or-
ganicos azotados a partir de nitratos e de azoto amoniacal, tem sido por
vezes observado que a adi¢cdo de aminoacidos (compostos ricos em azoto)
favorece a proliferacao celular e a regeneracio in vitro. O aminodcido mais
vulgarmente utilizado € a glicina, embora alguns tipos de meios possuam
na sua composi¢io misturas de varios aminodcidos (Tabela 1). Em alguns
ensaios tem-se verificado que determinados aminodcidos como, triptofano
e fenilalanina podem condicionar a resposta morfogénica, o que nio é
surpreendente se atendermos a que o triptofano é um precursor da auxina
IAA e a fenilalanina € um substrato para a formac¢io de compostos fendlicos

e da auxina PAA (acido fenil acético).

2.5.2.3. Outros Compostos

Em casos em que os explantes utilizados segregam para o meio compos-
tos fenolicos, que apos oxidag¢ido dio uma cor castanha ao meio de cultura,
como acontece vulgarmente com culturas de espécies lenhosas, € habitual
adicionarem-se ao meio compostos antioxidantes. Os mais utilizados sao
o acido ascorbico, a cisteina o ditiotreitol e a polivinilpolipirrolidona.
A eliminac¢do dos fenois pode também ser feita pela realizacio de repicagens
sucessivas ou pela manutenciio das culturas no escuro.

Numerosos produtos ou extractos naturais de composicao mal definida
sdo por vezes utilizados com resultados muito varidveis. Sao exemplos o
extracto de levedura (0,5 - 1g/D), o hidrolisado de caseina (0,5-3g/D e o leite
de coco (5-20%). Destes, o mais utilizado € o leite de coco cuja composi¢ao
compreende vitaminas, aminoacidos, agicares e reguladores de crescimento,
particularmente citocininas.

Um hidrato de carbono, vulgarmente a sacarose, € incluido nos meios

em concentracdes que variam entre 2 — 4% (w/v).



Tabela 1. Composic¢ao de alguns meios base utilizados na cultura de tecidos vegetais.

Nutrientes (mg/1) AE Bs MC MS NNg RT SH
Macronutrientes

Ca(NO3).4Hp0 386

CaCly 72,5 166

CaCl.2H,0 180 150 440 440 200
K804 990

KH,PO4 340 170 170 68 510

KNO3 1900 3000 1900 950 950 2500
MgSO4.7Hp0 370 500 250 370 185 370 400
NapSO4

NaH2PO4.H2O 150

NH4H>PO4 300
NH4NO3 1200 400 1650 720 1650
(NH4)2S04 134

Micronutrientes

CoCly.6H,0 0,0025 0,025 0,025 0,1
CuSO4.5H0 0,0025 0,025 0,25 0,025 0,025 0,025 0,2
FeSO4.7H20 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 15
H3BO3 0,63 3 6,2 6,2 10 12 5
KI 0,75 0,83 1
MnSO4.4H0 2,2 10 22,3 25 10 10
MnSO4.HyO 22,3

NayEDTA.2H,O 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3 37,2 20
NayMoO4.2Hp0 0,025 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,1
NiCl».6HO

ZnS04.7H,0 8,6 2 8,6 8,6 10 8,6 1
Organicos

Acido félico 1

Acido nicotinico 1 0,5 0,5 5 0,5 0,5
Alanina 0,05

Arabinose 150

Arginina 0,01

Biotina 0,05

Cisteina 0,01

Cisteina-HCl 0,02

Fenilalanina 0,01

Glicina 2 2 2 2 2

Glucose 180

Glutamina 0,4

Mio-inositol 100 100 100 100 1000
Leucina 0,01

Piridoxina-HCI 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tiamina-HCI 10 0,1 0,1 0,5 0,5 5
Tirosina 0,01

Xilose 150

AE - Arnold e Eriksson (1981), B5S — Gamborg et al. (1968), MC — McCown e Lloyd (1981), MS — Mura-
shige e Skoog (1962), NN69 — Nitsch e Nitsch, 1969, RT — Chen (1987), SH - Schenk e Hildebrandt (1972).
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2.5.2.4. Hidratos de carbono

Os tecidos em cultura in vitro sao, em grande parte heterotroficos, sendo
por isso necessdrio adicionar a¢icares ao meio de cultura. Os agicares mais
utilizados sdo a sacarose (dissacarideo) e a glucose (monossacarideo). Para
além do seu efeito como fonte de carbono os agicares sio muitas vezes
aplicados como agentes osmoticos nomeadamente nos meios utilizados para
a maturacdo de embrides somaticos. Se os acicares tém ou ndo um efeito na
morfogénese in vitro, através de uma accio indirecta sobre o metabolismo
das hormonas vegetais, é um factor de controvérsia.

Para além dos compostos que referimos, os meios de cultura devem ter
ainda na sua composicio hormonas ou reguladores de crescimento cuja

composi¢cdo e concentra¢ido variam consoante os objectivos a atingir.

2.5.2.5. Hormonas vegetais

A clarificacdo do papel das hormonas na regulacio nos mecanismos de
desenvolvimento das plantas beneficiou muito dos ensaios de cultura in
vitro, em particular no que diz respeito as citocininas. De maneira inversa,
pode também dizer-se que os sucessos obtidos com a regenerac¢io de plantas
in vitro ficam a dever-se, em grande parte, a incorporacio das hormonas
vegetais nos meios de cultura.

De acordo com Moore (1989) o termo hormona (derivado do grego
e que significa estimular) foi primeiro aplicado em fisiologia animal para
designar compostos quimicos que, sendo produzidos em determinados
locais, em concentracdes muito baixas (< 1mM, frequentemente 1 uM) sio
transportados até um tecido alvo onde desencadeiam uma determinada
resposta. Este conceito de hormona foi depois aplicado aos compostos que
nos tecidos vegetais sio também responsaveis pelo desencadear de respostas
fisiologicas, como se verificou inicialmente no caso das auxinas e no seu
papel no controlo dos tropismos. Todavia, o conceito de hormona vegetal
nio é comparavel ao de hormona animal pois, algumas das caracteristicas

das hormonas vegetais nio se enquadram bem na definicio de hormona



conforme ela foi estabelecida para os animais. De facto, embora as hormo-
nas possam ser transportadas nas plantas e ter uma acc¢io a distancia como
acontece com as citocininas, isso nem sempre se verifica. Elas podem actuar
no tecido em que sao sintetizadas e até na mesma célula como acontece
frequentemente com o etileno. Também, ao contrario das hormonas animais,
as hormonas vegetais nfo sao normalmente produzidas em tecidos especi-
ficos, andlogos as glandulas dos animais. Alguns autores, como Trewavas,
sugerem ainda que, no caso das hormonas vegetais, o controlo ¢é realizado
nao por modificacdes na concentragao de hormonas mas sim por alteracdes
na sensibilidade dos tecidos aos diferentes tipos de hormonas. Outras dife-
rencas existem entre os conceitos de hormona animal e vegetal como seja
a natureza quimica dos compostos, essencialmente peptideos e compostos
de natureza lipidica nos animais, e compostos de natureza quimica diversa
e de baixo peso molecular nas plantas. No entanto, o que importa reter
é que, em virtude das plantas nao possuirem um sistema nervoso, o controlo
dos processos de desenvolvimento € essencialmente um controlo quimico
baseado nas hormonas vegetais.

As hormonas vegetais sio componentes essenciais dos meios de cultura
pois sdo elas que permitem obter as respostas desejadas. Com frequéncia as
hormonas vegetais sao substituidas por compostos que, embora nao existindo
nos tecidos vegetais provocam, quando aplicados as plantas, respostas analogas
as induzidas pelas hormonas. Para distinguir estes compostos das hormonas
eles sio normalmente designados como reguladores de crescimento. Como
exemplo pode citar-se o efeito auxinico do acido 1-naftaleno acético (NAA)
que quando aplicado aos tecidos vegetais induz respostas similares a auxina
endoégena TAA (4cido 3-indol acético). Em alguns tipos de cultura in vitro
a incorporac¢io de reguladores de crescimento vegetal pode nao ser necessa-
ria. E o caso, por exemplo, da cultura de embrides ou em alguns sistemas de
cultura de anteras para producido de plantas hapléides. No entanto, de uma
maneira geral, um ou mais tipos de hormonas estao presentes nos meios.

A designa¢io de hormona é normalmente aplicada a 5 tipos diferentes
de compostos quimicos designados por auxinas, citocininas, giberelinas,
etileno e acido abscisico. Outros compostos descobertos mais recentemente

tém também papéis importantes no controlo de diferentes processos de
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desenvolvimento. E o caso dos brassinosterdides, do dcido salicilico, dos
jasmonatos e de alguns compostos de natureza peptidica. Para além destes,
as poliaminas, sao também compostos envolvidos em varios tipos de resposta
das plantas. No entanto, as concentracdes a que actuam sdo normalmente
mais elevadas que aquelas a que as hormonas exercem os seus efeitos e,
por isso, alguns autores nio as consideram como hormonas. Destes 5 gru-
pos mais estudados de hormonas vegetais, as auxinas e as citocininas sio
aquelas mais vulgarmente utilizadas em culturas in vitro. O acido giberélico
ou outras giberelinas e o acido abscisico tém uma utilizacdo mais restrita
enquanto o etileno, em virtude de ser um gas, ¢ de manipula¢ido complexa
pelo que a sua utilizacio para efeitos de cultura in vitro ¢ muito limitada.
Nas sec¢oes seguintes apresentam-se as principais caracteristicas dos grupos
mais representativos de hormonas vegetais realcando o papel dos diferentes

tipos em termos de aplica¢gdes na cultura in vitro de plantas.

Auxinas

As auxinas foram as primeiras hormonas a serem descobertas. Siao
compostos de natureza quimica simples sendo o TAA (Fig. 11) a auxina
mais comum nas plantas. Para além das plantas outros organismos, como
bactérias, sao também capazes de sintetizar auxinas. Existem varias vias de
sintese para as auxinas umas tendo como precursor o aminodcido tripto-
fano e, pelo menos uma outra, em que este aminodcido nao € o precursor
da formacio do TAA. Em bactérias patogénicas como Agrobacterium tu-
mefaciens e Pseudomonas savastanoi, a sintese de IAA pode também ser
independente do triptofano. O TAA pode ocorrer na forma livre ou con-
jugado com aminodcidos ou glucanos que podem constituir um meio de
armazenamento da auxina ou representar intermedidrios metabdlicos das
vias de degradacio (oxida¢io) que tal como no caso da sintese envolvem
mais que um mecanismo. Para além do TAA, existem outros compostos
enddgenos, estruturalmente semelhantes ao TAA, e que provocam respostas
equivalentes. Todavia, estes compostos sio muito menos abundantes que
o IAA. E o caso do IBA (Fig. 11), do 4dcido 4-cloroindol acético (4-ClorolAA),

e do acido fenilacético (PAA).



As auxinas controlam varios aspectos do desenvolvimento das plantas,
normalmente em interac¢io com outras hormonas como o etileno ou as
citocininas. A nivel celular estimulam o alongamento e consequente aumento
do volume celular através da activacio de um mecanismo quimiosmotico
que promove a extrusio de protdes, com a consequente acidificacio do
apoplasto e activa¢io de expansinas responsiveis pelo alongamento da pa-
rede celular. A nivel da planta as auxinas estio envolvidas nos tropismos,
na regulacio da dominancia apical, na formacio dos meristemas florais
e no estabelecimento dos padrdes de filotaxia, na formacao de raizes laterais,
na diferenciacao dos tecidos vasculares e no desenvolvimento dos frutos,

entre muitos outros aspectos do desenvolvimento em que parecem participar.
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Figura 11. Estrutura quimica de varias auxinas. IAA: dcido 3-indol acético, IBA: dcido 3-indol
butirico, NAA: dcido 1-naftaleno acético, 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético.

As auxinas podem ser transportadas no sistema vascular, nomeadamen-
te no floema, mas sio, tanto quanto se sabe, o Unico tipo de hormonas
a mostrar um tipo de transporte polarizado desde as regides de sintese
até outros locais da planta. Este movimento, designado transporte polar
envolve transportadores especificos e € feito célula a célula. O transporte
polar é extremamente importante pois permite a acumula¢io de auxinas
em determinados locais, estando relacionado com a diferenciacdo dos
cotilédones durante o desenvolvimento embrionario e das folhas durante

o desenvolvimento vegetativo.
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Em termos de cultura iz vitro as auxinas sio utilizadas com diferentes
objectivos. Entre eles destacam-se a formac¢do e manuten¢ao de calos ou
suspensoes celulares, a induc¢iao de enraizamento, a formac¢io de embrides
somaticos e a formacio de meristemas caulinares adventicios nos processos
de organogénese. O tipo de auxina utilizado também ¢ varidavel em funcao
dos objectivos pretendidos com a cultura in vitro. Assim, o IAA ou o NAA
(Fig. 11 sio com frequéncia usados na induc¢io de organogénese enquan-
to o IBA é mais utilizado na inducido de raizes adventicias. Por seu lado,
reguladores de crescimento como o 2,4-D ou o picloram sido aplicados na
inducio de embriogénese somdtica. Auxinas sintéticas como o 2,4-D (Fig. 11)
e 0 NAA sio também normalmente usadas para reprogramar geneticamente

as células e promover a desdiferenciacio e consequente formacio de calos.

Citocininas

A descoberta das citocininas esta estreitamente associada com a cultura
in vitro de tecidos. A descoberta deste tipo de hormonas resultou em grande
parte dos trabalhos de F. Skoog, nos Estados Unidos, utilizando como sistema
experimental a medula da planta do tabaco. Skoog e o seu grupo analisaram
o efeito de virias substancias na proliferacio celular deste tecido tendo
verificado que a adenina tinha um efeito promotor na induc¢io de divisdes
celulares. Testaram ent2o substancias ricas em adenina entre elas o esperma
autoclavado de arenque que se verificou ser um indutor bastante eficaz de
divisdes celulares. Uma vez que o esperma nao autoclavado nio mostrava
o mesmo efeito promotor, os investigadores concluiram que a substincia
activa resultava de alteragdes provocadas pela autoclavagem. Isolaram, assim,
a primeira citocinina sintética, designada cinetina (6-furfurilaminopurina,
Fig. 12) e derivada da purina adenina. Na sequéncia destes trabalhos foram
ulteriormente identificadas citocininas naturais a primeira das quais foi
a zeatina (Fig. 12) — trans-6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-anilamino) purina — no
endosperma de cariopses imaturas de milho (Zea mays) e, mais tarde no
endosperma liquido das sementes de coco (leite de coco), uma substancia
ha muito conhecida pela sua capacidade de promover divisdes celulares

em cultura in vitro. A andlise de uma vasta gama de compostos naturais



e sintéticos mostra que praticamente todos os compostos activos do tipo
das citocininas sio aminopurinas substituidas. Exceptuam-se compostos
como a difenilureia e o tidiazurdo, que sao fenilureias substituidas e que
tém um efeito idéntico ao de outras citocininas.

Nos tecidos vegetais as citocininas surgem normalmente na forma de
ribésidos, ribotidos ou glicosiladas. Um aspecto interessante € que as cito-
cininas existem também nos RNAs de transferéncia de varios organismos,
incluindo o RNAt humano. As citocininas nao sio moléculas exclusivas das
plantas, ocorrendo noutros organismos como algas e bactérias embora com

vias de sintese diferentes.
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Figura 12. Estrutura quimica de vdrias citocininas. BA: benziladenina, KIN: cinetina, 2iP:
isopentenil adenina.

A sintese de citocininas ocorre nos dpices radiculares das plantas sendo
depois transportadas através do xilema para outros locais da planta. Como
ficou estabelecido desde os ensaios pioneiros que levaram a sua descoberta,
as citocininas sao compostos promotores da divisao celular. Nas plantas elas
controlam genes envolvidos na regulacio do funcionamento dos meristemas.

Para além disso, estio envolvidas na dominancia apical e nos processos de
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senescéncia, sendo conhecido o seu efeito como retardadores da senescén-
cia. Outros mecanismos em que estio envolvidas sio a diferenciacio dos
cloroplastos e a expansio de folhas e cotilédones.

No que diz respeito a cultura in vitro, as citocininas, tal como as auxi-
nas sao moléculas essenciais no controlo da resposta podendo ser usadas
citocininas naturais ou sintéticas. Para além das citocininas ja referidas,
a benziladenina (BA) e a isopenteniladenina (2iP) sio outras citocininas
muito utilizadas nos ensaios de cultura in vitro (Fig. 12). Em virtude do
seu efeito na divisdo celular as citocininas sio muitas vezes utilizadas em
conjunto com as auxinas para promover a formac¢iao de calos. Dado o seu
efeito na dominancia apical, usam-se para promover o desenvolvimento de
meristemas axilares em sistemas de micropropagacio. Um balanco entre
citocininas e auxinas é também responsavel pela formacio de meristemas
adventicios nos tecidos em cultura. Finalmente, em alguns casos, elas

parecem também estimular a formaciao de embrides somaticos.

Giberelinas

As giberelinas constituem um vasto conjunto de compostos naturais
sendo conhecidas actualmente perto de 140. Isoladas inicialmente de um
fungo, Gibberella fujikuroi, que provocava o alongamento excessivo do
caule de plantas de arroz, foram depois identificadas em plantas, primeiro
em Phaseolus coccineus, uma espécie de feijoeiro e, depois, em muitas
outras espécies. Sio vulgarmente designadas pela abreviatura GA seguida
de um nimero de acordo com a ordem em que foram descobertas e com
o sistema proposto por MacMillan and Takahashi em 1967.

Todas as giberelinas possuem em comum o esqueleto do ent-giberelano
formado por 4 anéis (Fig. 13) e a sua variabilidade resulta da existéncia de
um esqueleto com 19 ou 20 dtomos de carbono e da existéncia e posicio-
namento de grupos funcionais (e.g. grupos hidroxilo).

Nas plantas, a sintese de giberelinas ocorre através da via de sintese
dos terpendides, uma via complexa que se divide entre os plastideos e o
citoplasma e que se inicia com a sintese de geranil geranil difosfato (GGPP)

- .

a partir de unidades isoprendides. Este tipo de hormonas é sintetizado



em sementes € em tecidos jovens do caule ocorrendo o transporte através

do sistema vascular.

ent-giberelano

CH,

Figura 13 — Férmula estrutural do ent-giberelano, estrutura base de todas as giberelinas e de
uma das giberelinas mais utilizadas em ensaios experimentais, o icido giberélico (GA,).

As giberelinas desempenham varios papéis nas plantas, como sejam
a estimulacdo do alongamento celular, a sintese de enzimas envolvidas na
digestao de compostos de reserva nas sementes, como € o caso da o-amilase
na digestio do amido, estando também envolvidas no floracio e na germi-
nacao de sementes. Além disso, trata-se de compostos com um importante
interesse comercial pois siao utilizados para promover, de forma indirecta
o crescimento de alguns frutos (uvas), na industria cervejeira e no aumento
de rendimentos da cultura de cana-do-acutcar (Saccharum officinarum).
Inibidores da sintese de giberelinas (AMO-1618, paclobutrazol) sdo utilizados
para reduzir o tamanho de algumas plantas quando essa situacio se revela
problemadtica, como acontece nos cereais e em algumas espécies usadas na
industria da floricultura.

Em relacdo a cultura in vitro, verifica-se que as giberelinas tém uma
utilizacdo muito mais restrita que as auxinas ou as citocininas. A gibere-
lina mais vulgarmente utilizada em ensaios de cultura in vitro é o acido
giberélico (Fig. 13, GA,). A sua aplicacdo estd normalmente associada com
a necessidade de promover o alongamento de rebentos caulinares forma-
dos in vitro ou com a quebra de dorméncia que se verifica nos embrides

somdticos de algumas espécies lenhosas.
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Acido abscisico

Devido ao seu papel em promover a dorméncia de gemas e sementes
e a abscisdo foliar o acido abscisico (ABA, Fig. 14) foi inicialmente visto
como uma hormona com efeitos inibitérios. Embora o seu efeito na abs-
cisdo seja ainda hoje controverso, e se tenha verificado que o ABA tem
efeitos promotores em varios processos fisiolégicos, o papel inibidor deste

composto continua a ser salientado.

H C]|—|3
CH, CH3|
~.
C C COOH
< %C/ ‘\\C/
OH | |
O’; CH, H H

Figura 14 — Formula estrutural de um dos isomeros do dcido abscisico: 2-trans-dcido-abscisico.

O ABA esta presente em todos os orgios da planta e € sintetizado em
todas as células que possuam cloroplastos ou amiloplastos processando-se
0 seu transporte no sistema vascular. Para além das plantas tem sido de-
tectado em alguns fungos embora as fun¢des nestes organismos nido sejam
conhecidas.

Trata-se de um produto da via de sintese dos carotenéides formado
por 15 atomos de carbono que pode existir na forma cis ou trans (Fig. 14)
sendo as formas comerciais uma mistura dos diferentes (4) isomeros. A sua
inactivacio ocorre por oxidag¢ao ou conjugacio com monossacarideos.

Esta hormona € essencial no controlo dos mecanismos de abertura
e fecho dos estomas sendo essencial na regulacio dos niveis hidricos
da planta. Para além disso, inibe a germina¢io precoce e a viviparidade.

Este processo, que consiste na germinacio dos embrides ainda ligados



a planta mie (Fig. 15), e que é muito comum em mutantes de algumas espé-
cies (milho) resulta de deficiéncias na sintese ou na sensibilidade ao ABA.
O 4cido abscisico promove também uma correcta matura¢cio dos embrides
através da estimulacio da sintese de proteinas de reserva e uma tolerancia
a dessecacdo necessaria nos estados mais avancados do desenvolvimento
embrionario quando o teor em 4dgua passa a ser mais reduzido e que esta
relacionada com a produc¢ido das chamadas proteinas LEA (“late embryo-
genesis abundant”).

A semelhanca do que se verifica com as giberelinas, a utilizacio de ABA
em culturas in vitro € restrita. Em ensaios de embriogénese somdtica o ABA

¢ incorporado com alguma frequéncia nos meios de forma a promover uma

maturacio eficaz evitando a germinagio precoce dos embrides somaticos.

Figura 15 - Germinacio de sementes de meloeiro (Cucumis melo) no interior do fruto.

Etileno

O etileno é um composto estruturalmente muito simples constitui-

do por dois dtomos de carbono e quatro dtomos de hidrogénio — C,H,.
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Esta simplicidade n3o tem, no entanto, correspondéncia na importancia que
o etileno tem no controlo de uma vasta gama de processos fisiologicos e de
desenvolvimento. Através de uma via de sintese relativamente simples é pro-
duzido a partir do aminodcido metionina com a formaciao dos intermediarios
metabdlicos S-adenosilmetionina (SAM) e do dcido 1l-aminociclopropano-
-1-carboxilico (ACC) em diferentes 6rgdos das plantas (ver capitulo 9). Tal
como acontece com outras hormonas vegetais, a sua sintese nio ¢ exclusiva
das plantas sendo igualmente produzido em bactérias e fungos. De todas
as hormonas vegetais, o etileno é a mais peculiar uma vez que se trata de
um gas.

O etileno estd envolvido em alguns processos de desenvolvimento das
plantas. Assim, em algumas espécies o etileno quebra a dorméncia de
sementes enquanto em plantas aqudticas submersas promove o seu alonga-
mento. A diferenciacio dos pélos radiculares, a promoc¢ido da floracio em
bromelidceas (familia a qual pertence o ananaseiro) e a sua ac¢io em me-
canismos de defesa das plantas sao outros processos em que o etileno esta
envolvido. O etileno é ainda essencial no mecanismo de amadurecimento
em frutos climatéricos — frutos que apresentam um pico de actividade respi-
ratoria antecedido de uma elevada libertacdo de etileno (tomates, bananas,
ameixas, entre outros). De referir ainda que muitos dos efeitos do etileno
resultam de interac¢des com outras hormonas como auxinas e citocininas
como acontece nos processos de abscisio foliar e senescéncia.

Dada a sua natureza gasosa o etileno é dificil de manipular em culturas
in vitro. No entanto, tém sido realizados ensaios com compostos que pro-
movem a libertacdo de etileno, como o etefon (acido 2-cloroetanofosfénico)
ou com compostos que inibem a producido (cloreto de cobalto) ou a accio
(nitrato de prata) do etileno. Esses ensaios tém mostrado que o etileno
promove a formacao de calos em algumas espécies enquanto a organo-
génese e a embriogénese somatica sao inibidas provavelmente devido aos
seus efeitos inibitérios no transporte polar de auxinas. No que diz respeito
ao enraizamento os dados sio contraditorios tendo sido referidos efeitos
positivos e negativos em funcio das diferentes espécies. Em alguns tipos
particulares de organogénese, como sejam a formacao de bolbos o etileno

parece ter um efeito promotor.



Como € 6bvio, para cada espécie ou mesmo para cada tipo de explante
existem necessidades nutricionais e hormonais diferentes. Testar variacoes
num conjunto tdo vasto de compostos torna-se bastante problematico mas,
por norma, a cultura de células isoladas, como protoplastos ou griaos de
polen, ou de células em suspensio requer meios mais complexos que os uti-
lizados para a cultura de outro tipo de explantes como fragmentos de folhas
ou raizes. O procedimento habitual consiste em testar, numa fase inicial,
os chamados meios base e depois, consoante as necessidades especificas
de cada cultura, aqueles sio optimizados. Na tabela 1 estd representada
a composiciao de alguns meios base sendo o meio MS (Murashige e Skoog,
1962) o mais vulgarmente usado, tendo sido inicialmente preparado para

o crescimento de calos da medula do tabaco.
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CAP. 3. CLONAGEM DE PLANTAS -
PROLIFERACAO DE MERISTEMAS E ORGANOGENESE

3.1. Introducio

A clonagem é um método de propagacio vulgarmente utilizado na multi-
plicacdo das mais variadas espécies de plantas. Ela pode ocorrer naturalmente
ou, como foi referido no capitulo anterior, fazer-se com recurso a métodos
como a enxertia ou a estacaria. Desde os anos 50 do século passado, a
clonagem de plantas passou também a poder ser realizada em condic¢oes
laboratoriais através de um processo conhecido como micropropagacio, em
virtude de, ao contrdrio do que acontece nas técnicas tradicionais de mul-
tiplicagdao, o material utilizado na propagacao ser de dimensoes reduzidas.
Os métodos de micropropagacio de plantas podem dividir-se em trés tipos
diferentes, consoante o material inicial e o tipo de resposta obtida. Esses
tipos sao a proliferacio de meristemas existentes no explante original,
a inducdo de organogénese e a formaciao de embrides somaticos. Neste
capitulo serdo analisados os dois primeiros enquanto a embriogénese so-
matica serd examinada no capitulo seguinte.

A cultura de meristemas caulinares, isolados ou inseridos em dpices ou
segmentos nodais, é o tipo mais simples de micropropagacio, pois niao
ocorre indu¢io de novos meristemas mas apenas o desenvolvimento de
meristemas jd existentes no explante e o ulterior enraizamento dos reben-
tos caulinares deles resultantes. Esta técnica foi a primeira a ser utilizada
para fins comerciais e €, ainda hoje, vulgarmente aplicada a propagacao

de espécies com elevado valor comercial, como é o caso das orquideas
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e de outras ornamentais ou horticolas. Em sentido restrito, a cultura de
meristemas envolve apenas o meristema propriamente dito. Todavia, devido
a dificuldade que muitas vezes se verifica em isolar unicamente o meris-
tema, dadas as suas reduzidas dimensdes, o termo cultura de meristemas
¢ frequentemente aplicado a cultura de meristemas associados com pri-
mordios foliares, a cultura de extremidades apicais do caule (0,5-2 cm) ou
de segmentos nodais - zona do caule onde se insere uma ou mais folhas.

Muitos dos meristemas caulinares (axilares) encontram-se na planta em
estado dormente. Uma vez em cultura, num meio adequado e livres da acc¢io
inibidora do meristema apical (dominancia apical), eles podem desenvolver-se.
O efeito da dominancia apical é varidvel segundo as espécies. Por exemplo, no
linho, a dominancia apical é absoluta enquanto nas gramineas ela é reduzida.

A cultura de 4dpices de raizes pode também ser realizada in vitro.
No entanto, a sua cultura, nao permite a regenerac¢io de plantas mas apenas o
alongamento das raizes. Este tipo de culturas é mais utilizado para determinar
as necessidades nutricionais e hormonais das raizes durante o seu crescimento
ou para a obtencido de culturas de raizes a partir das quais podem ser isolados
metabolitos secundarios de interesse (capitulo 7). Alguns autores tém assinalado
a conversiao do dpice radicular em rebentos caulinares mas os dois tipos de
meristemas nio parecem poder converter-se um no outro tratando-se nesses
casos, provavelmente, da neoformacao lateral de um meristema radicular em
virtude de uma desdiferencia¢iao celular localizada. Embora este assunto seja
objecto de discussio, € geralmente aceite que nas angiospérmicas niao ha
possibilidade de conversdo entre os dois tipos de meristemas.

Uma vez que a técnica de micropropagacio estudada neste capitulo
se baseia na cultura de meristemas é importante relembrar que tipo de
meristemas existem nas plantas, qual a sua distribuicio e a forma como

se encontram organizados.

3.2. Tipos de Meristemas

Durante o desenvolvimento embriondrio sio formados os meristemas

apicais do caule e da raiz. Por serem os primeiros surgir, € permanecerem



activos durante toda a vida da planta, sio vulgarmente conhecidos como
meristemas primarios. Estes meristemas sio formados por células mais
ou menos isodiamétricas, de paredes finas e pouco vacuolizadas, e que
manifestam uma intensa actividade mitética. Os meristemas apicais sao
responsdveis pelo alongamento de caules ou raizes e, em muitas plantas,
todos os tecidos ou Orgaos existentes resultam da sua actividade. As zonas
meristemdticas tém nio sO a capacidade de originar novas estruturas mas
também de se perpetuarem. Para além disso, sao locais de percepcio de
estimulos ambientais. E ainda na sequéncia da actividade dos meristemas
apicais do caule que se formam os meristemas axilares situados, como
o nome indica, na axila das folhas. Para além disso, durante a fase repro-
dutora sio os meristemas caulinares que evoluem para meristemas florais
ou inflorescenciais os quais estio na origem da formaciao das flores ou
inflorescéncias.

Muitas plantas, em particular as drvores e os arbustos, possuem ainda
meristemas responsdveis pelo engrossamento dos orgdos em que se lo-
calizam, normalmente os caules e as raizes. Estes meristemas, formados
durante uma fase mais adiantada do desenvolvimento vegetativo, tém uma
posicio lateral e originam novos tecidos. Sao por estas razdes designados
secundarios, laterais ou histogénicos. Ao contrario dos meristemas apicais,
as células dos meristemas secundarios sio em regra muito vacuolizadas
e alongadas segundo o eixo longitudinal. Os meristemas secundarios, comuns
em gimnospérmicas e angiospérmicas lenhosas sio de dois tipos: cambio
vascular e felogénio (Fig. 16). O primeiro dd origem aos tecidos conduto-
res (xilema e floema) enquanto o felogénio é responsavel pela formacio
de suber e feloderme que juntamente com o cambio que lhes deu origem
constituem a periderme, um tecido de proteccio em 6rgaos com crescimento
secundario. Em termos de clonagem de plantas estes meristemas nao tém
muito interesse. No entanto, em determinadas espécies a cultura de seg-
mentos caulinares ou radiculares onde estes meristemas estejam presentes
pode levar a proliferacio de células das zonas meristematicas com a ulterior
regeneracdo de plantas a partir das células dos calos.

Algumas plantas possuem ainda os chamados meristemas intercalares.

Estes meristemas correspondem a zonas em que as cé€lulas dividem activa-
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mente, sendo responsaveis pelo alongamento de 6rgaos ja formados, por
exemplo folhas, caules ou hastes florais. Tal como os anteriores, também
estes nao sao particularmente interessantes em termos de micropropagacio
mas, tal como se verifica com o cambio e felogénio, a cultura de explantes
em que eles estejam presentes pode conduzir a obtenciao de calos com
potencial de regenerar plantas.

E o conjunto da actividade dos diferentes meristemas o responsavel pela
arquitectura de uma determinada planta que embora seguindo modelos
gerais é caracteristica de cada espécie.

Do ponto de vista da micropropaga¢io os meristemas mais interes-
santes sao 0s meristemas apicais do caule e os meristemas axilares. Quer
se trate da proliferacio de meristemas ou da induc¢io de organogénese,
ocorre primeiro o desenvolvimento (no caso da organogénese, a formac¢io)
de um meristema caulinar sendo necessario numa fase ulterior proceder ao

enraizamento dos rebentos caulinares.

Figura 16 — Secgao transversal de um caule onde se podem observar os meristemas secundarios
cambio vascular e felogénio bem como alguns dos tecidos resultantes da sua actividade.



3.2.1. Meristema apical da raiz

Os meristemas primdarios da raiz (Fig. 17) apresentam, geralmente, uma
organizacio mais simples que os do caule. A envolvé-los existe a coifa,
uma estrutura protectora constituida por células que continuamente mor-
rem e se separam, sendo substituidas por novas células. Para além da
func¢ido protectora a coifa segrega compostos mucilaginosos que facilitam
o crescimento da raiz no solo e ¢ também o local onde sio detectados os
estimulos gravitropicos. Imediatamente abaixo da coifa existe um grupo de
células denominado centro quiescente. As células desta zona apresentam
uma actividade mitética mais reduzida que as células envolventes, desig-
nadas por células estaminais e que sdo responsaveis pela edificacdo dos
diferentes tecidos da raiz. O meristema radicular é um eixo que produz
fiadas longitudinais de células que progressivamente se vio diferenciando
a medida que nos afastamos da extremidade apical. Normalmente, este
eixo, nio apresenta expansoes laterais e as raizes laterais sio formadas a
uma curta distancia do meristema apical. As raizes assim originadas tém,
quase sempre, uma origem profunda a partir do periciclo e nfo a partir de

meristemas axilares como acontece no caule.
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Figura 17 — Secc¢ao longitudinal da extremidade apical de uma raiz. Na figura A,

a zona destacada corresponde ao meristema apical da raiz o qual se encontra protegido
pela coifa. Na zona meristemadtica as figuras de mitose sio comuns e a divisao das células
estaminais do meristema origina fiadas longitudinais de células (B) que, a medida
que se afastam do dpice, se vio especializando.
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3.2.2. Meristema apical do caule

O caule € um o6rgio complexo que compreende um eixo caulinar propria-
mente dito e as folhas (Fig. 18). Estas sio expansOes laterais de crescimento
limitado e simetria dorsi-ventral. As zonas de insercdao das folhas no caule
sao chamadas nés e os segmentos do caule entre os nés designam-se por
entrends. Como ja foi referido, na axila de cada folha existe uma gema axilar
com o respectivo meristema (Fig. 18). Estes meristemas, em determinadas
circunstincias podem desenvolver-se e formar ramos laterais. Em muitas
espécies, € notdria uma repeti¢io de unidades ao longo do caule, formadas
por um nd, uma ou mais folhas e um meristema axilar. Tais unidades sao
chamadas fitémeros. Cada fitomero €, potencialmente, uma planta, uma vez
que apenas lhe falta uma raiz para que assim se possa considerar. E nesta
repeticio de subunidades que se baseia em grande parte o processo de
clonagem de plantas, como veremos nas seccdes seguintes.

O meristema apical caulinar é tipicamente um grupo de 800-1200 células em
forma de cupula de aproximadamente 100 pm de diametro (Fig. 19) Todavia,
quer o tamanho quer a forma do meristema, nas plantas superiores, sio muito
variaveis. Além disso, estes meristemas evoluem no decurso do crescimento
vegetativo e alteram completamente a sua organiza¢io durante a fase de
reproducio (evocacio floral). Por exemplo, enquanto no tabaco o meristema
apical tem cerca de 100 pm de didmetro em Arabidopsis é de cerca de 35-55
pm e contém aproximadamente 50-70 células. Para além da zona meristematica,
os outros tecidos e 6rgaos da parte distal de um rebento constituem o dpice
caulinar (Fig. 18). O meristema apical do caule contribui para a edificaciao da
planta através das seguintes func¢des: iniciacido de orgios, inicia¢io de tecidos,

sinais de comunicag¢io e através da sua propria manutencio.

Dois conceitos diferentes tém sido utilizados para definir diferentes regides
do meristema apical. Um conceito é o da organizacio em camadas. Em virtude
de na maioria das angiospérmicas trés camadas celulares serem responsaveis
pela formacido dos tecidos, o meristema apical foi definido como possuindo
3 camadas designadas por L1, L2 e L3 (L do inglés “layer”). A camada L1 é

a mais periférica e as divisdes celulares neste local restringem-se ao plano



anticlinal (perpendicular a superficie). Esta camada origina a epiderme nos
orgios diferenciados. As células da segunda camada ou L2 dividem pre-
dominantemente no plano anticlinal mas também podem dividir no plano
L N .. L L N N 81
periclinal (paralelo a superficie do 6rgao) quando os 6rgios estio em formagao.
As células da camada mais interna ou L3 dividem anticlinal e periclinalmente
e fornecem células para as partes internas dos 6rgios. As camadas L1 e L2
constituem aquilo que vulgarmente se chama tunica enquanto as células da

camada L3 e outras localizadas mais internamente formam o corpo.

fitémero .
gemas axilares

entrend

Figura 18 — Extremidade de um caule de feijoa (Feijoa sellowiana) mostrando as gemas axilares
e a organizac¢dao do caule em fitdmeros.

Figura 19 — Zona apical caulinar de Coleus sp. Na figura A ¢ visivel o meristema apical do caule
(SAM) e dois primoérdios foliares (pf). A figura B representa uma zona mais alargada do dpice
onde se podem observar dois meristemas axilares (MAX).
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Um segundo tipo de organiza¢io para o meristema apical do caule
baseia-se numa divisio em zonas. Neste caso, considera-se o meristema
dividido em trés zonas: a zona central, a zona periférica e a zona da
nervura. A zona central € um grupo de células localizado na parte distal
do meristema e inclui células de todas as camadas acima referidas. As
células da zona central dividem menos frequentemente e possuem nucleos
mais proeminentes que as da zona periférica. As células da zona central
comportam-se como iniciais das outras regides do meristema apical e,
deste modo, do proprio rebento. As células da zona periférica originam-se
a partir de células da zona central. A zona periférica envolve toda a zona
central e a sua principal fun¢io é a formac¢ao dos primérdios foliares.

Na base do meristema, e actuando como uma zona de transicao en-
tre o meristema e as primeiras zonas diferenciadas do rebento, existem
as células da nervura. Em virtude disto, a zona da nervura é por vezes
considerada como sendo distinta do meristema apical. As células desta
zona encontram-se dispostas em fiadas longitudinais e contribuem para
a formacido dos tecidos na parte central dos rebentos e derivam também
de células da zona central. A zona da nervura tem duas possiveis funcdes:
formar os tecidos internos do caule e actuar como centro organizador do
caule. A segunda func¢io requer que sinais que entram ou saem do meris-
tema sejam transmitidos, via plasmodesmos, ou por via apoplastica pois
nao existem conexodes vasculares entre o meristema e o resto da planta.

Esta evolu¢do na interpretacio da organizacio dos meristemas tem a
ver com o tipo de estudos que se foram realizando ao longo do tempo.
De facto, enquanto as primeiras interpretacdes eram resultado de particula-
ridades das diferentes células, os ultimos dados tém mais em consideracio
as caracteristicas fisiologicas e genéticas das células, nomeadamente a ex-

pressao de determinados genes.

3.3. Objectivos da cultura de meristemas caulinares

Embora a cultura de meristemas seja vulgarmente utilizada para a pro-

pagacdo de plantas em larga escala, ela pode também ser utilizada para



outros objectivos como sejam o estudo do funcionamento do meristema,
a conservaciao de germoplasma e a obtencdo de plantas isentes de virus
a partir de material vegetal contaminado.

Em algumas espécies (e.g. Acacia senegal) utiliza-se também a cultu-
ra de meristemas em processos de microenxertia ou seja, uma enxertia
realizada in vitro. Nesta situac¢io, o dpice de uma planta adulta é iso-
lado apds desinfeccio e colocado numa fenda aberta na zona superior
do hipocoétilo de uma planta jovem obtida por germinaciao de semente
e a qual foi retirado o apice para evitar o efeito da dominancia apical.
A gema enxertada desenvolve-se e da um rebento em que as gemas axi-
lares podem vir a ser utilizadas para uma nova fase de enxertia ou para
clonagem in vitro. No caso da Acacia senegal, o ipice provém desta es-
pécies enquanto o porta-enxertos (planta germinada) é de Acacia seyal.
Como esta ultima espécie possui uma reparticao ecolégica mais vasta
que a primeira e utiliza terrenos menos explorados para fins agricolas,
a utilizacao em plantacdes de A. senegal enxertadas em A. seyal podera
permitir uma extensio das zonas de producido de goma arabica (produ-

zida por A. senegal).

3.3.1. Funcionamento do meristema

O estudo dos meristemas in vitro € uma boa alternativa ao estudo
in vivo pois ai torna-se dificil isolar os factores especificos envolvidos
na manutencido e diferenciacio das células meristematicas. Esta técnica
oferece a possibilidade de estudar os mecanismos que controlam o cres-
cimento, a dorméncia, a expressao de genes homedticos ou de outros
genes, os ciclos reprodutivos e outros processos fisiolégicos que ocorrem
naquela zona. Estes aspectos, embora de grande interesse, saem do am-
bito desta disciplina, pelo que nio serio aqui focados. O problema com
esta metodologia é que, em muitos casos torna-se dificil isolar apenas
0 meristema e, noutros casos, a sua manuteng¢io e crescimento in vitro,

sdo problemadticos.
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3.3.2. Propagacio em larga escala

E talvez a aplicacio mais importante da cultura de meristemas. A cultu-
ra de meristemas para a propagacio de plantas em larga escala utiliza-se
particularmente quando uma espécie é dificil de multiplicar pelos métodos
tradicionais ou aquando da produc¢ao de novos hibridos em programas de
melhoramento vegetal, quando aqueles sio necessarios em grandes quan-
tidades para ensaios de campo ou para comercializa¢do. Trata-se ainda de
uma técnica com interesse na multiplicacdo de plantas ornamentais que

atingem elevados precos no mercado.

Quando um meristema apical (isolado ou englobado na extremidade
apical de um caule) € cultivado in vitro, num meio de cultura adequado,
ele prolifera e dd origem a um novo rebento caulinar (Fig. 20) formado
por varios fitémeros. Como estes rebentos desenvolvem gemas ao longo
do seu eixo, estas podem ser novamente cultivadas e o processo ser re-
petido indefinidamente, seguindo a taxa de multiplicacdo uma progressao
geométrica. Pode também acontecer que o meristema em cultura dé origem
a inimeros rebentos que se alongam pouco formando agregados que podem
ser divididos em pequenos grupos e subcultivados de forma a obter novas
prolifera¢coes caulinares (Fig. 20). Em qualquer dos casos, o resultado € a

obtencio de um clone a partir do material original.

Desde a cultura do meristema (isolado ou inserido no segmento nodal
ou no dpice) até a regeneracdo completa de plantas existem varios pro-
cedimentos que devem ser adoptados e que se podem dividir em 3 fases
de acordo com o proposto inicialmente por Murashige (1974): estabeleci-
mento dos explantes in vitro, multiplicacio e enraizamento. No entanto,
e uma vez que a obtencao do material vegetal é um passo critico neste
tipo de micropropagacio, e que a transferéncia das plantas da cultura in
vitro para solo é também um processo problematico, acrescentam-se as trés
fases anteriormente referidas uma fase inicial de preparacio da planta mie
e uma fase final de aclimatiza¢io. Nas sec¢Oes seguintes sao caracterizadas

as diferentes fases do processo.



3.3.2.1. Preparacao da planta mae

Esta fase € de grande importancia e determina o sucesso das fases sub-
sequentes. Nesta fase seleccionam-se as plantas que vido ser propagadas
e englobam-se aqui todos os procedimentos efectuados antes da inicia¢io das
culturas. Estes procedimentos incluem tratamentos que visam evitar futuras
contaminac¢des das culturas por fungos e/ou bactérias e condicionamentos
ambientais e hormonais da planta mie ou de partes dela, que a possam
tornar mais susceptivel a propagacio in vitro. Assim, a planta mie deve
ser mantida em estufa sob condi¢des de crescimento controlado. Isto evita
a forte contaminac¢io que existe em plantas crescidas no campo e, por outro
lado, permite a planta manter-se nas suas condi¢des Optimas de cresci-
mento (luz, temperatura e fotoperiodo). A fase de preparaciao ¢ de grande
importancia em plantas lenhosas. Nestas espécies, dadas as dificuldades
praticas que muitas vezes existem em manté-las em estufa, removem-se
estacas da planta mie e, sob condi¢des controladas, em estufa, promove-se
o desenvolvimento das gemas axilares (Fig. 21, abrolhamento). Estas gemas
dao origem a rebentos que podem ser utilizados para extrair os explantes

(apices caulinares ou segmentos nodais) usados na fase de estabelecimento.

5 mm

Figura 20 — Dois tipos de resposta obtidos pela cultura de segmentos nodais.
A - Formacao de virios rebentos caulinares com alongamento reduzido.
B - Formacgao de um unico rebento com virios nos.
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3.3.2.2. Iniciacao e estabelecimento das culturas

O objectivo desta fase consiste na obten¢io de um nimero considera-
vel de explantes nio contaminados e em condi¢des de iniciarem a fase
seguinte de multiplicacio. Como é 6bvio, quanto mais eficaz for esta fase
maior o nimero de explantes disponiveis para as fases seguintes e maior o
sucesso do processo de micropropagacio. Um grave problema que deve ser
considerado durante o estabelecimento in vitro de lenhosas é a exsudacao
de pigmentos castanho-arroxeados, compostos principalmente por taninos
e polifendis oxidados. As plantas concentram quantidades abundantes de
fendis, em especial nas células em crescimento activo. Estes compostos,
quando oxidados pelo ar, por peroxidases ou por polifenoloxidases, condu-
zem ao acastanhamento dos explantes e do meio de cultura. Por oxidagio,
dio origem a quinonas, as quais podem polimerizar com proteinas levando
a necrose dos tecidos. Para ultrapassar esta dificuldade podem adicionar-se
ao meio de cultura agentes anti-oxidantes como cisteina, carvio activado,
acido ascorbico, polivinilpirrolidona ou ditiotreitol. A iniciacao das culturas
no escuro ou a realizacdo de subculturas frequentes sio também utilizadas

para ultrapassar este obstaculo.

Figura 21 — Desenvolvimento de rebentos numa estaca de medronheiro (Arbutus unedo)
colocada em estufa a 25°C. Os dpices e os nos destes rebentos servem de base para o
estabelecimento de culturas desta espécie.



Nesta fase, deve também ter-se em considera¢io o tipo de explante
utilizado, pois este determina o eventual sucesso ou niao da cultura. Em
geral, quanto maior for o explante, maiores sio as hipoteses de sucesso e
menos complexos podem ser os meios de cultura. No entanto, deve também
salientar-se que, explantes de maiores dimensdes podem levar a proliferacio
de outras células que nio as meristemdticas originando-se um tecido caloso
que pode sofrer organogénese. Esta situacio deve ser evitada pois com al-
guma frequéncia as plantas com origem em calos apresentam modificacoes
que podem comprometer a clonagem do material vegetal seleccionado.
Por outro lado, explantes de maiores dimensdes sao mais susceptiveis de
contamina¢iao com microrganismos. Neste tipo de micropropagaciao po-
dem utilizar-se como ja vimos, meristemas, dpices (meristema envolvido
por alguns primérdios foliares), zonas apicais (0,5 a 1 ¢cm da extremidade
caulinar) ou nés. A fraca capacidade do meristema propriamente dito para
ser mantido em cultura estd relacionada com a sua separacio dos tecidos
foliares e do caule subjacente, os quais lhe fornecem as hormonas e outros
factores de crescimento de que necessita. Deste modo, € vulgar incluir nos
meios de cultura uma citocinina ou, menos vulgarmente, uma combinacio
de citocinina e auxina. Em virtude do reduzido tamanho do meristema, o
seu isolamento € problematico e infringe, com frequéncia, danos ao meris-
tema que condicionam o seu crescimento ulterior.

Para além da oxidacao de compostos fendlicos, a contaminag¢io dos ex-
plantes por microrganismos como fungos e bactérias é outro dos principais
problemas desta fase. Deste modo, a desinfec¢cio dos explantes de forma
eficaz € um passo critico. Os procedimentos que devem ser adoptados
para obstar a esta dificuldade foram ja referidos anteriormente. Em algu-
mas espécies lenhosas o problema da infec¢io € particularmente grave e,
apesar dos esforcos para esterilizar os explantes, ¢ muitas vezes impossivel
eliminar os organismos contaminantes, pois alguns deles crescem muito
lentamente e sio endogenos pelo que a esterilizacdo superficial nao os
afecta podendo manifestar-se repentinamente em fases mais adiantadas do
processo de micropropagacio.

Um outro aspecto a considerar € a posi¢do dos explantes na planta mie.

Explantes retirados do dpice estao num estado de desenvolvimento mais
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jovem que explantes obtidos na base da planta. Um estado de desenvolvi-
mento mais jovem tem sido considerado como 6ptimo para a regeneraciao
e, presumivelmente, dpices tém um potencial de regeneracio maior que as
gemas laterais. Todavia, e uma vez que existe apenas uma gema terminal por
planta, muitos investigadores utilizam também meristemas axilares. Explantes
mais préoximos do dpice estdo, normalmente, sujeitos a uma dominincia
apical mais acentuada enquanto os que se encontram mais afastados com
maior facilidade podem ultrapassar essa dominancia. Com frequéncia sio
utilizados apices de plantas obtidas por germina¢io de sementes. Embora
nestes casos haja a vantagem das culturas dificilmente sofrerem contaminagio,
e de se tratar de explantes jovens com grande capacidade morfogénica, ha
a desvantagem dos gendtipos das plantas regeneradas nio serem conhecidos
e de nio haver uma uniformidade no conjunto das plantas regeneradas.
Como ja foi referido, durante esta fase, as citocininas sio componen-
tes fundamentais dos meios de cultura. Embora uma reduzida quantidade
de citocininas possa ser sintetizada pelos rebentos in vitro as raizes siao
o principal sitio para a sua biossintese. Tendo em consideracdo que os ex-
plantes utilizados nesta técnica nio possuem sistema radicular, a taxa de
sintese de citocininas deve ser reduzida, pelo que a sua inclusio no meio
é recomendada. As citocininas tém essencialmente duas func¢des: quebram
a dominancia apical e promovem o desenvolvimento dos meristemas. Para
além disso, podem retardar a senescéncia dos tecidos evitando assim a sua
necrose e eventuais danos resultantes nas zonas meristematicas. As zonas
meristematicas sdo locais activos na sintese de auxinas pelo que a neces-
sidade de incluir auxinas no meio nio parece ser tio premente como no
caso das citocininas. Dada a capacidade que as auxinas tém de promover
a formacao de calos com os problemas que dai podem surgir, a inclusiao

de auxina pode revelar-se mesmo desaconselhavel.
3.3.2.3. Multiplicacao
A fase de multiplicacio estd muito dependente da forma com os explan-

tes inoculados in vitro se comportam na fase de estabelecimento. Assim,

pode acontecer, que o dpice ou os segmentos nodais colocados in vitro



originem um rebento caulinar o qual, ao fim de um determinado tempo, por
exemplo, um més, ird possuir varios fitbmeros. Supondo que esse explante
forma um rebento com 6 fitémeros (Fig. 22) apds o primeiro més, e se estes
forem isolados e colocados de novo in vitro, no segundo més teremos 36
fitomeros (6 por cada um dos inicialmente formados). A manter-se esta taxa
de propagacio potencial, em cada més o nimero de novos fitbmeros seria
multiplicado por 6 segundo a férmula F* em que F representa o nimero
de fitbmeros apds a primeira cultura e s o nimero de subculturas. Como
¢é facil de compreender a taxa de propagacio vai depender da frequéncia
com que novos fitémeros sao formados a qual depende, por sua vez, do
meio de cultura e da actividade do meristema, em particular do seu plas-
tocrono ou seja do periodo de tempo que medeia entre a formacao de dois
primérdios foliares consecutivos (ou dito de outra maneira, de dois novos
meristemas axilares consecutivos). Sendo assim, quanto mais reduzido for
o plastocrono maior sera a taxa de multiplicacdo. Daquilo que acabou de
ser exposto facilmente se compreende que o nimero de plantas que po-
tencialmente se pode obter € muito elevado. De acordo com as condi¢oes
acima referidas, no final de 12 meses seriam obtidas mais de 2000 milhdes
de plantas a partir de um Unico explante. Na realidade, laboratérios de
investigacdo ou laboratérios de pequena ou média dimensio dificilmente
podem manipular um tao grande nimero de propagulos pelos que estes

valores devem ser vistos apenas como valores potenciais.

Mowva cultura dos

FSe =Sy

Explante
inicial

Rebento com
varios fitomeros

Figura 22 — Esquema ilustrativo do processo de micropropagacio através da cultura de
segmentos nodais.
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Como ja foi referido outras espécies, em vez de formar um rebento ini-
cial com varios fitbmeros dio origem a massas de rebentos com reduzido
alongamento. Este comportamento ¢ muito vulgar em plantas com habito
em roseta mas pode também surgir noutras espécies. Nestes casos, a pro-
pagacido pode ser obtida através da fragmentacao de uma massa em massas
mais pequenas voltando a realizar novas culturas. Obtém-se assim novos
aglomerados de rebentos que podem também ser propagados periodica-
mente originando igualmente um grande nimero potencial de rebentos
caulinares. O problema nestes casos é conseguir o seu enraizamento deven-
do ser criadas condi¢des, através da manipulacio do meio de cultura, que
permitam o alongamento dos rebentos caulinares, por exemplo aplicando
acido giberélico as culturas.

Em qualquer dos tipos de resposta referidos a fase de multiplicacio
requer, por regra, a presenca de citocininas embora algumas espécies
possam ser propagadas sem recurso a reguladores de crescimento. O tipo
mais adequado de citocinina bem como a respectiva concentracao deve ser
determinado para cada espécie, ji que os niveis enddégenos e os mecanis-
mos de inactiva¢io podem também ser diferentes de espécie para espécie.

O principal objectivo desta fase é produzir o maior nimero possivel de
propdgulos geneticamente uniformes que possam vir a ser enraizados na
fase seguinte. Deste modo, e a semelhanca do que foi referido na secgao
precedente, a formacido de calos deve ser evitada e, por essa raziao, os
meios de multiplicacdo niao devem conter auxinas. Alguns compostos com
actividade de citocininas, como o tidiazurdo, promovem também a formacio

de calos pelo que a sua aplicag¢io deve ser cuidadosamente escrutinada.

3.3.2.4. Alongamento e enraizamento dos rebentos

No decurso desta fase procede-se ao enraizamento dos rebentos cauli-
nares formados nas fases anteriores de forma a obter plantulas que possam
ser transferidas para solo. Em alguns casos, quando os rebentos formados
nio possuem as dimensdes adequadas (< lcm), é necessirio proceder

ao seu alongamento, se necessario sob o efeito promotor de giberelinas.



No entanto, em alguns casos, tem sido referido que o contacto dos explantes
com giberelinas pode afectar negativamente o seu enraizamento posterior.

Em algumas espécies, o enraizamento pode ser conseguido pela simples
passagem dos rebentos do meio de multiplicagdo para um meio sem regu-
ladores de crescimento, como acontece em herbaceas. E também frequente
reduzir-se a for¢a i6nica do meio baixando para metade a concentraciao
dos macronutrientes utilizados o que pode ser acompanhado pela reducio
simultinea da concentra¢ido de sacarose. O mesmo ja nio se verifica quando
se trata de espécies lenhosas, onde a maturacdo é acompanhada por uma
diminui¢do da capacidade rizogénica. Nestas espécies, este passo ¢ talvez
o mais dificil de conseguir sendo frequentemente um factor limitante da
clonagem. Um dilema com que muitas vezes os investigadores se deparam
em espécies lenhosas é que, quando as plantas estdo suficientemente de-
senvolvidas para avaliar os tra¢os superiores, torna-se dificil (ou mesmo
impossivel) propaga-las devido a sua fraca capacidade de enraizamento.

O enraizamento pode também ser provocado ex vitro. Neste caso, 0s
rebentos sio directamente enraizados no substrato de aclimatacio apods
imersao rapida numa solu¢io ou num gel muito concentrados de auxina
(choque auxinico). Esta metodologia é simples e quando a ela se pode
recorrer reduz consideravelmente os custos do processo.

Consideram-se normalmente 3 fases no enraizamento: inducio, iniciaciao
e alongamento. Uma vez que as duas primeiras fases sao dificeis de distin-
guir uma da outra reduz-se, em regra, o processo a duas fases: a iniciacao
e o alongamento.

Para a inicia¢ido de raizes adventicias uma auxina é geralmente aplicada.
As auxinas mais usadas sio o NAA e o IBA sendo esta ultima, normalmen-
te, mais eficaz. Todavia, ap6s a formacio das raizes, a presenca de auxina
inibe o crescimento ulterior pelo que os rebentos, ji com as raizes inicia-
das, devem ser transferidos para meios sem auxina de forma a promover
o crescimento radicular (Fig. 23). As concentracdes e os tempos de exposi¢io
as auxinas variam de espécie para espécie. Concentra¢coes muito elevadas
de auxina ou periodos de exposi¢io alargados podem conduzir 2 formacio
de calos na base dos rebentos caulinares (Fig. 23) s6 depois ocorrendo

a formacao de raizes. Nestas situacdes, a conexdo entre o sistema vascular
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do caule e das raizes adventicias €, muitas vezes, deficiente, impedindo
a conclusio do processo de micropropagacio.

Em alguns casos, tem sido referido que compostos fendlicos podem pro-
mover o enraizamento devido a sua interac¢do com auxinas. Grande atencdo
tem sido dada ao composto florazina e a um seu subproduto o floroglucinol.
Estudos anatomicos e citologicos mostraram que o floroglucinol promove
a diferenciac¢io de xilema e de cloroplastos. Foi também observado que
niveis elevados de floroglucinol endégeno favorecem o enraizamento. Esta
accdo € explicada pelo papel protector deste composto na auxina pois ele
€ um substrato alternativo para a IAA-oxidase ou peroxidases levando a um
aumento dos niveis de IAA. Fendis simples podem ainda ser importantes no

enraizamento pois eles sdo substrato para a lenhificacio das paredes celulares.

Figura 23 - Enraizamento de rebentos caulinares. A — Plantulas de tamarilho (Cyphomandra
betacea) enraizadas apoés tratamento com IBA. B — Calo na base de rebentos caulinares de
alfarrobeira (Ceratonia siliqua).

A neoformacio de meristemas da raiz num rebento resulta sempre de
uma diferenciacao celular que leva a producio de células meristematicas
e a4 organizacio de um esbo¢o meristematico (Fig. 24). As raizes assim
produzidas tém geralmente uma origem profunda. Frequentemente, elas
sdo formadas a partir de zonas proximas dos tecidos vasculares (Fig. 24).
Em alguns casos, e como ja foi referido, elas podem também ser formadas na

base de um calo. Podem ainda ser iniciadas a partir de células epidérmicas.



Nesta ultima situacio dizem-se exdgenas enquanto as de origem profunda
sio denominadas enddgenas. A origem das raizes nio é indiferente e a
formacio de raizes com origem em tecidos periféricos pode também redu-
zir o sucesso da micropropagacio pois estas sdo incapazes de estabelecer
ligacdes eficazes com o sistema vascular do caule. Deste modo, o processo
de enraizamento deve ser monitorizado por estudos histologicos que per-

mitam verificar a origem das raizes.

Figura 24 — Origem das raizes adventicias. A — Zona basal de um rebento caulinar de feijoa
onde se pode observar uma raiz (seta) em crescimento. B — Corte anatémico do caule antes da
inducao de enraizamento. C - Inicio da diferencia¢do de uma raiz. Notar a organizacio de uma

zona meristematica (zm). e — epiderme, zv —zona dos tecidos vasculares.

Para além de factores hormonais (fisioloégicos) outros factores intervém
no processo de enraizamento. Varias experiéncias tém mostrado que a ca-
pacidade de formacido de raizes parece estar sob controlo genético. O facto
de existirem diferengas na resposta entre espécies de um mesmo género
e mesmo entre variedades ou cultivares de uma mesma espécie indica que
determinadas combinac¢des genéticas sio mais favordveis que outras para
o enraizamento. Outros dados experimentais mostram que existem muta-
¢oes que podem limitar a capacidade de enraizamento e, finalmente, em
algumas espécies, a formacio de raizes é espontinea nio necessitando de
condi¢cdes especiais.

Outros factores fisiologicos como a idade da planta mie (plantas na
altura da floracio sdo dificeis de enraizar), a estacio do ano, o tamanho
dos rebentos (variagdes na presenca de hormonas), a presenca de gemas

ou folhas (locais de sintese de auxinas) e o facto das raizes serem sempre
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formadas no polo fisiologico basal do rebento sugerem o envolvimento de
hormonas no processo.

Factores fisicos como o stresse hidrico através do seu efeito no metabo-
lismo hormonal e, altas temperaturas, através de um aumento da actividade
metabdlica, promovem também o enraizamento.

A diminui¢do da concentracdao de sais no meio (1/2 - 1/4 dos sais do meio
MS) ou a inclusio de carvio activado, um composto que adsorve compostos
deletérios presentes no meio de cultura, tém também sido apontados como
factores que promovem o enraizamento.

Embora se saiba que as auxinas sdo factores essenciais ao enraizamen-
to dos rebentos o mecanismo de ac¢lo subjacente a este processo nao
€ conhecido. Um aumento da actividade peroxididsica em algumas espécies
parece estar associado a diferencia¢io de raizes adventicias. As auxinas,
utilizadas como agentes indutores do enraizamento, promovem a extensi-
bilidade da parede celular e, por outro lado, induzem sintese proteica e de
DNA e RNA o que parece indicar uma acc¢ido ao nivel dos genes. Todavia,
que gene ou genes estdo envolvidos neste tipo de morfogénese e a razao
porque o desenvolvimento posterior de um grupo de células meristema-
ticas € orientado no sentido da formag¢io de raizes e nio noutro tipo de

morfogénese permanece obscuro.

3.3.2.5. Aclimatizacio das plantas regeneradas

Durante esta fase as plantas produzidas in vitro passam de condi¢Oes
heterotréficas para condicoes autotréficas ficando sujeitas a condi¢des de
stresse muito severas, nomeadamente no que diz respeito a humidade,
temperatura, luz e contaminac¢des, sendo frequente a ocorréncia de taxas
de mortalidade elevadas.

Os problemas mais importantes sio, todavia, a dessecacio e infeccdes.
A perda de dgua acentuada por estas plantas é devida a uma elevada rela-
¢do entre a taxa de transpiracido e a taxa de absorc¢io, situag¢io que pode
ser explicada por varios factores. Assim, muitas das plantas regeneradas in
vitro apresentam quantidades reduzidas de céras epicuticulares, grandes

espacos intercelulares, e deficiéncias na resposta dos estomas ao stresse



hidrico. Além disso, as raizes recém formadas nos rebentos apresentam, por
vezes, uma fraca conexio vascular com os restantes 6rgaos, dificultando
o transporte de dgua e nutrientes as regides em crescimento activo. Deste
modo, um periodo de aclimatagdo (Fig. 25), varidvel segundo as espécies,
e em que gradualmente se vai reduzindo o teor de humidade, € normalmente
adoptado. Durante este periodo espera-se que as plantas sofram modificacoes
fisiol6gicas e anatomicas que lhes permitam adaptar-se ao ambiente natural.

A micorriza¢do das plantas produzidas in vitro (Fig. 25), ou seja, a as-
socia¢do das suas raizes com hifas fingicas que lhes fornecem nutrientes
e dgua necessarias ao seu desenvolvimento pode facilitar a aclimatacao
como acontece, por exemplo, no sobreiro ou no medronheiro. Ensaios de
micorriza¢io tém mostrado que apods transferéncia para solo as plantas mi-
corrizadas apresentam taxas de crescimento mais elevado que as plantas niao
micorrizadas. Também interessante é a possibilidade de alguns dos fungos
utilizados na micorrizacdo poderem vir a produzir cogumelos, constituindo

uma possivel fonte suplementar de rendimento para os agricultores.

Figura 25 — Aclimatizacdo de plantas produzidas in vitro. A- plantas de tamarilho em estufa
antes da passagem para solo. B- Corte transversal de uma raiz de uma planta de medronheiro
micorrizada.

O solo para o qual as plantas sdo transferidas deve também estar es-
terilizado de forma a evitar contaminacdes que nesta fase do crescimento
teriam consequéncias muito graves.

De uma maneira geral, é necessario realizar um grande nimero de en-

saios testando muitas varidveis em cada fase da cultura de forma a optimizar
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o processo de regeneracio da espécie que pretendemos multiplicar. A figura

26 resume o processo de obten¢io de plantas por proliferacio de meristemas.

3.3.3. Multiplicacao de plantas isentas de virus

A eliminac¢ido de virus vegetais € dificil. As plantas nio possuem um
sistema imunitdrio que lhes permita defenderem-se de ataques por virus
embora, como veremos mais adiante, tenha sido possivel, em algumas
espécies, “vacinar” plantas por transformac¢io genética (capitulo 9). Além
disso, alguns inibidores da multiplicacio de virus sdo toxicos para as
plantas e quando o tratamento cessa os virus voltam a proliferar. Uma
alternativa pode ser o ataque aos vectores responsaveis pela dispersiao
dos virus como insectos ou nemdtodes. No entanto, muitos destes vec-
tores sio dificeis de controlar com pesticidas e estes sio nocivos para
o meio ambiente. Como solucionar este problema? Felizmente, a maio-
ria dos virus conhecidos ndo sdo transmitidos através da semente e as
sementes de plantas infectadas originam plantas saudaveis. Todavia, em
muitas espécies em que € necessdrio manter um determinado gendtipo
para fins comerciais ou de melhoramento, como acontece por exemplo
nas videiras, a multiplicacio tem que ser realizada por intermédio de
multiplicacdo vegetativa pelo que os virus vao sendo transmitidos pondo
em perigo determinados clones.

Uma forma de evitar esta situacdo é fazendo uso da cultura in vitro de
meristemas. Esta técnica é um resultado das observacdes de White (1934)
no tabaco que cultivando raizes de plantas desta espécie infectadas com
o virus do mosaico do tabaco conseguia obter linhas isentas de virus.
Também Limasset e Cornuet (1949) observaram que em plantas do tabaco
infectadas com virus a quantidade de virus decrescia a medida que a dis-
tancia ao 4pice diminuia. No dpice propriamente dito niao se detectaram
virus. Isto levou Morel e Martin (1952) a postularem que seria possivel
isolar o meristema apical de uma planta infectada, cultiva-lo in vitro,
e obter plantas isentas de virus que eram uma réplica perfeita da planta
mae. Este postulado foi comprovado inicialmente em dalias, mais tarde

na batateira e ulteriormente em inumeras espécies (e.g. Musa, Ipomoea,



Gladiolus, Malus, Lilium, Cymbidium, Dianthus, Brassica, Fragaria). Obvia-
mente, a regeneraciao de plantas isentas de virus, nao implica imunidade

a uma posterior infeccao viral.
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Figura 26 — Representa¢ido esquemadtica do processo de propagacao de plantas in vitro através
da proliferacio de meristemas.
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Ao contrario do que acontece quando a cultura de meristemas é utilizada
com o objectivo da propagacio em massa, neste caso devem isolar-se
explantes tio pequenos quanto possivel. De facto, como foi referido ante-
riormente, quanto maior for o explante maior serd a possibilidade de ele
se encontrar infectado. Normalmente sdo utilizados meristemas com um ou
dois primérdios foliares dada a dificuldade em isolar € manter o meriste-
ma propriamente dito. A presenca de primordios foliares parece ser mais
importante que o volume do tecido utilizado dada a sintese de hormonas
vegetais que deve ocorrer nestas estruturas.

Para além de permitir a regeneracio de plantas isentas de virus esta
metodologia permite ainda estudar as interac¢des entre virus e meristemas
e manter reservas de material isento de virus que em caso de necessidade
possa rapidamente substituir o material de campo.

De forma a obter melhores resultados a cultura de meristemas é mui-
tas vezes associada a uma termoterapia, em que se utilizam temperaturas
relativamente elevadas. Normalmente o tratamento pelo calor € aplicado
a planta mie antes da excisio do meristema, embora em alguns casos o
tratamento possa ser simultaneo, ou seja, aplicado ao meristema ja em cul-
tura. As temperaturas utilizadas e os periodos de tratamento sio varidveis
segundo as espécies. Temperaturas de 30-35 ©C sdo usadas com frequéncia
por periodos de 4-12 semanas. Por norma, quanto maior for a temperatura,
menor devera ser o periodo de exposicio. Como o calor pode afectar o me-
tabolismo e diminuir o crescimento, sao necessdrios testes para determinar
quanto tempo e que temperaturas 0s meristemas conseguem suportar sem
serem afectados. Em algumas situagdes, como em Pelargonium, tem-se ve-
rificado que a aplicacdo de temperaturas elevadas conduz ao aparecimento
de variantes situacio que interfere com a uniformidade genética dos clones.

A razido pela qual os virus ndo ocorrem nas regides meristematicas de
algumas espécies ou, embora existindo nao se multiplicam de forma activa,
nio esta esclarecida. Nos anos 50 sugeriu-se que uma elevada concentrac¢io
de reguladores de crescimento nas zonas meristematicas seria responsi-
vel por esta situacio mas esta hipotese nunca foi provada. Experiéncias
realizadas com suspensoes celulares de tabaco sugeriram a existéncia de

competicio entre a divisdo celular e a taxa de multiplicacio dos virus.



Em suspensdes dividindo activamente a quantidade de virus era menor. Deste
modo, em locais dividindo activamente, a maquinaria celular responsavel
pela divisio celular sobrepor-se-ia as vias necessarias para a producio de
novos virus, enquanto em fases de menor divisdo celular seriam as protei-
nas virais a serem predominantemente sintetizadas. Outras observagdes
mostraram, em 4apices radiculares, uma estreita relagio entre zonas sem
virus e uma maijor actividade mitética através da inclusio de um inibidor
no meio de crescimento das raizes. Verificou-se que a medida que a zona
em que as células dividiam activamente diminuia aumentavam as zonas
onde os virus de encontravam. Uma outra hipotese para o reduzido nimero
de virus observado nas zonas meristematicas estd relacionada com o facto
das células meristematicas com um intenso metabolismo poderem segregar
algum composto que impeca a multiplicacio dos virus. Todavia, nenhum

composto com essas propriedades foi ainda isolado.

3.3.4. Conservaciao de germoplasma

A preservacio de germoplasma é um meio de assegurar a disponibilida-
de de materiais genéticos quando as necessidades se manifestam. Uma vez
que a maioria das sementes e 6rgios vegetativos tém uma capacidade de
sobrevivéncia limitada, a investigacao tem sido centrada no desenvolvimento
de procedimentos que permitam aumentar a esperanc¢a de vida. Para mui-
tas espécies, a semente € o meio mais adequado para a preserva¢io dada
a sua reduzida quantidade de dgua que permite que as células sobrevivam
a baixas temperaturas. No entanto, em alguns caos, é dificil obter semen-
tes ou torna-se complicado fazé-las germinar. Nesses casos, a manutengao
de apices cujas células possuem um citoplasma denso com um reduzido
volume vacuolar, a baixas temperaturas (4-9 ©C) ou criopreservados (-196
OC em azoto liquido) pode ser um método alternativo para a preservagio.

A cultura de meristemas tem também sido aplicada a conservac¢io de
espécies em risco de extin¢do. De facto, em muitas espécies tém sido de-
senvolvidos protocolos que permitem a obtencio de um grande nimero

de plantas que se encontram ameacgadas. Estas plantas podem depois ser
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reintroduzidas na natureza ou mantidas in vitro por periodos alargados
de tempo. Virios jardins botanicos, como o de Kew, em Londres, ou o de

S. Louis no Missouri, tém projectos deste tipo.

3.4. Vantagens da cultura de meristemas

Relativamente a outras técnicas de clonagem de plantas in vitro, a prin-
cipal vantagem da cultura de meristemas é que nao é necessaria a inducao
de novos meristemas pois eles ja existem no explante. Noutros métodos de
regenerac¢ao é necessario induzir a formac¢iao de gemas ou de embrides como
veremos adiante. Isto reduz consideravelmente o tempo de regeneracio.
Além disso, como nio ocorre formacio de calo, nio ha perigo de se obte-
rem variantes e todas as plantas regeneradas sio genética e fenotipicamente
idénticas a planta mie. Noutros tipos de regeneracio, em que a formacio de
um calo ¢é frequente, podem ocorrer anomalias cromossémicas ou genéticas
que conduzem a regeneracdo de variantes (plantas diferentes da originaD).
Este assunto serd abordado com maior profundidade em capitulos seguintes.

Uma terceira vantagem desta técnica € que a multiplicacdo de plantas é
exponencial, sendo multiplicada por um determinado factor em cada geracio.
Pelo contrario, na induc¢ao de organogénese ou de embriogénese somatica
o processo € inverso, embora existam excepc¢des. De facto enquanto numa
fase inicial o ndmero de plantas regeneradas pode ser maior que o obtido
por cultura de meristemas, a medida que as culturas envelhecem elas perdem

a capacidade de regenerac¢ido e a taxa de multiplicacio decai rapidamente.

3.5. Limitacdes da técnica

Apesar das vantagens que referimos na sec¢do anterior esta técnica,
como todas as outras, nao € perfeita apresentando algumas limitacoes que
se devem ponderar.

A primeira limitacio é o elevado custo das plantas regeneradas. Deste
modo, esta técnica € essencialmente utilizada com espécies de elevado valor
comercial como se verifica com as orquideas e outras espécies ornamen-

tais. O custo resulta essencialmente da mao-de-obra e da manutencio do



equipamento embora o preco dos reagentes seja também um importante factor
a considerar. A utilizacdo de sistemas automatizados para a realizacao das
culturas e o estabelecimento de protocolos mais eficazes de propagacgao siao
aspectos que podem contribuir para uma reducao dos custos de producio.
Apesar disso, muitas companhias utilizam esta metodologia ou outras
técnicas de clonagem in vitro para a propagacio em larga escala.

Esta técnica também nio é a ideal para a regeneracio de plantas a par-
tir de células geneticamente transformadas. De facto, para obter plantas
geneticamente transformadas é necessario introduzir um determinado gene
numa célula e, numa fase ulterior, obter uma planta a partir dessa célula.
Isto significa que as plantas devem ter uma origem unicelular. Tendo em
consideracio que num meristema existe um nimero muito elevado de
células, e que em caso de transformacio genética apenas algumas delas
incorporariam o gene de interesse, as plantas regeneradas apresentariam
sector transformados e sectores nio transformados, sendo portanto quimeras.

Algumas espécies, especialmente as lenhosas sdo dificeis de multiplicar
por este método, pelas razdes que vimos anteriormente. Para além disso,
sempre que € necessario incorporar uma auxina no meio de cultura, pode
acontecer que alguns dos rebentos surjam, nio de meristemas axilares, mas
de pequenos calos incipientes e dificilmente visiveis a olho nd. Neste caso,
tal como referimos anteriormente, pode haver a producio de variantes,
colocando em risco o processo de clonagem.

Outro problema relaciona-se com o facto de quando se utilizam explan-
tes de plantas adultas, o crescimento destes explantes pode ser muito lento
e manter o mesmo tipo que observado na planta mie (plagiotropismo). Além
disso, e de uma maneira geral, os rebentos originados de plantas adultas siao
mais dificeis de enraizar. Deste modo, em muitos casos torna-se necessario
rejuvenescer as culturas ou seja fazer com que os dpices dessas plantas em
cultura apresentem um crescimento vigoroso semelhante ao de explantes
de plantas jovens. A recuperacio pelo dpex de caracteres morfologicos
e fisiologicos juvenis parece ser favorecida por factores como a eliminagio
das correlagdes entre o meristema e a planta miae o que corresponde, na
pratica a utilizar explantes tdo pequenos quanto possivel, e a realizacao

de subculturas frequentes. Por outro lado, a reversao a um estado juvenil
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apresenta desvantagens como sejam, por exemplo, o retardar da floragio.
Todas as plantas tém um periodo juvenil no seu ciclo de vida, durante
o qual sao incapazes de produzir flores. Este periodo varia de forma acen-
tuada entre as diferentes espécies. Algumas espécies anuais sio capazes de
florir alguns dias ou semanas apo6s a germinacio enquanto algumas lenhosas,
como as faias, nio florescem antes dos 30 anos. Além disso, em algumas
espécies, como acontece no género Episcia existe um dimorfismo foliar e as
folhas no estado juvenil sio pouco apreciadas e tém pouco valor comercial.

A reversao dos meristemas ao estado floral ¢ também um factor limitante
desta técnica embora este processo nao seja muito frequente. Apesar do
aspecto negativo em termos de micropropagacio a floracio in vitro pode
ser utilizada para estudo dos mecanismos responsaveis pela inducio e
desenvolvimento dos 6rgios florais ou para ensaios de fertilizacio in vitro.

Em alguns casos tem sido também assinalada uma habituacao as cito-
cininas. Essa habituacio manifesta-se quando os explantes sio submetidos
durante longos periodos de tempo a acc¢ao de citocininas ou entdo durante
periodos mais curtos mas com concentracdes mais elevadas deste tipo de
hormonas. Quando assim acontece, um suplemento exdgeno de citocininas
deixa de ser necessirio para uma multiplicacio continuada. Em geral, uma
habituacio as citocininas tem como efeito dificuldades posteriores no enrai-
zamento devido, provavelmente, aos altos niveis enddégenos de citocininas
que os rebentos devem possuir.

Outro problema ¢é a formacao de plantas com folhas translidcidas e com
um aspecto muito hidratado, um processo normalmente conhecido por vi-
trificacdo ou hiperhidricidade. Estes rebentos tém, normalmente, taxas de
crescimento mais reduzidas e sio dificeis de enraizar. A vitrificacdo esta
relacionada com factores ambientais e do préoprio meio de cultura e pode
ser sintomdtica de mais do que uma desordem fisiologica.

A nivel anatémico a vitrificagio manifesta-se pela existéncia de um pa-
rénquima em palicada pouco desenvolvido e de um parénquima lacunoso
com extensos espacos intercelulares. Além destas anomalias, a epiderme
apresenta uma reduzida deposiciao de céras epicuticulares enquanto os es-
tomas surgem frequentemente mal formados niao respondendo a variagdes

de luminosidade, presenca de CO2 ou de ABA. O deficiente funcionamento



dos estomas parece estar relacionado com a presenca de altos niveis de Nat
nas células guarda, podendo este ido ter um efeito negativo no movimento
de K* necessario para a abertura e fecho dos estomas. Todos estes facto-
res sdo responsdveis por um aumento da taxa de transpiracdo das plantas.

A nivel fisiologico a vitrificacdo interfere com a fotossintese e com as
trocas gasosas nas plantas. De facto, nas plantas vitrificadas ocorre uma
lenhificac¢io deficiente e uma reduzida sintese de celulose, factores que
afectam a rigidez e extensibilidade da parede celular. Estas modificacoes
da parede celular afectam as relagdes hidricas das células vegetais, sendo
responsdveis por uma diminui¢io da pressio de turgescéncia que leva a
uma maior absor¢io de agua.

Duas hormonas vegetais parecem estar estreitamente relacionadas com
o aparecimento de plantas vitrificadas: o etileno e as citocininas. Um ex-
cesso de etileno conduz a uma hipolinhificacio devido a um decréscimo
nas actividades das enzimas fenilalanina amonia liase (PAL) e da hidroxi
cindmico CoA-ligase.

Quanto as citocininas, embora se saiba que a sua concentracio estd
relacionada com a vitrificacdo, pouco se conhece sobre os mecanismos
responsaveis por esse efeito. Elas parecem contribuir para um distirbio da
relacdo entre a ocorréncia de divisdes celulares e a diferenciacio, promovendo
as primeiras e afectando a ultima através da inibicdo da sintese de lenhina

Finalmente, deve referir-se que algumas espécies sao particularmen-
te dificeis de multiplicar por este método. Essa dificuldade resulta, em
grande parte, de problemas na fase de estabelecimento visto que ocorrem
com frequéncia contamina¢des sendo também muito comum a producio

e exsudacio de compostos fendlicos que promovem a necrose dos tecidos.

3.6. Induc¢io de organogénese

Segundo T. Thorpe, organogénese é o processo pelo qual células e tecidos
sdo induzidos a sofrer determinadas modificacdes que levam a producio de
uma estrutura unipolar, nomeadamente um primérdio radicular ou caulinar

(flores podem também ser formadas), cujo sistema vascular estd em conexdo
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com os tecidos de origem. Ao contrdrio do tipo de micropropagacio abor-
dado nas secg¢des anteriores, em que os meristemas ja existiam, neste caso
trata-se da induc¢do de novo de meristemas. Os meristemas produzidos in
vitro sio um caso particular de meristemas adventicios, sendo semelhantes
aos produzidos in vivo por algumas plantas. Para ndo serem confundidos
€ vulgar denominar os meristemas produzidos in vitro por meristemas de
neoformacio. Embora, como referimos, a formacgio de raizes também seja
um exemplo de organogénese, em termos de micropropagac¢io interessa
apenas obter gemas caulinares que, apds sofrerem alongamento e darem
origem a rebentos, possam ser enraizadas e formar plantas.

Existem dois tipos de processos que podem levar a regeneracio de
plantas por organogénese e que sio denominados organogénese directa e
indirecta. No primeiro caso, num explante cultivado num meio de cultura
formam-se meristemas adventicios (Fig. 27) que se desenvolvem em re-
bentos caulinares e que, depois de enraizados, formam novas plantas. Na
organogénese indirecta, um processo mais comum, hd primeiro a formacio
de um calo a partir do qual se diferenciam gemas, seguindo-se depois um
processo de enraizamento tal como no primeiro caso. Existem espécies
em que a organogénese pode levar a formacio nio de rebentos caulinares,
mas sim de outras estruturas reprodutoras como tubérculos, na batateira
(Fig. 27) ou bolbos, em liliaceas (Fig. 27). Em algumas espécies tem sido
observada a formacio de nédulos organogénicos, estruturas compactas,
de forma esférica que se podem multiplicar de forma auténoma e que, em

determinadas circunstincias podem evoluir em rebentos caulinares.

Figura 27 — Aspectos da indugio de organogénese. A — Fase inicial da formacio de rebentos
(setas) em folhas de Bryophyllum tubiflorum. B — Microtubérculo de batateira (Solanum
tuberosum) formado in vitro. C — Estruturas bulbosas (setas) em culturas de Bellevalia hackelii.



Embora virios factores possam influenciar a resposta organogénica,
desde ha muito que se conhece que este tipo de morfogénese é regulado
por um balanc¢o entre auxinas e citocininas. De facto, os trabalhos de
Skoog e Miller no final da década de 50 na medula do tabaco mostraram
que auxinas e citocininas eram necessarias para que divisdes celulares
e alongamento ocorressem. No entanto, o tipo de resposta morfogénica
obtida dependia mais da relacio das concentracdes entre estes dois tipos
de reguladores de crescimento do que das respectivas concentragcoes
absolutas. Assim, uma elevada relacio auxina/citocinina favorecia a formacio
de raizes enquanto uma situagao inversa era responsiavel pela formacgao
de gemas caulinares. Quando apenas a auxina estava presente ocorria
a formacio de calos. Respostas similares foram obtidas em muitas outras
espécies embora nem sempre este tipo de resposta em func¢io das con-
centracoes exogenas de reguladores de crescimento aplicadas se verifique.
De facto, os niveis endégenos de hormonas sio também muito importantes
no controlo da organogénese.

Para além das auxinas verificou-se que outros compostos podem também
afectar a resposta organogénica. E o caso dos oligossacarideos, hidratos de
carbono de baixo peso molecular formados por um ndmero reduzido de
residuos, e resultantes da clivagem de componentes da parede celular pela
accido de enzimas. Estes compostos, quando adicionados a determinados
sistemas de cultura, como as “thin cell layers” (camadas finas de células)
induzem uma resposta organogénica a concentracoes da ordem de 100-1000
vezes inferiores as concentracdes de auxinas e citocininas necessarias para
induzir organogénese. E provivel que estes compostos sejam parte de um
sistema de sinaliza¢io que leve a activacao de vias de transducido de sinal
promotoras da organogénese. O facto destes compostos serem produzidos
na sequéncia de tratamentos com hormonas vegetais parece sustentar esta
hipétese.

A organogénese pode ser conseguida através da cultura dos mais varia-
dos tipos de 6rgaos vegetais como sejam folhas, raizes, caules, hipocétilos,
pétalas e sépalas. Na diferenciacio dos meristemas formados in vitro podem
também estar envolvidos diferentes tipos celulares. Assim, em culturas de

segmentos foliares, os meristemas podem resultar das células epidérmicas,
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células do cortex ou células proximas dos tecidos vasculares. O processo
inicia-se com a ocorréncia de divisdes celulares seguida da organizacao de
uma zona meristematica idéntica aos meristemas apicais do caule (Fig. 28).
O meristema em desenvolvimento cedo estabelece ligacdes vasculares com

o tecido de suporte através da formacio de corddes de procambio (Fig. 28).
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Figura 28 - Diferencia¢io de meristemas adventicios em segmentos foliares. A — sec¢ao
transversal de uma folha onde estao assinalados os feixes condutores (setas). B — Inicio de
proliferacdes celulares nas zonas proximas dos feixes (setas). C — Meristema caulinar (am)
formado numa folha. Notar os primordios foliares (Ip) e os corddes de procimbio (pc) que

ligam o meristema ao tecido foliar de suporte.

Uma vez obtidos os rebentos caulinares, as fases seguintes do processo
de regeneracio sio idénticas as referidas no caso da proliferacio de meris-
temas e passam essencialmente pelo enraizamento dos rebentos caulinares
e aclimatiza¢do das plantulas obtidas.

Nos udltimos anos o papel de alguns genes no funcionamento dos meris-
temas apicais do caule tem sido analisado, tendo-se chegado a um modelo
em que os genes WUSCHEL (WUS) e CLAVATA (CLV) desempenham um
papel essencial na coordenacio da actividade do meristema, em particular
no balanco entre proliferacio e diferenciacio celular. Outros genes, como
KNOTTEDI1 no milho, e SHOOT MERISTEMLESS em Arabidopsis, foram
também identificados e o seu papel no funcionamento do meristema apical
examinado. A expressio ectopica de alguns destes genes em Arabidopsis
induz a formaciao de meristemas adventicios sugerindo que a formagio des-
tas estruturas passam pela activagio destes genes ou de outros ainda nao
detectados. No entanto, a relacido entre as condi¢des de cultura que levam
a formacio de meristemas adventicios e a actividade destes genes nio se

encontra estabelecida, sabendo-se muito pouco sobre os mecanismos que



levam as células diferenciadas a adquirir uma competéncia organogénica
com a ulterior diferenciacio de uma zona meristemdtica. A semelhanca do
que se verifica noutros sistemas experimentais a andalise genética e mole-
cular dos mecanismos de morfogénese € bastante limitada pelo reduzido
nimero de células envolvidas nestes processos. O desenvolvimento de
sistemas mais eficazes de inducio de organogénese, através da induc¢ido de
um maior nimero de células pode ser um aspecto importante para ultra-
passar estas dificuldades.

A inducio de organogénese é potencialmente um bom método de mi-
cropropagacio atendendo a que centenas de rebentos podem ser formados
a partir de um Unico explante. Teoricamente, o limite para o ndmero de
rebentos formados, € o nimero de células vivas do explante. Mas, uma vez
que apenas uma percentagem das células do explante é induzida, o nimero
de rebentos é consideravelmente menor que o nimero de células existentes.

Existem, contudo, algumas espécies em que tém sido observadas limi-
tacoes a utilizacdo desta metodologia como método de micropropagacio.
Assim, em muitas espécies, particularmente entre as gramineas e as lenhosas
verifica-se uma certa recalcitrincia a regeneracio. A ocorréncia de conta-
mina¢des, a oxida¢io de fendis e o aparecimento de plantas vitrificadas

sdo outras limitacdes.
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CAP. 4. EMBRIOGENESE SOMATICA

4.1. Introducio

Em condi¢des naturais o embrido resulta do processo de reproducio
sexuada em que dois gametas se fundem formando uma nova entidade, o
zigoto. Este, através de uma série de divisdes sucessivas e da subsequente
especializagio celular, origina um embrido. Nas angiospérmicas, o embriio
desenvolve-se no interior do saco embriondrio, o qual, por sua vez, se
encontra envolvido pelos tecidos do 6vulo. Também o 6vulo estad inserido
no ovario o que torna dificil o acesso ao embrido durante o seu desen-
volvimento. No entanto, nas plantas, o zigoto niao € a unica célula com
potencial para formar um embriZo, tendo sido descritas muitas situacoes
em que outras células também podem estar envolvidas na formacio de
estruturas analogas aos embrides zigéticos. Mais interessante ainda, quer
sob o ponto de vista de aplicacdes praticas quer numa perspectiva mais
cientifica, em condi¢des experimentais, embrides com origem em células do
corpo (soma) podem também ser produzidos. Estes embrides, vulgarmente
chamados “somaticos” s2o, tal como os zigéticos, estruturas bipolares com
um polo radicular e um podlo caulinar, possuindo o mesmo gendtipo da
planta mae. Na maioria dos casos, e embora pequenas variacdes possam
ocorrer, eles sio morfologicamente idénticos aos embrides zigdticos pro-
duzidos pela mesma espécie. A formaciao de embrides a partir de células
somadticas € a mais clara demonstracdo da totipoténcia que alguns tipos

celulares manifestam.
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Antes de focar com mais detalhe os diferentes aspectos relacionados com
a regeneracao de plantas por embriogénese somdtica segue-se uma breve

recapitulagao da embriogénese zigotica.

4.2. Embriogénese zigobtica

Um embrido resulta do desenvolvimento do zigoto, uma célula resultante
da fecundacio de um gameta masculino (célula espermaitica) com a oosfera
(gameta feminino). Os gametas masculinos formam-se nos griaos de polen
(gametofitos) contidos nos sacos polinicos das anteras enquanto a oosfera
se diferencia no interior do saco embrionario (gametofito feminino) presente
no 6vulo. Nas angiospérmicas (dicotiledoneas e monocotiledoneas), ocorre
um processo denominado dupla fecunda¢io em que um gimeta masculino
fecunda a oosfera originando o zigoto enquanto o outro se funde com a
célula central do saco embrionario dando origem a uma célula triploide
que, por divisdes sucessivas, forma o endosperma, o tecido de reserva das
sementes.

Apo6s a fecundacgio, o ovario desenvolve-se num fruto (Fig. 29) enquanto
o 6vulo origina uma semente (Fig. 29). De uma maneira geral, uma semente
possui um embrido (Fig. 29), o tecido de reserva e a testa ou tegumento
formada a partir de um ou de ambos os tegumentos do 6vulo. Na maioria
das espécies nao existe perisperma na semente adulta devido a sua absor-
¢iao mas, em alguns casos (e.g. cafeeiro, Yucca), este tecido, derivado do
nucelo, pode estar presente e ser a maior fonte de substancias de reserva.

As sementes podem ser divididas em endospérmicas e nio-endospérmicas
consoante o endosperma estd ou nfo presente nas sementes maduras. Embora
um endosperma possa estar presente, algumas sementes sao consideradas
nio-endospérmicas em virtude daquele tecido ser muito reduzido (soja,
ervilheira). Nestes casos, outras estruturas, normalmente os cotilédones,
sa0 os principais orgios de reserva. Em muitas espécies o endosperma
apresenta-se bem desenvolvido e é a principal fonte de reservas metabdli-
cas necessarias para a germina¢do. Nos cereais e em algumas leguminosas

a maioria das células do endosperma nio estido vivas na semente madura,



tendo o citoplasma ficado obliterado pelas substiancias de reserva durante
o desenvolvimento da semente. Um endosperma pouco habitual é o do

coco, em que uma parte permanece acelular e no estado liquido.

Figura 29 — Fruto (A), sementes (B) e embrides isolados (C). Todas as figuras sao de tamarilho
(Cypbomandra betacea).

As substancias de reserva acumuladas nos tecidos sio varidveis de espécie
para espécie mas podem dividir-se nos seguintes compostos: 1) hidratos
de carbono, 2) lipidos e 3) proteinas. Algumas sementes possuem também
quantidades aprecidveis de outros compostos, nomeadamente fitina, alca-
l6ides e compostos fenolicos.

O principal hidrato de carbono acumulado pelas sementes é o amido
embora outros compostos como hemiceluloses, sacarose e oligossacarideos

de rafinose possam ser também encontrados em algumas espécies. O amido
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concentra-se normalmente em graos de tamanho e estrutura variavel deno-
minados amiloplastos (Fig. 30). Os lipidos acumulados podem também ser
de varios tipos como triglicerideos, fosfolipidos ou glicolipidos. Este tipo
de compostos encontram-se normalmente presentes num tipo particular de
organitos denominados corpos lipidicos (Fig. 30). Uma situa¢ido semelhante
verifica-se com as proteinas que se podem dividir em albuminas, globulinas,
glutelinas e prolaminas e que se acumulam nos corpos proteicos (Fig. 30).
Em muitas espécies ¢ comum a existéncia, no interior dos corpos proteicos,
de uma inclusido designada globéide onde se acumulam grandes quantidades
de fitina. Quanto aos alcaléides e compostos fendlicos presentes em algu-
mas espécies eles parecem ter, por norma, uma funcio ecolégica podendo
contribuir para limitar o crescimento de outras espécies na vizinhanca de

sementes em germinacido, sendo designados por compostos alelopdticos.

Figura 30 — Reservas em células de embrides zigéticos. A — Coloragido de amido (setas) pela
técnica do PAS (periodic acid Schiff). B — Lipidos (1) corados com negro de Sudao B. C —
Proteinas (setas) coradas com amarelo de naftol S. D - Ultrastrutura de uma célula preenchida
com vacutolos proteicos (vp) e gotas lipidicas (). No interior dos vactolos proteicos as zonas
claras correspondem aos locais onde estavam presentes os globdides de fitina.



Quando atinge a maturac¢io o embrido é constituido por um eixo
embrionario e um (monocotiledéneas) ou mais cotilédones (dois nas di-
cotiledéneas, eventualmente mais nas gimnospérmicas). O eixo incorpora
a raiz embrionaria (radicula), o hipocétilo ao qual se ligam os cotilédones
e o meristema apical caulinar com as primeiras folhas (plimula). Estas
partes sdo faceis de identificar num embrido de uma dicotiledonea mas em
monocotiledéneas, particularmente nas gramineas (trigo, centeio, aveia,
cevada, arroz, milho, ...), a identificacdo destas estruturas é consideravel-
mente mais dificil. Neste grupo de plantas, o Gnico cotilédone tem uma
posicao lateral e apresenta-se bastante modificado formando uma estrutura
conhecido por escutelo.

Desde a primeira divisdo do zigoto até 2 sua matura¢io, o embrido das

dicotiledoneas passa por fases morfologicas bem definidas (Fig. 31):

i) Pr6-embrido - desde a primeira divisdo do zigoto até a diferenciacdo
da protoderme. A primeira divisao do zigoto € assimétrica e origina duas
células com funcgoes distintas. A célula apical origina o embriio propria-
mente dito enquanto a célula basal forma o suspensor, uma estrutura
que nio apenas liga o embrido aos tecidos maternos durante as fases
iniciais de desenvolvimento, mas que também participa activamente no
desenvolvimento do embriao quer através da producido e/ou transporte
de hormonas quer através de interac¢des mais complexas em termos de
actividade de determinados genes. Em fases mais tardias da embriogénese
o suspensor sobre um processo de morte celular programada e degenera.
Em Arabidopsis e espécies relacionadas, a célula do suspensor mais proxima
do embrifo (hipdfise) é a tnica célula que tem descendentes no embrido
maduro e, mais tarde, na planta, pois da origem ao centro quiescente

e a columela da raiz.

i1) Fase globular — Nesta fase o embrido é formado por uma massa com-
pacta de células, de forma esférica, e simetria radial caracterizando-se por
uma intensa actividade mitética. Estudos de linhagens celulares mostram
que a metade superior do embrido origina os futuros 6rgiaos aéreos da

planta e que a metade inferior forma a parte radicular.
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ii}) Fase cordiforme — Através de um mecanismo de transporte polar
de auxina, ocorre a acumulacio desta hormona em zonas muito definidas
do embrido que se irdo diferenciar nos cotilédones. Este processo é o reflexo
da diferenciacdo apical-basal que se verifica durante o desenvolvimento em-
brionario com a formac¢io dos diferentes 6rgdos embrionarios: cotilédones,
meristema apical do caule (SAM), eixo hipocétilo-raiz e meristema apical da raiz
(RAM). Os meristemas apicais do caule e da raiz comecam a organizar-se tal
como a diferenciacio radial de tecidos: protoderme, meristema fundamental e

procambio. O embrido passa de uma simetria bilateral para uma simetria radial.

iv) Fase de torpedo - Acentua-se a diferenciacio dos cotilédones
e o embrido alonga-se. Os meristemas apicais estio completamente forma-
dos. As células do embrido comecam a acumular substincias de reserva

€ O suspensor degenerou.

v) Fase cotiledonar - Os cotilédones encontram-se perfeitamente de-
senvolvidos e, em muitas espécies, devido a constricdes fisicas impostas
pelo tegumento da semente o embrido encurva ficando com os cotilédones
proximos do eixo hipocétilo-raiz. As células do embrido, nio apenas nos
cotilédones, encontram-se completamente preenchidas com substancias de
reserva. Completou-se o desenvolvimento embrionario € o embrido completou
o processo de morfogénese. Segue-se agora a perda de grandes quantidades
de dgua (desseca¢io) acompanhada pela producio de compostos protectores
da desseca¢io como acontece com as proteinas LEA. Em muitas espécies
o embrido entra numa fase de dorméncia. Uma vez quebrada a dorméncia
e criadas as condi¢coes de adequadas o embrido pode germinar e dar origem
a uma plantula que prosseguira o seu desenvolvimento pela actividade dos

meristemas apicais do caule e da raiz.

Em monocotiledéneas, mais concretamente em gramineas, consideram-se
as seguintes fases: globular, escutelar e coleoptilar. A fase globular é seme-
lhante a que se observa em dicotiledoneas. A fase escutelar corresponde
a formacao do escutelo enquanto a fase coleoptilar esta relacionada com a

diferenciacio do coleoptilo, uma bainha que envolve as folhas embrionarias.



Obviamente, e dada a grande diversidade existente entre as plantas
superiores, existem muitas excep¢des a estas caracteristicas fundamentais.
Assim, por exemplo, em muitas espécies parasitas os embrides nao possuem
cotilédones enquanto nas orquideas as sementes, quando libertadas, pos-
suem embrides num estado muito precoce de desenvolvimento, sem que o
endosperma esteja formado. Também nas gimnospérmicas (pinheiros, cedros,
ciprestes, epiceas, abetos....) existem caracteristicas particulares. Neste grupo
de plantas é vulgar a ocorréncia de poliembrionia (formac¢io de mais que
um embriao) simples ou de clivagem e ndo ocorre dupla fecundaciao sendo
o megagametofito hapléide o tecido onde se concentram as substincias de
reserva. Além disso, o embrido apresenta, nas fases iniciais do seu desen-

volvimento, nucleos livres e, quando maduro, possui varios cotilédones.

proembrido
miclen Célula apical
@ protoderm e
D /célula basal SUSPENSOr  hipdfise
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raiz cotilédones
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cordiforme (E Estado Estado
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Figura 31 - Fases caracteristicas do desenvolvimento embriondrio em cruciferas (e.g. Arabidopsis
thaliana e Capsella bursa-pastoris). O desenvolvimento embriondrio inicia-se com a divisio do
zigoto (A) e termina com a forma¢dao de um embrido cotiledonar (G). As primeiras divisdes
(B e C) originam um embrido com oito células (estado octante) distribuidas em dois planos.
No embriao globular (D) diferencia-se o primeiro tecido (protoderme) e nas fases seguintes
(E, F e G) ocorre o desenvolvimento do embrido segundo dois eixos de diferenciacao:
apical-basal que leva a formag¢io de 6rgaos e radial responsavel pela formagio dos tecidos.
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4.3. Embriogénese nio zigbtica

Nas plantas superiores, o zigoto nio é a unica célula com capacidade
para formar embrides. Em determinadas circunstiancias, outras células podem
dividir-se e dar origem a embrides adventicios. Por exemplo, em algumas
familias de angiospérmicas (e.g. Myrtaceae e Rutaceae) ¢ vulgar a ocorréncia
de poliembrionia, isto €, o aparecimento de sementes com mais que um em-
brido. Em viarias espécies de Citrus (género ao qual pertencem as laranjeiras
e os limoeiros), onde a ocorréncia de poliembrionia estd bem caracterizada
e foi primeiro observada, os embrides supranumerarios sio produzidos em
grande quantidade a partir de células do nucelo. Embora noutras espécies
o aparecimento de embrides nucelares ou a partir dos tegumentos ovulares
seja também vulgar existem, no entanto, outras células do évulo que podem
estar envolvidas na formacio de embrides adventicios. E o caso das siner-
gideas e das antipodas. Os embrides adventicios podem também resultar
da proliferacio de células do suspensor. A formac¢io de embrides a partir
de células do endosperma tem também sido assinalada (embrides tripléides).

Pode ainda acontecer que os sacos embriondrios se formem a partir de
células diploides e que os embrides derivem directamente destas células sem
que haja fecundac¢ido (partenogénese). Este processo, conhecido como apomi-
xia, e visto durante muitos anos como uma simples curiosidade botanica, tem
sido ultimamente objecto de muitos programas de melhoramento no decurso
dos quais se tem tentado transferir esta capacidade para espécies com im-
portancia agricola como é o caso do milho e do arroz. Na apomixia, ocorre
uma reproducido assexual (sem fecundacao) por meio de sementes. Existem
trés tipos de apomixia: adventicia, diplospdrica e apospérica. Na apomixia
adventicia uma célula nao reprodutora (diploide) do 6vulo (normalmente do
nucelo) divide e d4 origem a um embrio. Este tipo de apomixia é muito co-
mum no género Citrus, onde inimeros embrides podem ser formados numa
mesma semente. Normalmente, forma-se também um saco embrionario nor-
mal. Na apomixia diplosporica uma célula mae dos macrdsporos sofre meiose
mas esta decorre anormalmente, formando-se nucleos de restitui¢ao (nucleos
2n). Em virtude destas anomalias os sacos embriondrios sao constituidos por

células diploides. O embrido forma-se a partir de uma destas células do saco



embriondrio. Na aposporia o saco embriondrio forma-se directamente (por
mitoses) a partir de uma célula que nao a célula miae dos macrésporos sem
que haja meiose. Neste caso, embrides sexuais e assexuais podem ocorrer no
mesmo 6vulo mas, na maior parte dos casos, o embrido normal degenera em
fases precoces do seu desenvolvimento. O interesse da apomixia resulta do
facto dos embrides resultantes possuirem o mesmo gendétipo da planta mie
e permitirem, assim, fixar a heterozigotia (vigor hibrido) muito importante
para o aumento dos rendimentos das culturas.

Um outro exemplo de embriogénese nio zigética tem a ver com
a formacao de embrides de clivagem nas gimnospérmicas em que o zigoto
resultante da fecundac¢ido nio da directamente origem a um embrido mas
sofre divisdes que levam ao aparecimento de embrides supranumerarios.

Na orquidea Malaxis paludosa observa-se ainda uma situa¢io mais in-
solita resultante do aparecimento de estruturas semelhantes a protocormos
nas folhas, estruturas essas que, uma vez separadas da planta mae podem
dar origem a novas plantas. Espécies do género Bryophyllum (ver Fig. 8,
capitulo 3) e alguns fetos (Diplazium sp. ) sdo igualmente capazes de ori-
ginar plantas a partir da diferenciacio de células das folhas em plantulas.

Grande parte dos exemplos descritos na literatura sobre embriogénese
nio-zigbtica correspondem a situacdes em que os embrides formados tém
origem em células que, de algum modo, estao relacionadas com os 6rgaos
envolvidos na reproducao. Todavia, também células somaticas quando
cultivadas in vitro se podem comportar como um zigoto e dar origem
a embrides (Fig. 32), conforme mostraram independentemente, Reinert
e Steward et al. em finais dos anos 50, na cenoura. Nas seccdes seguintes

iremos caracterizar este tipo de embriogénese.

4.4. Embriogénese somatica

Desde a sua descoberta, tem havido alguma polémica quanto a designac¢io
que deve ser atribuida aos embrides formados a partir de células somaticas.
Denominagdes como embridides, embrides adventicios, embrides supranume-

rarios e embrides acessorios sio alguns dos termos utilizados para designar
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este tipo de estruturas. Apesar destas diferentes terminologias os embrides
formados a partir de células somaticas sio normalmente conhecidos como
“embrides somaticos” sendo esta a designacao mais vulgarmente aplicada.

Nos anos que se seguiram a descoberta da embriogénese somatica discu-
tiu-se muito sobre o facto dos embrides somaticos poderem ser considerados,
ou nio, verdadeiros embrides. Esta discussio é ainda hoje alimentada por
alguns embriologistas. Vejamos entdo quais as principais caracteristicas
dos embrides zigoticos e, ponto por ponto, fazer a sua compara¢io com
os embrides somaticos.

Os embrides zigoéticos tém origem unicelular. Os embrides somaticos
podem ter uma origem unicelular ou multicelular. Uma origem unicelular
¢ absolutamente requerida quando se regeneram plantas geneticamente
transformadas por embriogénese somdtica pois, a verificar-se uma origem
pluricelular, corre-se o risco das plantas regeneradas apresentarem sectores
transformados e outros nio transformados, sendo portanto quimeras. Em termos
de propagacio em massa a origem dos embrides é irrelevante. Os embrides
com origem unicelular parecem formar-se preferencialmente quando as células
embriogénicas se encontram rodeadas por outras células nio embriogénicas.
Quando diversas células embriogénicas se encontram em contacto € possivel
que elas tenham um comportamento semelhante e participem na formacio
de uma estrutura que, a partir de uma certa fase, apresenta uma perfeita

identificacao morfolégica com os embrides zigdticos, conforme sustentado

por Williams e Maheswaran (1986) e depois confirmado por outros autores.

Figura 32 — Embrides somaticos de feijoa fotografados a lupa (A) e num microscépio electronico
de varrimento (B). ca — calo, e — explante inicial.



Os embrides zigbticos sio formados no interior do saco embrionario num
ambiente perfeitamente controlado e estio envolvidos por outros tecidos
como o endosperma e a testa da semente. O processo é perfeitamente
controlado nido apenas pela informac¢io genética do zigoto mas também
por sinais quimicos provenientes da planta mide. Os embrides somdticos
formam-se num meio de cultura onde a presencga dos diversos constituintes
(hormonais e nutricionais) foi determinada empiricamente. Além disso, niao
existem tecidos de reserva ou tecidos protectores do embrido. Mesmo assim,
na maioria dos casos, os embrides somaticos sao copias muito fidedignas
(“true to type”) dos embrides zigbticos correspondentes o que sugere um
controlo genético equivalente. As anomalias verificadas em alguns embrides
somdticos estdo em parte relacionadas com uma deficiente composicao
dos meios de cultura nos seus diversos componentes e que acabam por se
reflectir no fenétipo dos embrides.

Tal como os embrides zigoticos, os embrides somaticos passam por fa-
ses de desenvolvimento bem caracteristicas (globular, cordiforme, torpedo
e cotiledonar). Todavia, enquanto as primeiras divisdes do zigoto seguem
um padrio bem definido e que € caracteristico da espécie, nos embrides
somdticos, dentro de uma mesma espécie, a primeira divisio das células
embriogénicas parece dar-se ao acaso. Esta diferenca deve ser o resultado do
zigoto ser uma célula bastante polarizada enquanto as células que originam
os embrides somdticos ndo apresentam essa polaridade tendo normalmente
um aspecto meristematico (isodiamétricas com ntcleo volumoso). Deste
modo, as fases mais precoces do desenvolvimento dos embrides somaticos
e zigoticos podem ser ligeiramente diferentes mas, a partir dai, as fases
caracteristicas da embriogénese verificam-se também nos embrides somaticos.
Também o estado cotiledonar varia entre embrides zigéticos e somaticos
de uma mesma espécie. Nos primeiros, a existéncia dos tecidos do 6vulo
limita a expansido dos cotilédones que muitas vezes se encurvam no interior
da semente. Pelo contrario, nos embrides somaticos, estas limita¢des fisicas
nio existem e os embrides expandem-se por vezes de forma inusitada.

Os embrides zigdticos apresentam um sistema vascular independente da
planta mie. Da mesma forma, os embrides somaticos possuem um sistema

vascular independente dos tecidos de suporte, contrariamente ao que se
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verifica na formacio de gemas durante o processo de organogénese em que
as estruturas formadas sao unipolares e encontram-se ligadas ao tecido mae
por corddes de tecido vascular. Em certas circunstiancias, pode suceder que
se formem, num mesmo calo, e na proximidade uns dos outros, meristemas
caulinares e radiculares de modo que, quando os dois tipos de meristemas se
desenvolvem simultaneamente pode haver alguma analogia com a formacao
de um embriio somatico. Nestes casos, s a realiza¢io de cortes histologicos
permite detectar se as estruturas formadas sio gemas ou embrides somdticos
através da presenc¢a ou nao de um sistema vascular independente.

Os embrides somadticos e os zigéticos, por germinacdo, originam uma
planta. Ao contrdario das estruturas formadas por organogénese nio € ne-
cessdrio proceder ao enraizamento dos embrides somaticos pois eles ja
apresentam um polo radicular.

Tendo em conta estas caracteristicas, podemos dizer que a principal
diferenca entre embrides zigéticos e somaticos tem a ver com a sua ori-
gem e local de formac¢io o que obviamente condiciona as primeiras fases
do desenvolvimento. Deste modo, a questio de certo modo académica, de
saber se os embrides somiticos devem ser considerados como verdadei-
ros embrides parece ultrapassada, sendo geralmente aceite que devem ser

considerados como tal.

4.4.1. Tipos de embriogénese somatica

Como ja foi referido anteriormente a cenoura (Daucus carota) foi
a primeira espécie onde se conseguiu a induciao de embriogénese somatica.
Nesta espécie, o processo de induc¢do ocorre normalmente em duas fases
e o mesmo tipo de embriogénese tem sido descrito para muitas outras
espécies. Vejamos o que se verifica no caso do tamarilho onde um tipo
de embriogénese semelhante ao da cenoura foi também descrito (Fig. 33).

Nesta espécie, os explantes (folhas jovens ou embrides zigdticos cotiledo-
nares) sio cultivados num meio contendo a auxina 2,4-D. Apos cerca de 8
a 10 semanas neste meio comecam a formar-se calos de aspecto nodular cons-

tituidos por aglomerados celulares de células isodiamétricas com caracteristicas



meristemdticas. Estas massas sdo designadas por massas proembriogénicas.
Se estes calos forem fragmentados e os diferentes pedacos inoculados num
meio de cultura igual ao inicial (com 2,4-D) os calos voltam a crescer e a formar
novas massas proembriogénicas podendo este processo manter-se por varios
anos. Se, pelo contrario, os calos forem transferidos para um meio sem auxina,
as massas proembriogénicas evoluem de forma diferente e organizam-se em
embrides somdticos. Isto significa que, nestas situa¢des, a auxina promove
a formacio de células embriogenicamente competentes mas o seu ulterior
desenvolvimento em embrides € inibido pela mesma auxina. Nestas espécies
a embriogénese ocorre em duas fases (“two-step embryogenesis”) e ¢ indirecta,
verificando-se primeiro a formacio de um calo embriogénico e, em condi¢des
diferentes, o desenvolvimento dos embrides. A principal vantagem deste tipo
de embriogénese é que os calos embriogénicos se podem manter em cultura
durante periodos alargados podendo inclusive fazer-se ensaios de campo com
as plantas obtidas por este processo e ver como elas se comportam. Caso seja
necessario, novas plantas podem ser produzidas a partir dos calos que estao
em cultura. As principais desvantagens residem no tempo que decorre até a
obtenc¢io dos embrides e no facto dos calos de algumas espécies poderem

perder potencial embriogénico com o decorrer do tempo.

De uma maneira geral, a formacido de embrides somdticos ocorre nor-
malmente de forma indirecta sendo muito raros os casos em que se tem
verificado a obten¢io de embrides directamente a partir de células dife-
renciadas sem intervencdo de uma fase de calo. Quando assim acontece,
como se verifica no Ranunculus sceleratus em que as células epidérmicas
do hipocétilo formam embrides, a embriogénese diz-se directa.

Um outro tipo de embriogénese somadtica, também muito comum,
€ aquele que se verifica quando os embrides sao induzidos e se desen-
volvem no mesmo meio de cultura, normalmente também na presenca de
2,4-D ou de outra auxina. Ao contrario do que acontece na cenoura ou
no tamarilho, nestas situagdes os niveis de auxina aplicados nio inibem
o desenvolvimento dos embrides e eles atingem o estado cotiledonar na
presenca da auxina (Fig. 34). Este tipo de embriogénese é designado por

embriogénese numa fase (“one-step embryogenesis”) e pode ser directa
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(sem formacgio de calo) ou indirecta, com a formacido prévia de um calo
onde os embrides se formam, sendo este o tipo mais comum. Este tipo de
embriogénese tem a vantagem das plantas obtidas nao apresentarem nor-
122 malmente alteracdes relativamente ao fenétipo original. Por outro lado, as
células perdem rapidamente a capacidade embriogénica nio sendo possivel

manté-las em cultura por muito tempo.

Folha jovem I Embrido zigético

| Cultura em meio com 2 .4-0 |

proembriogénica '
Manutengio dos calos
embriogénicos

Calo embriogénico

| Cultura em meio sem 2 ,4-D |

Formagéo de
embrides somaticos

Figura 33 — Esquema ilustrativo da indu¢dao de embriogénese indirecta
no tamarilho. e — embrido.



Figura 34 — Induc¢ao de embriogénese numa sé fase. A — Embrido zigético na altura da cultura
em meio com auxina. B — Expansao dos cotilédones (ct) e hipocétilo (h) apos 10 dias de
cultura. C - Inicio da formagido dos embrides somaticos (setas) apés 3 semanas de cultura. D —
Embrides somdticos em fases precoces de desenvolvimento. E — Embrides somdticos em fases
mais avangadas.

Finalmente, verifica-se a existéncia de espécies em que os embrides
somaticos produzidos tém capacidade de iniciar novos ciclos de embrio-
génese, formando novos embrides somadticos. Este tipo de embriogénese
¢ chamada embriogénese secundaria, ciclica ou recorrente e observa-se,
por exemplo, no loureiro. Tal como acontece no caso da cenoura, este tipo
de embriogénese somdtica pode manter-se por varios anos, dando origem
a um elevado nimero de plantas.

A razido ou razdes que explicam estes diferentes comportamentos das cé-
lulas em cultura nao sao conhecidas embora tenham supostamente a ver com
os niveis endogenos de hormonas ou com os mecanismos de inactivacao ou
degradacio das auxinas existentes nas células das diferentes espécies e dos
diferentes tecidos. Quando a embriogénese € directa as células que originam

os embrides sdo designados por PEDC (“pre-embryogenic determined cells”;
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células pré-embriogenicamente determinadas) o que significa que elas sio
competentes para sofrer embriogénese e que as condi¢des de cultura ape-
nas criam as condi¢des para elas exprimirem o seu potencial embriogénico
como € o caso das células epidérmicas dos hipocétilos de Ranunculus.
Quando a embriogénese € indirecta as células que formam os embrides
designam-se por IEDC (,induced embryogenic determined cells®, células
embriogenicamente determinadas apds induc¢io). Neste caso, as células
necessitam de sofrer um ou virios ciclos mitéticos antes de serem capazes
de exprimir o seu potencial embriogénico como acontece com as células
da raiz de cenoura ou das folhas de tamarilho. Independentemente do tipo
de inducio as células embriogénicas apresentam normalmente um certo
nimero de caracteristicas citologicas e ultrastruturais. Assim, trata-se em
geral de células pequenas e isodiamétricas, possuindo paredes primarias
finas, com um citoplasma denso e pouco vacuolizado, uma elevada relacio
nucleo/citoplasma e um nucléolo proeminente. Estas particularidades tam-
bém se manifestam nas células dos meristemas apicais do caule e da raiz.

Variantes destes tipos de embriogénese sio a manutenc¢io de calos em-
briogénicos ou seja, de calos que mantém a capacidade embriogénica ao
longo de varias subculturas e a embriogénese repetitiva, processo em que

os embrides somaticos dao origem a novos ciclos de embriogénese.
4.4.2. Fases da regeneracido de plantas por embriogénese somatica

O processo de regeneracio de plantas por embriogénese somdtica implica
diferentes fases com condi¢coes geralmente diferentes para cada uma delas.
Nas sec¢des seguintes caracterizam-se as diferentes fases e os principais
factores que as condicionam.

4.4.2.1. Inducio

A semelhanca do que foi dito para as outras técnicas de micropropaga-

¢d0, sao também virios os factores que afectam a inducido de embriogénese



somitica: tipo de explante, meio de cultura, gendtipo da planta dadora
e as condi¢des de cultura sdo alguns desses parametros.

De todos os factores acima referidos, o mais importante é talvez
a composicdo dos meios de cultura, nomeadamente no que diz respeito
a composicao hormonal e aos hidratos de carbono. Em algumas espécies,
o tipo e a concentra¢cio dos compostos azotados (minerais ou organicos)
presentes desempenham também um papel preponderante.

Embora em algumas espécies seja possivel induzir embriogénese em meios
sem hormonas, a formac¢io de embrides somadticos requer, normalmente
a presenca de uma auxina ou condi¢des de stresse. A auxina mais utilizada
é 0 2,4-D, mas outras como NAA, IBA, IAA dicamba ou picloram podem
também ser aplicadas com sucesso. O tipo de auxina utilizada, bem como as
concentracdes aplicadas, variam muito de espécie para espécie. Como se viu
na sec¢ao anterior, em algumas espécies, a inducio de embriogénese somatica
e o ulterior desenvolvimento dos embrides, até a sua matura¢io, ocorre em
meios com auxina. Noutras espécies, cuja cenoura € o exemplo mais conhecido,
a inducio verifica-se num meio com auxinas mas o desenvolvimento ulterior
dos embrides apenas tem lugar se a auxina for removida do meio de cultura.
Ensaios realizados em diferentes espécies tém também mostrado que choques
auxinicos, em que os explantes sio submetidos a concentragdes superiores
a 100 mM/1 por periodos relativamente curtos (até 24h) sao capazes de pro-
mover a forma¢ao de embrides somaticos. Este tipo de sistema experimental
€ particularmente interessante pois limita o periodo de induc¢io a algumas
horas, tornando mais facil a andlise do processo em termos moleculares (ver
seccdo 4.5). Estas diferencas de comportamento parecem estar relacionadas
com os niveis endégenos de auxinas existentes nos tecidos utilizados como
explantes. Nas espécies em que o desenvolvimento dos embrides é inibido
na presenca de auxinas os niveis enddgenos somados aos niveis exégenos
tornar-se-ao inibidores do desenvolvimento. Pelo contrario, nos casos em
que a maturac¢io se verifica em meios com auxina, os niveis endégenos de
auxina serdo, provavelmente, mais baixos. Recentemente, varios dados ex-
perimentais indicam que um conjunto de outros reguladores de crescimento
como poliaminas, oligossacarideos e brassinosteréides podem ser também

importantes no controlo da resposta embriogénica por células em cultura.
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A presenca de elevadas concentracdes de hidratos de carbono, nomeada-
mente de sacarose, tem-se revelado, em algumas espécies, como potenciadora
da resposta embriogénica. A sacarose, ou outro agucar metabolizavel tem uma
funcao de fonte de carbono mas desempenha também um papel osmoético.
O facto do efeito da sacarose poder, em parte, ser substituido pela adi¢ao
de hidratos de carbono nio metabolizdveis, como manitol ou sorbitol, sugere
que o efeito de elevadas concentracdes de sacarose na embriogénese somatica
é, pelo menos parcialmente, resultante do seu papel como agente osmotico.
Os mecanismos moleculares subjacentes a este efeito ndo sdo conhecidos, mas
€ provavel que altas concentragoes de agtcares afectem as vias metabolicas
conducentes a producio de hormonas vegetais, nomeadamente auxinas, etileno
ou dcido abscisico (ABA). Para além de aumentarem a resposta embriogé-
nica, altas concentracdes de sacarose diminuem também o crescimento dos
calos, reduzindo assim a heterogeneidade celular e facilitando a realizac¢io
de estudos citolégicos e bioquimicos.

Um outro componente do meio de cultura que condiciona a resposta
embriogénica é o azoto. O azoto € depois do C, O e H o elemento mais
abundante nas plantas quer como constituinte dos aminodcidos e proteinas
quer como fazendo parte da composi¢io de nucleétidos que constituem os
acidos nucleicos e daqueles envolvidos no transporte de electrdes e armaze-
namento de energia. Ensaios iniciais realizados na cenoura mostraram que
mais importante que a concentracdo de azoto presente no meio de cultura
era o tipo de composto azotado. Esses ensaios mostraram que o azoto na
forma reduzida, mineral (aménia) ou orgdnica (alanina, glutamina, hidroli-
sado de caseina), era fundamental para a formacio de embrides somaticos.
Mais tarde foi também demonstrado que o azoto na forma de nitrato era
igualmente essencial para a embriogénese. O azoto pode afectar a resposta
embriogénica através da variagio que provoca no pH extracelular. Assim,
se 0 amonio do meio de cultura for muito abundante a sua absorc¢io tende
a acidificar o meio exterior (extrusao de HY). O pH extracelular pode, por
sua vez, afectar o alongamento celular situacio que também pode afectar
a embriogénese. Modificacdes do pH extracelular condicionam igualmente
o transporte de auxinas para o interior das células. Alguns ensaios tém

mostrado que choques de pH (superiores a 9.0 ou inferiores a 4.0) sio,



sO por si, capazes de promover a formac¢io de embrides em algumas
espécies, mostrando que este factor é também muito importante no controlo
do processo embriogénico.

Mais recentemente, tem sido referido que os niveis de calcio, um importante
mensageiro secunddrio, condicionam também a inducido de embriogénese
somdtica. De facto, tem-se verificado que a utiliza¢io nos meios de cultura de
compostos que interferem com os niveis de cilcio intracelular ou que inibem
proteinas ligadoras de calcio, como a calmodulina, inibem a embriogénese.

Os mais variados tipos de explantes podem ser utilizados para a inducio
de embriogénese somatica, como sejam, folhas, caules, pétalas, sépalas,
cotilédones, hipocétilos, raizes, anteras ou embrides zigéticos (maduros ou
imaturos). Em algumas espécies como na cenoura, praticamente qualquer
orgio apresenta a capacidade de formar embrides somdticos. Noutros casos,
como na feijoa, apenas os embrides zigdticos possuem essa potencialidade.
De uma maneira geral, tecidos jovens respondem melhor que tecidos ja
diferenciados, a que nao sera alheia uma menor diferenciacao celular que
ocorre nos primeiros. Em virtude desta situac¢io, os embrides zigoticos sao
os mais utilizados para a induc¢io de embriogénese somatica, particular-
mente em espécies lenhosas. Em termos de propagac¢io de um determinado
gendtipo, esta situacdo nio ¢ eficaz pois na fase de embriio é impossivel
dizer se a planta que dele resultaria seria interessante em termos agrono-
micos. Todavia, se o objectivo for a regeneracao de plantas geneticamente
transformadas ou a propagacio em massa sem objectivos de selec¢io clonal —
por exemplo na cultura de embrides zigéticos resultantes do cruzamento
entre duas espécies ou cultivares diferentes com vista a obten¢io ripida
de um ndmero elevado de plantas - entdo os embrides zigéticos podem ser
utilizados sem limitacoes.

O gendtipo da planta dadora dos explantes parece ser, em alguns casos,
um factor a considerar para o sucesso da embriogénese. Alguns tipos de
experiéncias tém mostrado que, numa mesma espécie, existem genotipos
com maior capacidade de sofrer embriogénese que outros. Noutros casos,
cruzamentos entre genotipos com elevada capacidade embriogénica e geno-
tipos com reduzida ou sem capacidade embriogénica conduzem a obtencao

de hibridos com repostas intermédias. No trigo e noutros cereais tém sido
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feitas tentativas para identificar em que cromossomas se encontram situados
estes genes, através do estudo da inducio de embriogénese somatica em
linhas de adicao, substituicdo e aneupléides. Deste modo, verificou-se que
os cromossomas 6 ¢ 7 D (originarios do centeio) contém factores positivos
para a inducgido de calos numa variedade de trigo designada Chinese Spring.
Noutra variedade (Capello) foi demonstrado que os cromossomas 7B, 7D
e 1D eram os mais importantes no controlo da embriogénese. Este tipo
de ensaios parece indicar que existe um sistema poligénico que controla
a induciao de embriogénese. No entanto, quais sa0 esses genes e em que
circunstancias sdo activados nido estd ainda determinado.

Relativamente as condi¢oes de cultura, elas sio muito varidveis de espécie
para espécie, particularmente no que diz respeito as condi¢oes de luz. Assim,
existem espécies que respondem melhor em condi¢tes de obscuridade enquanto
outras requerem luz continua. Em alguns caos, uma alternincia de periodos
de luz e escuro tem sido utilizada. Quanto a temperatura nio existem muitos
dados e na maioria dos casos uma temperatura de 24 - 27 ©C é utilizada.

Para além dos factores aqui referidos muitos outros tém sido apontados
como capazes de influenciar o processo de formac¢io de embrides somaticos
in vitro. A enumeracio desses factores seria exaustiva pelo que se referiram

aqueles que tém sido motivo de estudos mais aprofundados.

4.4.2.2. Desenvolvimento e maturacio dos embrides somaticos

As fases iniciais da embriogénese zigética seguem um padrio regular
e muito definido que é especifico para cada espécie e constitui mesmo uma
caracteristica taxonémica importante. As fases iniciais do desenvolvimento
dos embrides somaticos, podem ser varidaveis, e muito diferentes do padrao
seguido pelo zigoto. Contudo, a partir da fase globular, os diferentes esta-
dios sio muito similares. Assim, tal como no caso dos embrides zigbticos,
os embrides somdticos passam também pelas fases cordiforme, torpedo
e cotiledonar (Fig. 35).

As condi¢des de cultura adequadas ao desenvolvimento dos embrides

nao sio necessariamente as mesmas que as utilizadas para a inducio e, em



muitas espécies, sio mesmo consideravelmente diferentes. Assim, como ja foi
referido, o desenvolvimento requer a transferéncia para um meio sem auxina.
Também o potencial hidrico deve ser diferente pois, a semelhanca do 6vulo,
aquela variavel deve ir aumentado a medida que o embrido se desenvolve.

E durante o desenvolvimento embriondrio que se estabelecem os padroes
axial e radial do embrido que mais tarde se reflectirdo na morfologia das plantas.
Nos embrides zigoticos as auxinas desempenham um papel importante nesse
processo, nomeadamente na transicao da simetria radial (embrido globular)
para a simetria bilateral (embrido cordiforme). Experiéncias realizadas com
embrides somaticos mostraram também o papel das auxinas no desenvolvi-
mento dos embrides somaticos pois o tratamento de embrides globulares com
inibidores do transporte polar de auxinas, como o TIBA (icido triiodobenzoi-
co), afecta o nimero de embrides que passa a fase seguinte da embriogénese.
Para além disso, interferéncias no transporte polar de auxinas conduzem
também a formacio de embrides somditicos com os cotilédones fundidos,
em forma de taca (Fig. 30), indicando que este mecanismo € crucial para a
transicao de simetria. Estes fenotipos sio muito parecidos com os mutantes
pin de Arabidopsis os quais devido a anomalias na proteina PIN responsivel
pelo transporte de auxina para o exterior da célula apresentam também os
cotilédones fundidos. Estes dados sugerem que os mecanismos de controlo

da transicdo de simetria s3o os mesmos em embrides zigdticos e somaticos.

Figura 35 — Embrides somaticos em diferentes estados de desenvolvimento.
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Um aspecto que tem sido muito discutido durante o desenvolvimento dos
embrides somdticos é a presenca de uma estrutura equivalente ao suspensor
dos embrides zigoticos. Ensaios realizados em varias espécies de gimnospér-
micas tém mostrado que o suspensor estd normalmente presente durante o
desenvolvimento dos embrides somdticos. No entanto, em angiospérmicas
0 suspensor nem sempre estd presente e, quando associado ao embriio, a
sua funcio tem sido questionada. Como ja se referiu, nos embrides zigoticos
0 suspensor tem, entre outras, uma funcio importante na nutricio dos em-
brides durante as fases iniciais de desenvolvimento embrionario. No caso,
dos embrides somdticos, os nutrientes sio em grande parte adicionados ao
meio de cultura pelo que os embrides obtém os nutrientes do meio. No
entanto, em varias espécies tem sido observada uma estrutura andloga ao
suspensor e que liga o embrido ao explante inicial (Fig. 37) sugerindo um
papel semelhante ao desempenhado pelo suspensor dos embrides zigéticos.
No entanto, ao contrario do suspensor dos embrides zigéticos, que é por
norma uma estrutura bem definida e que segue sempre o mesmo padriao
de desenvolvimento, os estudos realizados em embrides somaticos mostram
que o suspensor pode ser muito parecido com o seu equivalente em em-
brides zigdticos mas, com frequéncia, ocorrem modificacdes morfologicas
que originam suspensores com aspectos muito variados.

A andlise do desenvolvimento dos embrides somaticos de algumas es-
pécies tem mostrado uma estreita associagao entre os embrides somaticos
e células ricas em compostos fendlicos (Fig. 38). Estas células formam
como que uma zona de delimita¢io entre os embrides e o tecido que lhes
deu origem, permitindo a sua separac¢io do explante inicial e consequente
individualizacio. A andlise dos compostos fendlicos mostrou a formacio
de acido galhico e compostos derivados. A maneira como 0s compostos
fendlicos interferem com a embriogénese niao é conhecida embora os
compostos fendlicos produzidos pela cultura de células vegetais tenham
efeitos negativos nas culturas devido a sua oxidacido. No entanto, mais
recentemente, alguns estudos tém mostrado que os fenéis podem interferir
de forma positiva em alguns tipos de morfogénese in vitro, em particular
na inducido de embriogénese somatica provavelmente através do seu efeito

na modificacao dos niveis endégenos de auxinas.



Figura 36 — Transi¢do da simetria radial (A, embrido globular) para a simetria bilateral (B,
embrido cordiforme) e anomalias na transi¢io de simetria em embrides somdticos tratados com
um inibidor do transporte polar de auxinas (C e D). A figura C é um embrido zigético com os

cotilédones fundidos (seta) enquanto a figura D é uma plantula resultante da germinacio de
um embrido somdtico do tipo representado em C e onde sio também visiveis os cotilédones
fundidos (seta).

®

Figura 37 — Suspensor num embrido zigotico (A) e num embrido somdtico (B) de feijoa.
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Quando atingem o estado cotiledonar os embrides zigéticos acumulam
grandes quantidades de substancias de reserva (sec¢io 4.1) e sofrem perdas
consideraveis de agua, preparando-se para entrar num periodo de quiescéncia
ou dorméncia. Uma situa¢io semelhante acontece nos embrides somaticos.
No entanto, neste tipo de embrides, o meio de cultura, fortemente hidratado,
nio permite a dessecacio dos embrides nio se verificando também, por
norma, uma fase de dorméncia, podendo os embrides germinar imediata-

mente apos a sua formacio.

Figura 38 — Separaciao do embridao dos tecidos que lhe deram origem através da formacao de
uma camada rica em fendis. A — Embriao globular e zona de células que acumulam compostos
fendlicos. B — Dois embrides somdticos ligados a um calo (ca) com células totalmente
preenchidas com compostos fendlicos. C — Observacao por microscopia electronica de
varrimento de uma célula da camada rica em fendis sendo notéria a acumulacao de fendis nos
vacdolos. D — Célula cujo vacuiolo estd repleto de compostos fendlicos. a - amido, Li — lipidos,
m — mitocdndrias, n — nicleo, nu — nucléolo, pl - plastideos, pt — protoderme.

Em algumas espécies o dcido abscisico tem sido utilizado para promover
uma matura¢ao mais eficaz dos embrides somaticos através do seu efeito
positivo na acumulac¢io de substiancias de reserva. Tratamentos com acido
abscisico e/ou com agentes osmoéticos como manitol ou sorbitol sio recomen-
dados quando os embrides tém tendéncia para germinar precocemente, um

processo que consiste no desenvolvimento da parte caulinar e radicular sem



que os embrides tenham passado pelas fases caracteristicas de desenvolvi-
mento. Com frequéncia, os embrides precocemente germinados apresentam
cotilédones e hipocétilos pouco desenvolvidos em compara¢io com a raiz
(Fig. 39). Uma eficaz maturac¢iao é crucial ndo apenas para a germinagao e
conversio dos embrides em plantas mas também para a producio de sementes
artificiais (sec¢io 4.5). O ABA promove também a sintese de um grupo par-
ticular de proteinas designadas por LEA como foi assinalado anteriormente.
A sua funcido parece ser a de preparar os embrides para a dessecacio em
que grandes quantidades de dgua sao perdidas. Estas proteinas tém uma forte
capacidade de hidratacio e parecem também actuar como estabilizadores da
membrana celular. Uma dessecacao eficaz dos embrides somdticos € particu-
larmente 1til quando se pretende manter os embrides somaticos conservados

por periodos alargados de tempo em azoto liquido.

Figura 39 — Aspectos da germinacio precoce de embrides somdticos. A — Embrides
precocemente germinados em diferentes fases de desenvolvimento. Em todos eles é comum
um hipocétilo pouco desenvolvido, ao contrdrio da raiz. B — Embriao precocemente germinado
(esquerda) e embrido normal (direita). C - Sec¢ao de um cotilédone de um embridao somdtico
onde ¢é notéria a vacuoliza¢io das células resultante de uma deficiente acumulag¢ao de reservas.
D - Célula cotiledonar observada por microscopia electronica. Notar o reduzido teor em corpos
proteicos (p) e gotas lipidicas (Li). n — nicleo, v — vaciolo.
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4.4.2.3. Germinac¢ao dos embrides somaticos e conversao em plantas

Por defini¢do, a germinac¢io inicia-se com a absor¢io de agua pela
semente e termina com o alongamento do eixo embriondrio, normalmente
a radicula. Tudo o resto sio eventos pds-germinativos. Durante este processo
ocorre a hidratacdo de proteinas, aumento da taxa respiratoria, sintese de
macromoléculas, alongamento celular e consumo de reservas com degradacio
dos corpos proteicos e lipidicos. Organitos celulares, como mitocondrias
e cloroplastos, iniciam a sua diferenciacio. No entanto, a designacio
de germinacido usa-se normalmente para englobar todos os processos que
se iniciam com a hidrataciao das sementes e que terminam com a formacao
de plantulas. Alguns autores utilizam o termo conversio quando se referem
a germinac¢ao dos embrioes somdticos para a diferenciarem da germinacao
dos embrides zigbticos. Todavia, parece mais correcto usar o termo “ger-
minacao” para os eventos acima referidos, independentemente do tipo de
embrides, e a designacio “conversio” para as fases ulteriores que levam
a obtencao de plantas a partir dos embrides germinados.

Como ja se referiu, os embrides zigéticos podem permanecer num esta-
do quiescente no interior da semente durante periodos muito alargados de
tempo que chegam a atingir dezenas de anos (recentemente conseguiu-se
no Japao a germinac¢io de sementes de magndlia com cerca de 2000 anos).
Isto permite que estas estruturas possam ser armazenadas sem perda
de viabilidade ao contrario do que se verifica com os embrides somaticos.

A germinacio dos embrides somaticos € normalmente conseguida apos a
sua transferéncia para um meio sem hormonas (Fig. 40). Nos casos em que
os embrides sao formados em meios com reduzidos potenciais osmoticos
uma diminui¢io do teor de ac¢uicares é também requerida para que ocorra
germinacio. No entanto, em muitas situagdes, € necessaria a aplicacio de
tratamentos particulares. Assim, em algumas espécies, a presenca de acido
giberélico ou de GA; mais citocininas favorece a germina¢ao dos embrides.
Noutras espécies, como por exemplo na vinha, é necessdria a aplicagdo
de tratamentos pelo frio para que os embrides germinem, situacio que
também ocorre nas sementes. Os tratamentos pelo frio quebram algum

tipo particular de dorméncia que parece ser intrinseca ao proprio embriio



uma vez que os embrides somaticos também manifestam esta dorméncia.
A aclimatizacdo das plantas obtidas por embriogénese somadtica (Fig. 40) nao
requer condi¢des diferentes das utilizadas com outros propagulos obtidos
por outras técnicas de micropropagac¢io (organogénese e proliferacio de
meristemas). Trata-se na verdade de uma fase critica em que podem surgir
perdas consideraveis. Assim, deve ser dada uma especial atenciao aos niveis
hidricos e a qualidade fitossanitdria, evitando-se contaminacdes por fungos

ou bactérias, como foi indicado no capitulo anterior.

Figura 40 — Germinacao dos embrides somdticos e obtencdo de plantas. A — Plantula obtida
por germina¢ao de um embrido somdtico. B — Plantulas em estados mais avancados de
desenvolvimento regeneradas por embriogénese somdtica. C — Plantas apés transferéncia para
solo. D — Conjunto de plantas obtidas por embriogénese somatica apds cerca de 1 ano em vaso.

A germinacdo dos embrides € muitas vezes dificultada pelo elevado nime-
ro de embrides anémalos que se formam durante a indu¢ao de embriogénese
somdtica. Para além da formac¢io de embrides precocemente germinados
ja referidos, essas anomalias estdo relacionadas com o aparecimento de

embrides com um numero alterado de cotilédones ou com cotilédones
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fundidos (Fig. 41). Noutras situacdes, os proprios embrides aparecem
fundidos. Em muitos casos, os embrides apresentam grandes dimensdes
enquanto outros nao ultrapassam o estado globular. Noutros casos ainda,
os embrides somdticos sio aparentemente normais mas a regeneracio de
plantas a partir deles nio é conseguida. Nestas situacoes, a dificuldade de
germinacio pode estar relacionada com alteragdes estruturais no meriste-
ma apical caulinar, alteracdes genéticas ou fisiolégicas ou com algum tipo
de dorméncia que bloqueie a germinacdo. Muito comum ¢é o aparecimento
de alteracdes no cariétipo das plantas regeneradas (Fig. 41), em particular
quando se trata de plantas obtidas a partir de calos embriogénicos man-
tidos por periodos muito longos em cultura. Pode também acontecer que
as plantas regeneradas sejam morfologicamente normais mas apresentem
algum tipo de variabilidade relativamente a planta mie. Esta variabilidade
entre as plantas de um suposto clone, e que surge com alguma frequéncia
quando ocorre regeneracio in vitro por embriogénese somdtica e também
por organogénese, ¢ designada variacio somaclonal. As possiveis causas
para o aparecimento de variacdo somaclonal sio variadas e podem estar
relacionadas com mecanismos genéticos ou epigenéticos. Embora este
variacdo tenha um caridcter negativo pode acontecer que a variabilidade
observada tenha interesse agronémico e, nessa perspectiva, a ocorréncia de
varia¢cao somaclonal pode contribuir para a obtenc¢io de plantas com novas
caracteristicas. Algumas espécies parecem ser mais propicias a ocorréncia de
variaciao somaclonal do que outros. Por exemplo, nas gimnospérmicas (e.g.
Picea, Pinus) em que algumas espécies sao clonadas para fins comerciais
por embriogénese somatica, as plantas obtidas nio apresentam, por regra,
qualquer tipo de variacio. Sempre que se suspeita que as plantas obtidas
nao sejam geneticamente iguais a planta que se pretende clonar devem
utilizar-se analises do cariétipo ou marcadores moleculares para determinar
se a variabilidade ocorre ou nio.

Particularmente interessante € o facto de varias das anomalias apresenta-
das pelos embrides somaticos serem semelhantes aos fendtipos de mutantes
defeituosos (“defective”) de Arabidopsis que afectam o desenvolvimento em-
brionario e as fases iniciais do desenvolvimento das plantulas. Por exemplo,

na figura 41 (O), estd representada uma plantula de feijoa que nao possui raiz



primdria. Em Arabidopsis os mutantes incapazes de formar a raiz primdria
sao designados hobbit e essa anomalia esta relacionada com uma alteraciao
no padrio de divisdes celulares durante fases precoces do desenvolvimento
embriondrio. A ocorréncia de fenotipos andlogos durante a induciao de em-
briogénese somdtica sugere que os mesmos genes envolvidos no controlo da

embriogénese zigdtica estario também activos na embriogénese somaitica.

Figura 41 — Anomalias nos embrides ou nas plantas obtidas por embriogénese somdtica. A —
embrides fundidos. B — Embrido com uma forma bizarra, parecido com um taco de “baseball”.
C — Embriao com 3 cotilédones. D — Plantula obtida por germina¢io de um embrifio sem que a
raiz principal se tenha desenvolvido. A raiz formada (ra) é uma raiz adventicia. Este fendtipo €
andlogo ao mutante defeituoso (“defective”) de Arabidopsis hobbit. E — Placa metafdsica obtida
por tratamento com colchicina de uma raiz de uma planta de tamarilho com o nimero normal

de cromossomas (2n=24). F — Como em E mas de uma planta obtida por embriogénese somadtica
de um calo embriogénico com 5 anos de cultura em meio com 2,4-D. Notar o nimero anémalo
de cromossomas (45).
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Alguns autores consideram que uma exposi¢io prolongada as auxinas
e, em particular, ao 2,4-D, poderd ser a principal causa do elevado nimero
de anomalias detectados em alguns sistemas embriogénicos. No entanto,
a utilizacio de auxinas mais fracas como o TAA, ou de tempos de exposi¢ao
ao 2,4-D mais curtos, nio tem permitido reduzir o nimero de embrides
andémalos. A principal causa do elevado nimero de embrides somaticos an6-
malos que se formam nas culturas in vitro esta provavelmente relacionada
com o facto deles se originarem em condi¢des muito diferentes daquelas
que existem no decurso da embriogénese zigética. De facto, enquanto na
embriogénese zigotica os embrides se desenvolvem num ambiente muito
especifico em que o acesso de nutrientes e reguladores de crescimento
¢ perfeitamente controlado, no caso da embriogénese somatica isso nao
se verifica, estando os explantes expostos a um meio de cultura que pode
nio ser o mais adequado ao seu desenvolvimento e que com dificuldade

pode recriar as condi¢des existentes no 6évulo.

4.5. “Sementes artificiais”

Os embrides somaticos, ao contrario dos embrides zigdticos, nio se
encontram revestidos e nio estio em contacto com um tecido de reserva
idéntico ao endosperma. A possibilidade de revestir os embrides somaticos
de forma a poderem ser armazenados e semeados como se de verdadeiras
sementes se tratasse tem levado alguns investigadores a estudarem meto-
dologias que possam no futuro levar a formacio de estruturas equivalentes
as sementes. A inclusio de embrides somaticos num revestimento artificial
permite a obtencido de estruturas que sao denominadas ,sementes artificiais*
ou “sementes sintéticas” (Fig. 42). Teoricamente, a formaciao de sementes
artificiais € mais facil de aplicar em embrides de espécies exalbuminosas
(ndo possuem endosperma quando maduras) como acontece na alfalfa (Me-
dicago sativa) pois, neste caso, ndo serd necessdrio incluir no revestimento
substancias de reserva, visto elas existirem nos cotilédones.

O alginato de soédio (extraido de algas castanhas) é o composto mais

frequentemente utilizado para revestir os embrides somdticos. Trata-se de



um polissacarideo que possui grupos negativamente carregados. O esta-
belecimento de ligacdes entre estes grupos de carga negativa e catides
divalentes (particularmente o calcio), conduz a formac¢io de um gel cujo
grau de dureza depende da concentracio de alginato e do tempo de expo-
si¢do ao cdlcio. Em regra utiliza-se uma concentracio de alginato de 2-4%
e tempos de exposi¢dao ao CaCl, (25-100 mM) de 20-40 min. Para além do
alginato outros compostos podem também ser utilizados como € o caso do
agar, gelrite, gelatina, carragenanos ou quitosano. No entanto, o alginato,
devido ao seu baixo custo, a sua reduzida toxicidade e facilidade de ma-

nuseamento ¢ o composto mais pI‘Ol’l’liSSOI‘.

Figura 42 — Sementes artificiais. A — embrides somaticos revestidos por alginato. B — Germinacio
de um embrido somadtico incluido em alginato. C — Plantas obtidas por germinac¢io de embrides
incluidos em alginato.

Embora a utilizacdo de sementes artificiais na agricultura esteja ainda
longe de se poder tornar uma realidade, é provavel que dentro de alguns
anos embrides somaticos encapsulados possam de facto vir a ser utilizados
no campo para a propagacao de algumas espécies. As sementes artificiais,
para além de poderem ser produzidas em grandes quantidades permitem
fixar a heterozigotia de um determinado genétipo. Elas poderao ainda vir
a ser usadas para a propagacio de espécies que em condi¢des naturais nao
produzem semente (e. g. bananeira) ou para a propagacio de espécies didicas
em que ¢ mais vantajoso ter plantas que produzam flores femininas (e.g.
alfarrobeira, kiwi, tamareiras) pois sao estas que originam o fruto. Outras

vantagens residem no facto dos embrides encapsulados serem mas ficeis
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de armazenar que os embrides somaticos isolados e numa maior garantia
fitossanitdaria quando se fazem transferéncias de material vegetal entre paises.

As principais dificuldades relacionadas com este tipo de tecnologia dizem
respeito a reduzida viabilidade que as sementes artificiais apresentam, sen-
do dificil armazena-las por periodos longos. Este aspecto relaciona-se com
a dificuldade dos gases difundirem no alginato e com a rapida dessecacao
que estas estruturas sofrem quando expostas ao ar. Como ja referimos, em
espécies endospérmicas a sua producio é ainda mais dificil em virtude de
até ao momento nio se ter conseguido inserir nas capsulas compostos que
possam suportar o crescimento dos embrides nas fases iniciais da germi-
nac¢io. Um composto com potencialidades € a sacarose mas trata-se de um
acucar que difunde rapidamente através do alginato sendo dificil de fixar
nas cdpsulas. A fraca qualidade dos embrides somaticos obtidos em muitas
espécies bem como os custos de producio e dificuldades de robotizagio

sao outros problemas a resolver antes desta tecnologia poder ser aplicada.

4.6. Estudos genéticos, bioquimicos e moleculares

Apesar dos progressos que a biologia molecular tem conhecido nas ul-
timas duas décadas, e dos primeiros embrides somaticos na cenoura terem
sido obtidos hd quase cinquenta anos, muito existe ainda para descobrir
sobre os mecanismos genéticos e moleculares subjacentes a inducao de
embriogénese somdtica. Muitas centenas de artigos tém sido publicados
sobre a inducio de embriogénese somdtica nas mais variadas espécies mas
apenas um numero reduzido estd relacionado com os possiveis mecanismos
de inducido. De entre estes, a maioria dos ensaios tem sido realizado na
cenoura ou noutros sistemas modelo (Medicago sativa). Mais recentemente,
a espécie Arabidopsis thaliana tem também sido utilizada na andlise dos

mecanismos moleculares subjacentes a inducdo de embriogénese somdtica.
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Figura 42 — Esquema do procedimento experimental usado para inclusio dos embrides
somdticos em alginato de sédio. Os embrides revestidos podem ser armazenados no frio a 4°C
ou por periodos mais longos se criopreservados em azoto liquido.

Este tipo de anilise tem seguido, essencialmente, as seguintes vertentes:

* Comparacido dos perfis de proteinas e RNA entre linhas embriogénicas
e nio embriogénicas

* Estudo da evolucio da sintese de macromoléculas acidos nucleicos e
proteinas durante a inducido de embriogénese somatica.

* Estudos da expressio de determinados genes durante a induc¢io de

embriogénese somatica.

* Utilizacao de mutantes de Arabidopsis que interferem com o funcio-

namento do meristema apical do caule.

* Expressiao ectépica de genes que controlam o desenvolvimento em-
brionario.

* Anilise do papel de proteinas de arabinogalactano (AGPs) e de lipo-

quitoligossacarideos (LCOs).
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Na cenoura, em que a formacio dos embrides somaticos ocorre em duas
fases, uma indutora na presenca de auxina e outra de desenvolvimento
dos embrides somaticos na auséncia de auxina, realizaram-se estudos com
vista a identificacdo de proteinas especificas do inicio do desenvolvimento
dos embrides.

De acordo com os trabalhos do grupo de De Vries a formac¢io de em-
brides somdticos na cenoura é acompanhada pela secrecio de um nimero
limitado de proteinas para o meio de cultura (proteinas extracelulares,
EPs). Em culturas que niao formam embrides somaticos estas proteinas niao
estdo presentes ou existem em quantidades muito reduzidas. Estes resul-
tados sugerem que algumas das proteinas segregadas para o meio estao
relacionadas com o desenvolvimento embrionario. O facto das proteinas
secretadas poderem ter um papel na embriogénese somdtica é sustentado

por trés tipos de observacoes:

D a velocidade com que células da cenoura, libertadas do hipocétilo,
adquirem a capacidade de formar embrides somaticos € consideravelmente
aumentada pela adi¢do de componentes de elevado peso molecular e sen-

siveis ao calor, provenientes de suspensdes celulares embriogénicas;

2) a auséncia ou fraca producido de embrides somadticos em linhas nao
embriogénicas pode ser revertida pela adicio de componentes segregados

para o meio em suspensoes celulares embriogénicas;

3) quando o desenvolvimento dos embrides somiticos é inibido pela
tunicamicina (um antibidtico de origem fungica inibidor da N-glicosilacio
de proteinas) a adi¢do de glicoproteinas segregadas para o meio em sus-

pensdes embriogénicas pode recuperar o desenvolvimento dos embrides.

Tentativas realizadas para identificar quais os factores responsaveis pelas
respostas acima referidas presentes no meio de cultura de suspensdes em-
briogénicas levaram 2 identificacio de diferentes tipos de proteinas. Uma
das primeiras proteinas (10 kDa) a ser identificada foi designada por EP2

a qual mostrou ser analoga a proteinas de transferéncia de lipidos (LTPs,



“lipid transfer proteins”) presentes noutras espécies. Analisando a distri-
buicio desta proteina em diferentes tecidos vegetais, verificou-se que ela
estava presente apenas na protoderme de embrides zigoticos e somaticos
e nas células epidérmicas dos primoérdios foliares, 6rgaos florais e sementes
maduras. A expressao desta proteina na protoderme e tecidos epidérmicos
levou a hipotese que ela poderia estar envolvida na transferéncia de mo-
némeros de cutina através da parede celular para locais de polimerizaciao
da cutina. No que diz respeito 2 embriogénese somatica foi sugerido que
a proteina EP2 possa estar envolvida na deposi¢io de uma cuticula a en-
volver os somaticos embrides. De facto, em muitas espécies, verifica-se que
os embrides estdo isolados das células adjacentes por uma espessa parede
celular. Nos embrides somaticos a cuticula poderd servir para proteger
o embrido da actividade de enzimas hidroliticas provenientes do meio de
cultura e evitar a absor¢ao de grandes quantidades de 4gua do meio exterior
que poderiam perturbar o normal desenvolvimento dos embrides.

Uma outra proteina foi designada por EP3 e isolada a partir de expe-
riéncias com uma linha celular de cenoura sensivel a temperatura (tsll,
“temperature sensitive”) e obtida apods tratamento com um agente muta-
génico (EMS, etil metano sulfonato). Esta linha celular, quando mantida
a uma temperatura de 24°C did origem a embrides que se desenvolvem
normalmente. Todavia, a 32°C, os embrides somaticos nao ultrapassam
o estado globular. A adicao de meio das suspensdes celulares a linha celular
submetida a uma temperatura de 32°C restaura o normal desenvolvimen-
to dos embrides. Na sequéncia destas experiéncias, uma proteina de 32
kDa de natureza acidica foi purificada do meio adicionado e identificada
como uma endoquitinase. Em condi¢cdes normais esta enzima podera ter
como substrato quitina proveniente da parede de fungos desempenhado
assim um papel na defesa contra este tipo de agentes patogénicos. O seu
substrato durante o desenvolvimento dos embrides somaticos nao foi ainda
determinado com exactidio mas poderd ser algum componente da parede
celular. O principal efeito morfologico desta endoquitinase nos embrides
globulares da linha tsll parece ser a edificacao da protoderme, sugerindo
que a causa do nio desenvolvimento embrionario desta linha é causada pela

inabilidade de formar uma protoderme a uma temperatura nao permissiva.
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Dados mais recentes sugerem que as proteinas de arabinogalactano podem
ser um substrato para este tipo de endoquitinases, levando a produciao de
lipoquitoligossacarideos que podem ter um papel importante no desenca-
dear da embriogénese. As AGPs sio um grupo diversificado de proteinas
formadas por um peptideo, um glicano altamente ramificado e de elevado
peso molecular (90% do peso da molécula) e uma porc¢io lipidica. Estao
presentes no plasmalema e na parede celular e altera¢des no seu padrio
de distribui¢io afectam a embriogénese somatica. Por exemplo, na cenoura,
a adi¢io de AGPs promove a formacio de embrides somaticos enquanto
a adicao do reagente de Yariv, que liga especificamente AGPs, bloqueia o
processo de induc¢do. O mesmo se verifica quando anticorpos contra AGPs
sao utilizados. Por sua vez, os LCOs sio moléculas sinal promotoras da
divisdo celular em células vegetais, como se verifica com os factores Nod
produzidos pelas bactérias do género Rbizobium que formam nddulos
em raizes de leguminosas. A semelhanca do que se verifica com as AGPs
a adicdao de factores Nod estimula a embriogénese somatica na cenoura
e em epiceas e pode substituir o efeito das endoquitinases no processo
de induc¢io de embriogénese na cenoura. Os resultados parecem sugerir
que as AGPs possam servir de substrato a endoquitinases, cuja clivagem
pode levar a produc¢io de LCOs, os quais servirdo como moléculas sinal
no processo de inducido de embriogénese.

Nos ensaios realizados com tunicamicina verificou-se que o factor respon-
savel por contrariar o efeito da tunicamicina era uma peroxidase cationica
de 38 kDa (EP5). A tunicamicina bloqueia a embriogénese somdtica antes do
estado globular e promove a expansido das células da superficie de massas
proembriogénicas alterando completamente a sua estrutura. A adi¢ciao de
peroxidases inibe a expansao celular e permite o desenvolvimento normal
dos embrides. Destes resultados foi proposto que esta peroxidase pode ter
uma func¢io na embriogénese somdtica reduzindo a expansio celular através
de ligacoes cruzadas entre polimeros da parede celular e cadeias fendlicas.

Todas estas proteinas poderio ter um papel na inibicio da expansio
celular ou na vacuolizacdo precoce das células embriondrias contribuin-
do para a manutencdo das células num estado embriondrio quer através

do estabelecimento de ligacdes cruzadas nas células embriogénicas (EP5)



quer através do desenvolvimento de uma protoderme que impde um limite
a expansio dos embrides (EP2, EP3). Outros factores parecem também indicar
que uma expansio celular precoce afecta o desenvolvimento dos embrides
somaticos. Assim, durante a embriogénese zigotica o potencial osmético nos
ovulos é muito reduzido nos estados iniciais da embriogénese contribuindo
para evitar a expansao celular. Também em algumas espécies a adicao de
elevadas concentracdes de sacarose favorece a inducio da embriogénese
somdtica provavelmente por um efeito osmético. Finalmente, na cenoura,
baixos valores de pH (4,5 também promovem a embriogénese somdtica
e evitam a expansdo celular.

Este tipo de estudos comparativos entre linhas embriogénicas e niao
embriogénicas sio aqueles que melhor informacao tém dado quanto as
proteinas (e consequentemente aos genes) que desempenham um papel
importante na inducao de embriogénese. A expressio de genes conhecidos
no desenvolvimento dos embrides somaticos pouco tem permitido avancar
o mesmo se podendo dizer sobre a andlise de macromoléculas durante
as fases iniciais de induc¢io. De facto, neste Gltimo caso, apenas se tem
provado um aumento das taxas de sintese de RNA e proteinas durante
a inducio, situacio que seria de esperar em células metabolicamente activas
como sao as células embriogénicas.

Embora o sistema modelo da cenoura tenha sido o mais utilizado para
a inducdo de embriogénese somadtica na cenoura este modelo apresenta uma
enorme desvantagem que tem levado alguns autores a estudarem outros
sistemas. Essa desvantagem reside no facto de na cenoura os embrides
se formarem em dois passos: um primeiro em que a auxina é necessi-
ria para a indu¢lo de massas pré-embriogénicas e um segundo em que
é necessdrio remover a auxina no meio para que estas massas evoluam
em embrides somaticos. Acontece que a maior parte dos estudos tém sido
feitos na segunda fase do processo, numa altura em que a indugio ja se
verificou. Isto implica que os produtos isolados nio tém a ver com a in-
duc¢io mas com uma fase posterior do processo. Além disso, os estudos
na presenca de auxina, sio muitas vezes confusos devido ao facto de nio
se conhecer com precisdo se as alteracdes verificadas sdo especificas da

embriogénese ou se sdo devidos a outros efeitos laterais que as auxinas

145



146

também podem provocar, como sejam o alongamento celular, a divisio
celular ou a activacio de vias especificas de sinalizacao intracelular que
envolvem a ubiquitina.

Como se referiu, uma possivel alternativa a cenoura pode ser o siste-
ma modelo da alfalfa. Neste caso, os calos mantidos em meios liquidos
contendo NAA e KIN proliferam e nio formam embrides somaticos. No
entanto, se o meio de cultura for substituido por um meio contendo 2,4-D
e se submeterem os calos a um choque com elevadas concentra¢cdes desta
auxina (100 mM) durante 1h entdo formam-se inimeros embrides somaticos
no meio de cultura. Este tipo de investigacdo conduzido pelo grupo de
D. Dudits tem seguido uma linha de raciocinio que compara as modificacoes
no zigoto em consequéncia da fecundag¢ido com as modificacdes celulares
derivadas do choque auxinico. A transicio de um estado caloso para um
estado embriogénico pode ser analisado como um choque hormonal ou
como um stresse que activa componentes idénticos aos da via de transdu-
¢ao de sinal que ocorre quando o gameta masculino se liga ao feminino.
A semelhanca da cenoura este modelo também apresenta alguns problemas
o principal dos quais € saber até que ponto estas modifica¢des estio de
facto relacionadas com a embriogénese ou sio simplesmente o resultado
de uma exposicio ao 2,4-D nio directamente relacionado com a embriogé-
nese. Apesar destes paralelismos nao ha ainda uma teoria unificadora que
permita, quer no caso da cenoura quer no caso da alfalfa, juntar os dados
adquiridos e explicar aquilo que desencadeia a embriogénese. Isto resulta
em grande parte dos proprios sistemas embriogénicos que apresentam

bastantes limitacdes como sejam:

* auséncia de sincronizac¢ao no desenvolvimento dos embrides;

* presenca de células embriogénicas e nio embriogénicas numa mesma
populaciao com predominidncia destas ultimas;

* expressido do potencial embriogénico apenas durante um certo perio-
do de tempo;

* fracos conhecimentos sobre o mecanismo de actuacio das auxinas
quer relativamente a induc¢io de embriogénese quer relativamente a outros

dos seus efeitos.



Um gene identificado por Schmidt et al. (1997) em fases muito precoces
do desenvolvimento embrionario e presumivelmente envolvido na aquisicao
de competéncia embriogénica pelas células somaticas é o gene SERK (SOMA-
TIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE), primeiro identificado na cenoura
(DcSERK) e depois em vdarias outras espécies como Arabidopsis, Dactylis
glomerata e Zea mays entre outras. Este gene codifica para uma proteina
transmembranar que possui um dominio extracelular com cinco regides
ricas em leucina (LRR, “leucine reach repeat”) e um dominio intracelular
com actividade cinasica. Para além disso, a proteina tem uma regido rica em
prolina entre o dominio extracelular e a regido incluida na membrana, uma
caracteristica normalmente associada as extensinas, proteinas envolvidas no
mecanismo de alongamento celular. A regido proteica extracelular funciona
provavelmente como um local receptor enquanto a regifo intracelular serd
responsavel pela activacao de cascatas de transduc¢do de sinal envolvidas
na formacao de embrides somaticos.

As limitacoes dos sistemas embriogénicos referidos levaram varios au-
tores a utilizar a planta Arabidopsis para tentar perceber os factores que
controlam a indu¢io de embriogénese somadtica. Estudos realizados recente-
mente mostraram que a indu¢io de embriogénese somatica em Arabidopsis
é facilitada em plantulas mutantes que apresentam um meristema apical do
caule anormalmente desenvolvido como nos mutantes primordia timing (pt)
e clavata (clv). Estes indicam que um aumento de células meristematicas
pode estar envolvido numa maior facilidade de formac¢io de embrides. No
entanto, estes dados sao contrariados pelo facto de mutantes incapazes de
formar SAM serem capazes de formar embrides da mesma forma que o
fenétipo selvagem.

Ainda em Arabidopsis verificou-se que em plantas geneticamente
transformadas com genes que se exprimem durante o desenvolvimento
embriondrio, e que codificam factores de transcri¢io, como os genes LEAFY
COTYLEDON (LEC1 e LEC2) ocorre a formaciao de embrides somaticos de
forma espontinea nas células mesmo na auséncia de auxinas. Mutantes deste
gene apresentam caracteristicas embriondrias nas plantulas como sejam
a presenca de tricomas nas folhas e a auséncia de acumulac¢io de subs-

tancias de reserva. Isto sugere que o gene é especifico da embriogénese.
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O gene LEC parece ser controlado pelo gene PICKLE o qual é activado por
giberelinas. O gene PICKLE codifica para um factor que altera a conforma-
¢ao da cromatina sugerindo um possivel envolvimento na embriogénese.
A expressiao ectopica de outros genes como AGAMOUS-LIKE15, BABY
BOOM e WUSCHEL leva também a formacio de embrides somaticos. Muitos
destes genes codificam factores de transcri¢io que podem interferir com
a expressao de genes necessarios para o desencadear da embriogénese.
Em tamarilho a comparacio dos perfis proteicos de calos embriogénicos
e ndo embriogénicos de origem foliar permitiu identificar uma proteina de
cerca de 25 kDa presente em calos nio embriogénicos e que parece ser
um repressor da embriogénese. Linhas de Arabidopsis knocked out para
o gene responsavel pela sintese da referida proteina mostram niveis mais
elevados de induc¢io de embriogénese sugerindo de facto que a proteina
tem um efeito inibidor no processo de formac¢io de embrides somaticos.
A forma como esta proteina exerce o seu efeito inibidor nao esta ainda
determinada. A analise de bases de dados revelou que a proteina tem
algumas analogias com RNA metil transferases sugerindo que possa actuar

através de um mecanismo de metilacio do RNA.

4.7. Consideracdes finais

Embora seja um facto que os mecanismos moleculares envolvidos na
formacido dos embrides somdticos estdo longe de estar compreendidos nio
deixa de ser verdade que a embriogénese somatica foi ja aplicada com
sucesso a multiplicacao de um grande nimero de espécies pertencentes as
mais variadas familias de angiospérmicas e gimnospérmicas. No que diz
respeito a regeneracao de plantas in vitro os embrides somaticos sao muito
vantajosos pois, ao contrario das estruturas obtidas nos outros tipos de re-
generac¢io, nio € necessario proceder ao seu enraizamento o que encurta
o periodo de regeneracio. Esta metodologia é também a ideal para a rege-
nera¢io de plantas geneticamente transformadas desde que esteja provado
que os embrides tém uma origem unicelular. A qualidade fitossanitaria das

plantas regeneradas por embriogénese somdtica estd também garantida



uma vez que estas estruturas nio se apresentam contaminadas por virus.
A embriogénese somadtica pode também ser utilizada para a obtencao de
grandes quantidades de hibridos inter ou intra-especificos através da prolife-
ragio embriogénica das células dos embrides zigéticos assim obtidos. Outras
vantagens deste tipo de morfogénese relacionam-se com a possibilidade de
estudar a fisiologia do desenvolvimento embriondrio situacio que nio se
verifica durante a embriogénese zigdtica em virtude do zigoto e do embrido
serem uma estrutura de dificil acesso; o rejuvenescimento em espécies
lenhosas e a possibilidade de, no futuro, produzir-se sementes artificiais.

A utiliza¢do de modernas técnicas de andlise molecular como differen-
tial display, microarrays, hibridacao subtractiva, constru¢io de bibliotecas
de cDNA, e bases de dados de ESTs (expressed sequence tags) tem per-
mitido novas abordagens na identificacio de genes relacionados com
a embriogénese somatica. No entanto, a inducido de embriogénese somatica
permanece ainda, na maioria das espécies, um processo um pouco estocas-
tico, cujo maior ou menor sucesso € dificil de controlar. De facto, embora
existam actualmente protocolos para a indu¢io de embriogénese somatica
em centenas de espécies, a verdade é que sabemos muito pouco sobre os
mecanismos fisioldgicos e moleculares que lhe estio subjacentes, em par-
ticular sobre as chamadas vias de transducido de sinal. O que desencadeia
o comportamento embriogénico de uma célula ou de um grupo de células?
Quais siao os genes envolvidos? Porque razao condi¢des de cultura diferen-
tes resultam numa resposta semelhante? Quais sio os receptores do “sinal
embriogénico”? Tudo isto sdo questdes em aberto que mostram que ainda
ha muita investigacido a realizar nesta drea. A inducido de embriogénese so-
mitica envolve uma série complexa de diferentes fases que pressupde, pelo
menos, o reprogramar do programa genético de uma célula diferenciada,
a ocorréncia de divisdes celulares, aquisicao de competéncia embriogénica,
estabelecimento de polaridade e diferenciacio dos embrides somaticos.
Todos estes processos estiao interligados e a maneira como interagem nao
estd de forma alguma esclarecida. Mecanismos celulares relacionados com
o controlo do ciclo celular, com a actividade do citosqueleto e com vias de
transducdo de sinal mediadas por cilcio e calmodulina durante o processo

de inducido necessitam de ser melhor analisados.
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Outro aspecto que deve merecer uma aten¢io mais cuidada relaciona-se
com a qualidade dos embrides produzidos. Em muitos espécies, a qualida-
de dos embrides somaticos obtidos ¢ deficiente, provavelmente devido ao
numero de variaveis envolvidas no processo e ao nosso desconhecimento
sobre as condi¢des mais adequadas para ultrapassar as diferentes etapas,
da inducio a transferéncia das plantas para solo. Dado o elevado ndmero de
anomalias que se observam entre os embrides somdticos, torna-se imperioso
estabelecer condi¢cdes de cultura que reduzam drasticamente as alteragdes
gencéticas e fisiolégicas que estao na base das modificacoes observadas. Sem
que isso aconteca, dificilmente sera possivel utilizar os embrides somaticos
em termos agricolas. No entanto, e considerando as anomalias observadas
mais numa perspectiva da biologia do desenvolvimento, a sua caracteriza-
¢io molecular poderd ser uma ferramenta util na identificacio de eventuais

genes envolvidos no controlo do desenvolvimento embrionario.



CAP. 5. EMBRIOGENESE POLINICA
E OBTENCAO DE HAPLOIDES

5.1. Introducio

Nos capitulos anteriores foram referidos processos de cultura in vitro rela-
cionados com a clonagem de plantas. Este capitulo e os seguintes tratam de
técnicas de cultura in vitro cujo objectivo ndo € a clonagem de plantas mas
sim a utiliza¢do das plantas ou das células em cultura com outras finalidades.
No caso particular deste capitulo, serd analisada a formac¢io de plantas ha-
ploides e o seu potencial em termos de melhoramento de plantas. A obtenc¢ao
de plantas haploides nio necessita obrigatoriamente do recurso a técnicas
de cultura in vitro. No entanto, nos nossos dias, estas sio as metodologias
mais eficazes para a obtencio de um grande nimero de plantas haploides
que possam depois ser usadas em programas de melhoramento genético.

A obtencio de hapléides implica que as plantas regeneradas tenham
origem em células hapléides. Nas angiospérmicas, a ocorréncia de células
haploéides limita-se aos gamet6fitos masculinos e femininos, ou seja, res-
pectivamente, os graos de poélen formados no interior das anteras e aos
sacos embriondrios que se desenvolvem no interior dos évulos. Esta € uma
limitacdo importante e que muito condiciona a realizacio de ensaios expe-
rimentais pois, para além do ndmero de células hapléides ser reduzido (1
a 3 no caso dos grios de pdlen, 6 no caso dos sacos embriondrios), existe
também uma limitacdo temporal, uma vez que algumas plantas s6 formam
flores ap6s um longo periodo juvenil de crescimento vegetativo e, na maior

parte das espécies, a floracio ocorre apenas uma vez por ano. Ao comparar
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os dois tipos de estruturas a partir das quais se podem obter os haploides
facilmente somos levados a concluir que as anteras sio um material de
estudo mais interessante pois o nimero de graos de pdlen formados por
antera € incomparavelmente superior ao nimero de sacos embrionarios
por formado num 6vulo, na verdade apenas um.

Os grios de pdlen (gametofitos masculinos) produzidos no interior das
anteras (Fig. 43) tém uma func¢io bem definida que consiste na formacio
dos gametas masculinos (células espermiticas) envolvidos na dupla fe-
cundacido caracteristica das angiospérmicas. Mas, como mostraram Guha
e Maheshwari em meados dos anos 60, em Datura innoxia e em Datura
stramonium, quando estavam a estudar factores capazes de desencadear
a meiose em células mies dos grios de pdlen, a capacidade dos grios
de pdlen nio se esgota com esta func¢io. Quando cultivados in vitro
0s microsporos ou os graos de podlen, a semelhanca do que acontece
na embriogénese somadtica, sao também capazes de manifestar totipoténcia,
formando assim embrides e/ou calos polinicos, denominados embrides
polinicos. Estes embrides sio morfologicamente semelhantes aos embrides
zigoticos da mesma espécie e, ao germinarem, originam plantas também
morfologicamente idénticas as obtidas por germina¢io de sementes, como
foi demonstrado, pela primeira vez, no tabaco por Bourgin e Nitsch e na
Datura por Guha e Maheshwari, em finais dos anos 60.

A regeneracido de plantas a partir dos microsporos ou griaos de pdlen
€ um processo vulgarmente conhecido por androgénese (origem a partir da
parte masculina), embriogénese polinica, embriogénese dos microsporos ou
embriogénese gamética. Esta Gltima designac¢io nio € particularmente feliz
uma vez que os embrides formam-se a partir dos microsporos ou do podlen
mas ndo dos gametas masculinos. A descoberta da embriogénese polinica
abriu um leque de novas oportunidades ao melhoramento vegetal que os
melhoradores rapidamente comecaram a aproveitar. De facto, a obtencio de
plantas haploides permite que, por duplica¢io cromossoémica se obtenham
plantas totalmente homozigdticas (linhas puras) cujo interesse em termos
de melhoramento genético é ha muito reconhecido. Nas sec¢des seguintes
serd analisada a obtencao de plantas hapléides bem como o seu interesse

em termos praticos.



Figura 43 — Grao de pélen (A) e detalhe da exina (B), uma das estruturas biolégicas mais
resistentes que se conhece.

5.2. Ocorréncia natural de hapléides

Antes de nos debrucarmos mais detalhadamente sobre a importancia dos
hapléides em termos de melhoramento vegetal, é interessante referir que,
na natureza, a ocorréncia de organismos hapléides € mais vulgar do que
a primeira vista se poderia pensar. Assim, em pelo menos quatro ordens
de insectos (coledpteros, himendpteros, homdpteros e tisandpteros), os
machos de algumas espécies, cuja determinacio sexual é feita pelo sistema
haploidia-diploidia, sio hapldides pois resultam de 6vulos nio fecundados
enquanto as fémeas, resultantes de um processo normal de fecundacgao,
sao dipléides. Espécies haplo-diploides sdo também caracteristicas de ou-
tros grupos como 4caros, nemdtodes e rotiferos. A ocorréncia de outros
organismos com ciclos de vida totalmente hapléides é comum em proto-
zodrios, algas verdes e vermelhas e muitos fungos. Nas plantas, verifica-se
uma reducio da fase haploide desde as plantas menos evoluidas (briéfitas)
até as angiospérmicas onde a fase hapléide se limita aos grios de polen

e aos sacos embriondrios. Apesar da condi¢cao normal das angiospérmicas
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ser a diploidia, plantas haploides podem ocorrer espontaneamente numa
popula¢io como foi primeiro assinalado por Bergner em 1921 em Datura
stramonium, e ulteriormente, referido para varias espécies. Em condi¢oes
naturais, a frequéncia de formacido de hapldides é muito reduzida, tendo
sido estimada entre 0,001 e 0,01% das plantas. Importa aqui fazer a distin¢ao
entre os haploides das espécies diploides, designados por monohapléides
e que possuem apenas um unico conjunto de cromossomas e que sao na
realidade os verdadeiros hapléides, e os hapldides das espécies polipléides
(trigo, batateira...), denominados polihapléides e que podem ser considera-
dos hapléides em relacao a planta a partir do qual foram obtidos mas que
nao sio na realidade verdadeiros haploides. Por exemplo, na batateira que
se cultiva, e que é um tetrapléide (2n=4x=48), os hapldoides obtidos siao
na verdade dipldides (n=2x=24). Um caso muito interessante ¢ o de uma
formiga australiana (Myrmecia pilosula) cujo nimero diploide é 2n=2 mas
em que os machos, por serem hapldides possuem apenas um cromossoma.

As plantas haploides espontaneas podem surgir na sequéncia da prolife-
racdo da oosfera sem que ocorra fecundagio (partenogénese) ou da divisio
de outras células hapldides do saco embriondrio como as sinergideas ou
as antipodas (apogamia generativa). Pode ainda acontecer que as células
gaméticas masculinas que entram no saco embriondrio possam proliferar
e dar origem a plantas hapléides de origem masculina, um processo que,
a semelhanca da obtenc@o de plantas por cultura de microsporos é também
conhecido por androgénese. Por este motivo, a designacio embriogénese
polinica serd usada ao longo deste trabalho para referir a formacio de
plantas com origem nos microsporos ou grios de pdlen. Existem espécies
em que estas situacgdes sao relativamente comuns e, mais interessante ainda,
dentro de uma mesma espécie, genétipos com maior potencial para formar
plantas desta maneira.

Anteriormente a descoberta da inducio de embriogénese polinica alguns
autores tinham constatado que nas anteras de determinadas espécies era
possivel detectar, in vivo, grios de pdlen multicelulares os quais, remotamen-
te, se assemelhavam a sacos embrionarios. Este fenémeno, conhecido como
fendbmeno Nemec (em homenagem ao primeiro autor que observou estas

estruturas), foi assinalado em Hyacinthus orientalis, Leptomeria billardieri



e em Bellevallia hackelii e mostrou que o potencial de desenvolvimento do

pdlen ia muito para além da formacio dos gametas masculinos.
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5.3. Métodos de obtenc¢ao de haploéides

Com a descoberta dos hapléides espontineos comec¢aram a surgir di-
versas metodologias para a producio de plantas hapléides. Os primeiros
hapléides induzidos foram obtidos, em 1926, por Gaines e Aase no trigo.
Alguns desses métodos como o método "bulbosum", aplicado na cevada e
no trigo e a utilizacdo da espécie Solanum phureja em cruzamentos com
Solanum tuberosum (para a obtenc¢io de plantas de batateira haploides) sao
bastante eficazes, mas a sua utilizacido esta limitada a um numero reduzido
de espécies. O método bulbosum tem sido aplicado com grande sucesso
para a obtencao de hapléides de trigo e cevada. Em termos gerais, esta
metodologia consiste em cruzar plantas de trigo (Triticum aestivum, 2n = 6x
= 42 ou Triticum durum 2n = 4x = 28) ou de cevada (Hordeum vulgare, 2n
= 2x = 14) com plantas de Hordeum bulbosum (2n = 2x = 14), funcionando
as plantas de H. bulbosum como progenitores masculinos e as plantas das
quais se pretendem obter os hapléides como progenitores femininos (Fig.
44). Os cruzamentos sao feitos de forma controlada polinizando as espigas
de trigo ou cevada com podlen de bulbosum. Em condi¢cdes naturais as se-
mentes (embrides) produzidas a partir deste cruzamento desenvolvem-se
durante cerca de 10 dias apOs os quais o embrido comeca a degenerar, em
virtude do desenvolvimento embriondrio nio ser acompanhado pela forma-
¢io do endosperma. Todavia, se os embrides imaturos forem isolados cerca
de 15 dias ap6s a polinizacao e cultivados num meio nutritivo (uma técnica
chamada “salvamento de embrides”), eles podem continuar o seu desen-
volvimento e originar plantas. No entanto, e contrariamente ao que seria
expectavel, as plantas obtidas nio vao ser hibridos entre as duas espécies.
Na verdade, as plantas assim obtidas possuem apenas 7 cromossomas (21
no caso do trigo) sendo todos eles provenientes do progenitor que funcio-
nou como feminino (H. vulgare ou T. aestivum). Uma explicacao plausivel

para esta situacdo seria supor que as plantas resultam da ocorréncia de
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partenogénese, sendo formadas a partir do desenvolvimento da oosfera de
H. vulgare sem que tenha ocorrido fecundac¢ido. No entanto, verificou-se
que o processo ¢ um pouco mais complexo e que, na verdade, as plantas
haploides de H. vulgare resultam do facto de ocorrer uma eliminac¢io se-
lectiva dos cromossomas de H. bulbosum em ciclos mitdticos sucessivos,
em particular nos primeiros 3-5 dias de cultura apos a poliniza¢io. O me-
canismo de eliminacido cromossémica nio esta definitivamente esclarecido
mas julga-se envolver uma incompatibilidade entre o citoplasma materno
(H. vulgare ou T. aestivum) e os cromossomas paternos (H. bulbosum) tendo
como consequéncia o retardar da deslocacio de alguns cromossomas de
bulbosum para a placa equatorial, seguida de uma segregacio assimétrica
na anafase e a formaciao de micronicleos contendo os cromossomas de
H. bulbosum que sio ulteriormente degradados. Outras hipoteses como
a degradacio de cromossomas estranhos por endonucleases, assincronia nos
ciclos celulares dos dois progenitores ou a separag¢ao espacial dos genomas
durante a interfase tém também sido sugeridas. Relativamente a obtenc¢ao
de hapléides por embriogénese polinica este método apresenta a vantagem
das plantas regeneradas serem verdes em oposi¢io ao elevado nimero de
plantas albinas que se obtém por embriogénese polinica na cevada e no
trigo (seccao 5.8.1). Além disso, a técnica pode ser utilizada com qualquer
cultivar de trigo ou cevada enquanto na embriogénese polinica apenas
alguns cultivares parecem responder. Este método, descoberto por Kasha
e Kao nos anos 70 tem sido aplicado a cruzamentos entre outras gramineas
com o intuito de obter hapldides noutras espécies.

Outros métodos fazem uso da polinizacio com pélen irradiado, ou pélen
de outras espécies, com o objectivo de estimular divisdes nas células que
constituem os sacos embriondrios sem que ocorra fecundac¢io. Divisdes
destas células podem também ser estimuladas por tratamentos fisicos (raios
x, choques térmicos) ou quimicos (colchicina). Hapléides podem ainda ser
obtidos através da cultura de ovulos, processo denominado ginogénese.
Embora o nimero de plantas haploides que se podem obter por ginogé-
nese seja, potencialmente, mais reduzido que quando se trata da inducio
de embriogénese polinica, esta técnica € muito utilizada em espécies em

que a androgénese ¢ dificil de induzir, como Beta vulgaris (beterraba) ou



em situacdes em que as anteras degeneram em fases precoces do seu de-
senvolvimento, como acontece em alguns cultivares de Hevea brasiliensis

(arvore-da-borracha).
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5.4. Embriogénese polinica

A produciao de hapléides a partir da cultura de anteras ou de podlen iso-
lado €, de entre todos os métodos de obtenciao de haploides, aquele que
mais vantagens apresenta, nio apenas devido ao elevado nimero de graos
de pdolen que uma antera possui, mas também por ser relativamente simples
de aplicar. Dai o elevado nimero de espécies em que foi possivel regenerar
plantas por androgénese. Embora a maioria dos resultados positivos se
tenha verificado com espécies das familias Gramineae (trigo, cevada, milho,
arroz...) Cruciferae (couves, nabos, mostarda...) e Solanaceae (tabaco, batateira,
pimenteiros, daturas..) mais recentemente, tém sido também obtidos resul-
tados importantes com lenhosas (choupo, arvore-da-borracha, cameleira...).

A obtencido de plantas hapléides € de grande importincia em termos
de melhoramento vegetal. De facto, a duplica¢io do nimero de cromosso-
mas de uma planta hapléide permite a obten¢do de uma planta totalmente
homozigotica. Estas linhas puras, designadas duplo-hapléides ou haploides-
-duplos (HD) sio de grande interesse no melhoramento uma vez que, do
cruzamento de duas linhas puras, se obtém verdadeiros hibridos que sao
muito produtivos em termos agricolas por possuirem aquilo a que vul-
garmente se chama heterose ou vigor hibrido. Por exemplo, muitas dos
modernos cultivares de milho actualmente cultivados sio milhos hibri-
dos com uma produc¢io muito mais interessante que as linhas originais.
Em programas de melhoramento convencional uma linha pura leva 6-8 anos
a ser obtida através de autofecundag¢des sucessivas, ocorrendo sempre alguma
heterozigotia residual. Além disso, em espécies que apresentam poliniza¢io
cruzada, a obtenc¢io de linhas puras torna-se bastante problemaitica pois os
cruzamentos tém que ser feitos de forma artificial. Utilizando a obtencio
de haploides por embriogénese polinica (ou qualquer outro método de

obtenciao de haploides) e a ulterior duplicagdo dos cromossomas podem
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Figura 44 — Esquema representativo da utilizacao do método bulbosum para obteng¢iao
de hapléides na cevada. O mesmo procedimento pode aplicar-se para obten¢io
de hapléides no trigo.

obter-se linhas puras num periodo relativamente curto (cerca de um ano ou
mesmo menos). Em plantas com uma fase juvenil alargada como as arvores
de fruto ou florestais este aspecto € particularmente importante. Outra par-
ticularidade dos hapléides relaciona-se com o facto de nestas plantas (nos
verdadeiros hapléides) existir um Unico conjunto de cromossomas, fazendo
com que qualquer alteracdo no genotipo seja expressa uma vez que nio
existem eventuais alelos dominantes a mascarar as caracteristicas reces-

sivas. Nos haploides o fenétipo é um reflexo mais verdadeiro do gendtipo.



Isto torna mais ficil a recuperacio de genes recessivos, em particular quan-
do se utiliza polen de linhas F1 ou F2. Utilizando hapléides é também mais
facil obter mutagdes (nao letais) no estado homozigético pois a duplicacio
de um hapléide no qual foi induzida uma mutac¢io permite a sua obtenciao
no estado homozigético. Plantas de origem polinica tém também sido usadas
em estudos de mapeamento cromossomico com marcadores moleculares, na
deteccio de QTLs (“quantitative trait loci”) de interesse em termos de melho-
ramento, na seleccio in vitro e em ensaios de transformacao genética. Para
além destes aspectos mais praticos, os hapldides sao também interessantes
numa abordagem mais cientifica, no estudo da meiose nomeadamente na
analise do comportamento dos cromossomas sem a presenca do homélogo
correspondente e em estudos de biologia do desenvolvimento, pois trata-se
de organismos com apenas metade do nimero de cromossomas e que con-
seguem sobreviver sendo muito semelhantes aos dipléides correspondentes,
distinguindo-se destes por serem, em geral, mais pequenos e nio serem férteis.

As plantas hapléides colocam novos desafios sobre a interpretacao das
relacoes entre o gametofito e o espordfito nas angiospérmicas e sobre
o papel da redundancia genética (diploidia) em termos evolutivos levando
autores como F. Bonet a questionar se a capacidade dos micrésporos
formarem plantas é uma expressao da totipoténcia ou uma caracteristica
atavica. De facto, nos musgos, 0s esporos originam gametéfitos com um
modo de vida independente do espordfito, ao contrario do que se verifica
nas angiospérmicas e nas gimnospérmicas.

Antes de se proceder a caracterizacio, com mais detalhe, dos diferentes
aspectos relacionados com a induc¢io de embriogénese polinica recapitula-se,
na secc¢ao seguinte, como decorre o desenvolvimento normal dos grios de

poélen.

5.4.1. Desenvolvimento do pdlen

Os graos de pdlen formam-se no interior das anteras, as quais juntamen-

te com o filete, constituem os estames de uma flor (Fig. 45). O conjunto

de estames é denominado androceu. Uma antera encontra-se dividida em
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duas tecas cada uma das quais possui dois sacos polinicos (total de 4 sacos
polinicos). E no interior dos sacos polinicos (tecido esporogénico) que se
formam os graos de poélen em estreita associagio com os tecidos da parede
da antera, em particular com o tapete (Fig. 45).

O processo de formac¢iao dos grios de podlen envolve duas fases,
a microsporogénese e a microgametogénese (Fig. 46). Como 0s nomes su-
gerem, a microsporogénese ¢ a formacio dos esporos masculinos enquanto
a microgametogénese € o processo de diferenciacio do pdlen que leva

a formacido dos dois gametas masculinos que cada grio de pdlen produz.

camadas
transitorias

Figura 45 — Diferentes 6rgdos da flor e representacio esquemitica dos diferentes tecidos numa
sec¢do transversal de uma antera.



Os microsporos sio formados a partir das células mies dos grios de
pdlen, ou microspordcitos, por meiose. As 4 células resultantes da meiose
sdo os microsporos que, numa fase inicial, se encontram reunidas numa
tétrada e envolvidas por calose (Fig. 46). Ulteriormente, uma enzima segre-
gada pelo tapete da antera (calase) digere a calose e provoca a dissociacao
da tétrada, ficando os microsporos livres no interior dos sacos polinicos.
Apos libertaciao da tétrada, os jovens micrésporos apresentam uma pare-
de bastante fina e uma elevada relaciao nucleo/citoplasma. Seguidamente,
ocorrem dois acontecimentos bastante importantes no desenvolvimento do
polen: a vacuoliza¢io dos griaos de polen com o consequente deslocamento
do nucleo para a periferia e a formacio da exina (parte externa da parede
do pdlen). Segue-se a microgametogénese que se inicia com a primeira
mitose polinica que origina as células vegetativa e generativa. Nesta fase,
a estrutura designa-se por grio de podlen. A célula vegetativa preenche
grande parte do volume do gametofito e possui um nuicleo volumoso,
com cromatina pouco condensada. Por sua vez, a célula generativa, estd
rodeada pela célula vegetativa, é de reduzidas dimensdes e caracteriza-se
por possuir um nuicleo condensado e que preenche praticamente toda
a célula e um citoplasma muito reduzido. Apesar destas diferencas na sua
morfologia, as duas células (nicleos) sio hapléides e possuem a mesma
informacao genética. A célula generativa é responsavel, na sequéncia da
segunda mitose polinica, pela formacdo dos gametas masculinos (células
espermadticas) enquanto a célula vegetativa origina o tubo polinico neces-
sdrio para transportar os gametas até ao saco embriondrio onde ocorre
a dupla fecundacio caracteristica das angiospérmicas.

Num grande nimero de angiospérmicas, os graos de poélen sao libertados
das anteras no estado bicelular, apos terem acumulado grande quantidade
de substiancias de reserva, particularmente amido. S6 ap6s a formacao
e desenvolvimento do tubo polinico no estigma a célula generativa se divide
(2* mitose polinica) e da origem as duas células espermaticas (praticamente
constituidas s6 pelo nicleo). Em algumas espécies, como nas gramineas,
compostas e cruciferas, a célula generativa divide-se antes da formacio do
tubo polinico e os grios de pdlen sio libertados no estado tricelular (uma

célula vegetativa mais dois gametas).
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e

Figura 46 — Estados de desenvolvimento do pélen numa angiospérmica. A — Tétrada polinica
resultante da meiose nos microsporocitos existente nos sacos polinicos. B — Microsporo. C

— Microsporo vacuolizado proximo da primeira mitose polinica. D — Microsporo na altura da
primeira mitose polinica sendo visivel a placa metafisica (m). E — Jovem grao de pdlen com a
célula vegetativa (cv) e a célula generativa (cg). F — Grio de pélen numa fase mais adiantada de
desenvolvimento. G — Grio de pdélen maduro com grande quantidade de substancias de reserva

(amido). H — Células espermadticas (drea em destaque) num tubo polinico apés germinagao in

vitro e divisao mitética (2* mitose polinica) da célula generativa. n — nicleo, ncg — nicleo da

célula generativa, ncv — nicleo da célula vegetativa, v — vacuiolo.



5.4.2. Vias androgénicas

Quando as anteras ou griaos de podlen isolados, sio cultivadas in vitro
num meio indutor de embriogénese polinica, o desenvolvimento normal do
podlen é alterado e os graos de polen, por divisdes sucessivas podem originar
plantas. A percentagem de graos de pdlen que numa antera seguem a via
androgénica é muito reduzida (frequentemente menos de 1%) e, a maioria
dos griaos de podlen, apos alguns dias de cultura rapidamente degenera,
como se pode observar utilizando corante vitais ou fluorocromos como
o diacetato de fluoresceina que especificamente marca as células vidveis.
Estas reduzidas taxas de induc¢iao nao devem ser, todavia, subestimadas, pois
¢é frequente que numa antera possam existir milhares de grios de pdlen
podendo assim obter-se varias plantas por antera.

A formacio de plantas a partir dos microsporos pode ocorrer, direc-
tamente, por divisdes sucessivas daqueles e subsequente formacio de
embrides ou, indirectamente, havendo em primeiro lugar a formac¢io de um
calo onde ulteriormente se diferenciam rebentos caulinares ou embrides.
As duas possibilidades podem ocorrer na mesma planta e dentro de uma
mesma antera.

Quer se trate da formacao directa ou indirecta de embrides ou rebentos
caulinares, a contribui¢io dos nuicleos do grio de pdlen para a formacio
dos embrides e/ou calos apresenta algumas variantes. Normalmente, con-
sideram-se quatro vias principais havendo outras situa¢cdes mais complexas
que tém sido esporadicamente assinaladas (Fig. 47).

Na chamada via A, a primeira mitose polinica ocorre com a formacio
do nicleo vegetativo e generativo, originando-se os calos e/ou os embrides
a partir de divisGes sucessivas da célula vegetativa enquanto a célula ge-
nerativa degenera ou pode dividir-se uma ou duas vezes. Microsporos da
cevada, do tabaco e do trigo podem originar plantas por esta via.

Na via B, a primeira mitose polinica origina dois nuicleos (células) morfo-
logicamente idénticos (B-mitose) podendo ambos os nucleos, ou apenas um
sofrer novas divisdes e participar na formacio de estruturas multicelulares.
Espécies como Atropa belladonna, Datura innoxia e Hordeum vulgare cons-

tituem alguns exemplos em que esta via desempenha um papel importante.
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A via C, inicialmente semelhante 2 via A, distingue-se desta dltima
pelo facto de ambos os nudcleos (vegetativo e generativo) participarem na
embriogénese depois de fundirem. Entre as espécies onde esta via ocorre
podem referir-se Datura innoxia e Hordeum vulgare.

Finalmente, na via D, a ultima a ser descrita em Hyoscyamus niger,
€ o nucleo generativo que estd envolvido na formag¢iao de embrides polinicos.

Os estudos sobre as diferentes vias tém sido realizados quase exclusiva-
mente em solanidceas e gramineas pouca informacio havendo relativamente
a outras espécies, em particular nas lenhosas.

Nos primeiros estadios da androgénese ¢é relativamente facil distinguir
entre as diferentes vias que estao em curso. Todavia, em estddios mais
avancados, torna-se extremamente dificil fazer essa distin¢io uma vez que
em embrides constituidos por 100-200 células é praticamente impossivel
destringar entre, por exemplo, os produtos das divisdes mitéticas das célu-
las da via B e as células resultantes da divisao de uma célula tipicamente
vegetativa. Nestes casos, quer a reac¢do de colora¢do quer o tamanho das
células produzidas sao semelhantes. Além disso, na via A, a célula genera-
tiva degenera rapidamente o que torna ainda mais dificil fazer a distinc¢ao
entre a via A e B. Os estudos sobre o envolvimento das virias vias na
embriogénese nio assumem simplesmente um aspecto académico. Uma
vez perfeitamente estabelecidas as vias existentes e os factores que deter-
minam a ocorréncia de uma em detrimento das outras pode ser possivel
obter plantas predominantemente hapléides (vias A, B, e D) ou plantas com
outros niveis de ploidia, como acontece na via C onde ocorre fusio entre
os nucleos nas fases iniciais da androgénese.

Nio existe de momento uma explicacao plausivel para a ocorréncia de
varias vias nem para a causa que leva uns grios de pdlen a seguirem uma
em detrimento das outras.

Uma vez formados os grios de polen multicelulares (Fig. 48), a continua¢ao
das divisoes celulares no interior da exina acaba por levar a um aumento
de pressio que tem como consequéncia a ruptura da parede e a libertacio
das massas celulares. Estas massas crescem agora no interior da antera de
forma organizada (embrides) ou de uma maneira mais desorganizada, sob

a forma de um calo. Em fases mais adiantadas do processo os embrides ou



calos polinicos surgem no exterior das anteras, normalmente pelas linhas
de deiscéncia por onde, em condi¢des naturais, o poélen € libertado. Os em-
brides evoluem depois em plantas que podem ser aclimatadas e transferidas

para solo de modo a obter as plantas de origem polinica (Figs. 47 e 48).

célula Polen

nicleo multicelular

! generativa
vegetativo

Y e®
/5.(%) &5

B-mitose

\C‘
nicleo D @
Fusio nuclear
— — <
emhriies ou calos
plantas de emhriogénicos ou
origem polinica organogénicos

Figura 47 — Vias androgénicas que podem levar a formacdo de plantas de origem polinica.
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Figura 48 - Diferentes aspectos da regeneracdo de plantas por embriogénese polinica. A a C
— Graos de polen multicelulares. D — Ruptura da exina (ex). E - Microcalo de origem polinica
no interior de uma antera. A seta representa um microsporo que degenerou. Um embrido
parcialmente esmagado ¢ também visivel. F — Embrides (setas) a surgir no exterior de uma
antera através da linha de deiscéncia. G — Planta a surgir do interior de uma antera. H — Calo
polinico numa antera. I — Vdrias plantas obtidas por embriogénese polinica. J] — Planta envasada,
com cerca de 1 ano, obtida por embriogénese polinica.



5.4.3. Dimorfismo polinico e culturas ab initio

Em algumas espécies (e.g. Paeonia, tabaco, cevada, trigo) as anteras
possuem dois tipos morfologicamente diferentes de graos de pdlen, situa-
¢io conhecida pelo nome de dimorfismo polinico (Fig. 49). A existéncia
deste dimorfismo polinico, possivelmente relacionado com a androgénese,
foi primeiro assinalado em pednias. Nesta espécie, a maioria dos griaos
de podlen, apds coloragio com corantes bdsicos, apresentavam-se corados
e possuiam amido (pdélen N, normal). Contrariamente a estes griaos de
polen outros existiam que se caracterizavam pelo seu tamanho reduzido,
fraca coloracio citoplasmatica e auséncia de amido. Estes Gltimos seriam
griaos embriogénicos (pdélen E) e seriam eles os responsaveis pela res-
posta androgénica, em oposi¢ao aos grios normais. Sunderland colocou
ainda a hipdtese de, mesmo nas espécies em que os graos E podem nio
ser detectados a nivel morfolégico, poder existir um dimorfismo a nivel
fisiologico.

Baseados na existéncia deste dimorfismo polinico e no pressuposto
que os graos E sdo de facto os graos embriogénicos, foram feitos ensaios
(tabaco, cevada) em que esta populaciao de griaos de poélen E foi separada
dos griaos de pdlen normais (centrifugacio em gradientes de densidade)
e cultivada separadamente com vista a indu¢io de embriogénese polinica.
Este tipo de culturas tem o nome de culturas ab initio.

Existem dados que permitem supor que os graos de pdlen E siao de facto
os grios embriogénicos mas também existem observacdes que levantam
algumas davidas quanto a veracidade desta hipotese.

A favor da hipétese dos griaos E serem os grios que sofrem embriogénese
polinica temos a correla¢io observada entre o nimero de grios de pdlen E
e o numero de grios de polen multicelulares formados por antera. O facto
de tratamentos que aumentam a percentagem de polen E (por exemplo
dias curtos no tabaco, ou aplicacio de agentes femeninizantes também no
tabaco) aumentarem a percentagem de grios androgénicos suporta o papel
do pdlen E na androgénese. A principal objec¢io a aceitacio desta hipotese
reside no facto de existirem espécies que sofrem androgénese e onde nio

se verifica a ocorréncia de dimorfismo polinico.
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Figura 49 — Dimorfismo polinico em Feijoa sellowiana. Os graos de pdlen sio morfologicamente
semelhantes mas uns coram mais intensamente que outros com carmim acético.

Tendo em conta estes dados contraditérios duas interpretacdes podem

ser feitas quanto ao papel de um dimorfismo polinico na androgénese:

* em espécies onde nao foi obtido qualquer indicio da existéncia de
polen E, existe também um dimorfismo polinico que, contrariamente ao
que se verifica no tabaco, € apenas de natureza fisiologica, portanto dificil

de detectar.

* Os grios de polen embriogénicos nao sao os unicos capazes de origi-
nar embrides ou calos podendo, em certas espécies e em certas condigoes,

os grios N sofrer androgénese.

Nio é conhecida a razio que leva o pdlen E a originar embrides, nem
tdo pouco a razdo pela qual ele é produzido, embora tenha sido proposto
que anomalias na meiose das células maes dos grios de pdlen possam ser
responsaveis pelo seu aparecimento. Foi também sugerido que, em condi-
¢oes normais, o polen E se encontra reprimido, nio podendo seguir a via
gametofitica mas, uma vez em cultura, a repressiao deixa de existir, podendo

este polen formar embrides.



Embora prometedora a cultura ab initio tem tido uma aplica¢io reduzida,
talvez devido a relativa complexidade do processo de isolamento do pélen

embriogénico e de nido ser possivel detectar o polen E em muitas espécies.
169

5.4.4. Factores que afectam a inducdo de androgénese

A inducio de embriogénese polinica pode ser conseguida através da
cultura de anteras ou procedendo primeiro ao isolamento do pélen e depois
a sua cultura livre dos restantes tecidos da antera. A cultura de anteras é
um procedimento mais simples uma vez que basta remover as anteras da
flor na fase apropriada e proceder a sua cultura em condi¢des laboratoriais.
A cultura de pdlen é mais complexa pois envolve primeiro o seu isolamento
e separacio dos diferentes tecidos utilizando centrifugacdes em gradientes
de densidade, e s6 depois a sua cultura. Em regra, os meios para a cultura
de podlen sao também mais complexos sendo ainda necessdrio efectuar as
culturas com uma determinada densidade de microsporos. A vantagem da
cultura de microsporos € que nio existe a possibilidade dos tecidos soma-
ticos da antera poderem proliferar e, assim, levar a regeneracio de plantas
somdticas em associa¢io com plantas de origem polinica tornando dificil
determinar a sua proveniéncia. Para além disso, em termos de transforma-
¢do genética a manipulacdo dos microsporos livres dos tecidos das anteras
¢ mais eficaz sendo mais facil seguir o processo.

A cultura de microsporos isolados requer muitas vezes a utilizacio
de técnicas mais especificas como sejam o recurso a culturas “nurse” em
que um tecido de suporte separado dos microsporos por papel de filtro
ou outro suporte permeavel fornece alguns dos nutrientes que os griaos
de podlen necessitam para se manterem em cultura ou para desencadear
o desenvolvimento esporofitico.

Em algumas espécies, com maior incidéncia nas gramineas, tem-se utiliza-
do uma metodologia intermédia entre a cultura de anteras e de pdlen e que
consiste na cultura das anteras num meio liquido com baixo potencial hidri-
co, onde ocorre a sua deiscéncia e liberta¢cio gradual dos microsporos que

ficam no meio liquido livres da ac¢io dos tecidos da antera. A transferéncia
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das anteras, ap6s diferentes periodos de cultura, para meio fresco, permite
obter diferentes populacdes de micrésporos (culturas em série).

Muitos sdao os factores que condicionam a resposta do pdlen em cultura.
Estes factores dizem respeito a composicio dos meios de cultura, as con-
dicdes de cultura e factores da propria planta.

Em geral, as condi¢cdes de cultura (luz, temperatura, pH, estado fisico
do meio) nio sio muito diferentes daquilo que foi dito para as diferentes
técnicas de micropropagacio e, tal como na altura foi referido, sio muito
variaveis em funcao das diferentes espécies. De referir apenas que, em
algumas espécies, pré-tratamentos pelo frio (4 ©C) aplicados as flores fa-
vorecem a induciao de androgénese. Este efeito poderd estar relacionado,
por um lado, com a maior viabilidade do pdlen em cultura e por outro com
o aumento do nimero de grios de pdlen que sofrem uma B-mitose os
quais, em muitas espécies, sio 0os que originam os grios de poélen multice-
lulares. Choques térmicos mas utilizando temperaturas elevadas (30 — 32°C)
durante 1 a varios dias tém sido utilizados com sucesso para estimular a
embriogénese polinica em varias espécies de brassicas. Outras condi¢cdes de
stresse normalmente usadas para desencadear a totipoténcia dos grios de
pélen estdo relacionadas com a cultura prévia dos microsporos em meios
empobrecidos (sem sacarose, fosfato ou azoto) seguida da cultura num meio
normal. Este tipo de tratamentos tem permitido, em algumas situacdes obter
taxas mais elevadas de inducio.

Os meios utilizados na cultura de podlen isolado sio mais complexos
que os usados para cultivar anteras, apesar das exigéncias variarem muito
de espécie para espécie. No tabaco, por exemplo, a androgénese pode
ser induzida na auséncia de reguladores do crescimento enquanto nas
plantas lenhosas a inclusao de auxinas e citocininas nos meios de cultura
€, geralmente, indispensavel. Em algumas espécies, particularmente entre
as gramineas, a inclusio de altas concentra¢des de sacarose (8 - 12%) ou
de maltose tem-se revelado benéfica mas em muitas outras espécies, e ao
contririo do que acontece com a induc¢ido de embriogénese somatica, altas
concentracdes de hidratos de carbono sao em geral prejudiciais. Nos casos
em que € absolutamente necessario utilizar auxinas nos meios de inducao

de androgénese para promover as divisdes polinicas deve ter-se em atenc¢iao



que este tipo de hormonas pode conduzir também a proliferacio dos tecidos
somaticos das anteras. Esta situacio € prejudicial pois o crescimento destes
tecidos pode afectar a induc¢ido de androgénese e, além disso, pode, como
ja foi indicado conduzir a regeneraciao de plantas ficando depois a davida
sobre se as plantas tém uma origem polinica ou somatica.

Os factores da propria planta que mais condicionam o sucesso da andro-
génese sdo o estado de desenvolvimento do poélen na altura da inoculacio,
a parede da antera, estado fisiol6gico das plantas dadoras e o genétipo da
planta mae.

Quando se colocam as anteras ou poélen em cultura este pode encontrar-se
em diferentes fases do seu desenvolvimento (Fig. 46) e, consoante as es-
pécies, o estado mais favordvel para a induc¢io de androgénese é varidvel.
De uma maneira geral, o estado mais adequado é o estado uninucleado,
proximo da primeira mitose polinica, ou mesmo durante a mitose mas, nas
gramineas, a induc¢do ocorre de forma mais eficaz com pélen uninucleado
pouco tempo depois da libertacao da tétrada. Em regra, o pdélen maduro,
ou pdélen muito precoce, nio € susceptivel de sofrer androgénese embora
tenham sido referidos casos de induc¢ido de embriogénese polinica em grios
de podlen binucleados, como acontece no tabaco.

O método geralmente adoptado para verificar o estado de desenvolvi-
mento do pdlen consiste em analisar o pélen de uma antera de cada flor
ao microscopio e inocular as restantes no meio de cultura. No entanto, este
processo torna-se bastante moroso e invidvel em programas de seleccao
onde € impossivel analisar uma antera por flor inoculada (por exemplo,
nas gramineas, que possuem 3 anteras por flor isso corresponderia a uma
perda de material de 1/3). Em virtude disso, tem-se procurado detectar
alguma relac¢ido entre o estado de desenvolvimento do pdlen e certas ca-
racteristicas das flores ou das inflorescéncias, como as suas dimensdes ou
o tamanho das proprias anteras. Esta metodologia torna-se dificil de apli-
car em alguns casos, como por exemplo nas gramineas, onde existe uma
certa variabilidade no estado de desenvolvimento do pdélen ao longo de
uma inflorescéncia. Além disso, este procedimento pode originar grandes
variacoes nos resultados em virtude das caracteristicas das flores poderem

variar com a idade das plantas e com as condi¢cdes em que ocorreu o seu
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desenvolvimento. Assim, no trigo, para um mesmo estado de desenvolvi-
mento do pdlen, as anteras de plantas crescida no campo sao maiores que
as de plantas crescidas em estufa.

A cultura de anteras implica, obviamente, a cultura dos tecidos que en-
volvem o podlen. A influéncia que estes tecidos, particularmente o tapete,
possam ter na induc¢io e desenrolar da androgénese tem sido discutida.
A principal questio que se coloca é saber se a parede da antera terd um
efeito promotor ou se, pelo contririo, a sua presenca € nefasta, podendo
inibir a resposta androgénica. Varios estudos tém indicado que a antera
desempenha um papel benéfico. Assim, em datura, apenas se conseguiu
sucesso com culturas de pélen quando de adicionou ao meio um extracto
de anteras androgénicas. Outras indica¢des, como os relativos insucessos
com a cultura de podlen isolado, a obten¢io de melhores resultados com
a cultura de podlen isolado apds pré-cultura das anteras, a estreita ligacao
entre o polen androgénico e o tapete em algumas plantas, a relagio positiva
entre o sucesso da androgénese e a densidade das anteras em cultura e,
ainda, a formacdao de uma espécie de suspensor que em alguns casos liga
os proembrides a parede da antera sugerem que os tecidos da antera siao
sem duvida importantes para a androgénese.

O facto de muitos embrides polinicos degenerarem em fases precoces
do seu desenvolvimento é o principal argumento daqueles que consideram
ter a parede da antera um papel negativo. A possibilidade de obter plantas
a partir da cultura de pdlen isolado também indica que a influéncia positiva
da parede nio deve ser determinante. E pois notério o envolvimento dos
tecidos somdticos das anteras na androgénese embora um mais perfeito
esclarecimento das suas fungdes s6 possa ser conseguido com o isolamento
e caracterizagao das substancias implicadas (inibidores e/ou promotores).
Além disso, e independentemente da libertacio de qualquer substancia,
a parede da antera, s6 por si, cria uma atmosfera muito prépria em redor
dos grios de pdlen, controlando as trocas gasosas com o exterior.

A capacidade androgénica dos griaos de pdlen é também influenciada
pelas condi¢cdes em que as plantas dadoras das anteras se desenvolvem.
Deste modo, tém sido obtidos melhores resultados quando a cultura é feita

com anteras ou polen dos periodos iniciais da floracdo. A temperatura de



crescimento das plantas dadoras parece ser também um factor relevante,
como acontece no trigo, onde as temperaturas de crescimento das plantas
condicionam o sucesso da androgénese sendo 32°C a temperatura mais
favoravel. Em termos de gendtipo tem-se verificado que existem cultivares
onde a induc¢io de embriogénese polinica ocorre a frequéncias elevadas en-
quanto noutros casos a inducio é reduzida ou nio ocorre mesmo. E também
conhecido que o potencial embriogénico pode ser transferido de cultivares
mais eficazes em termos de inducio para outros menos susceptiveis. Em
alguns cereais tem sido possivel relacionar a capacidade androgénica com
determinados genes e com cromossomas em aneupléides ou em linhas
possuindo mais um cromossoma. No trigo os cromosomas 7A e 1B parecem
ter um efeito inibidor da embriogénese polinica enquanto o braco longo do
cromossoma 5B no cultivar “Chinese Spring” parece favorecer o processo
de embriogénese.

Em espécies das familias Gramineae, Solanaceae e Cruciferae existem
actualmente protocolos bastante eficazes para a obtencio de embriogéne-
se polinica quer a partir de microsporos isolados quer a partir da cultura
de anteras. No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes a inducio
de androgénese polinica e a passagem dos microsporos de um tipo de
desenvolvimento gametofitico para um desenvolvimento esporofiticos niao
sao em grande parte conhecidos. Como se referiu no capitulo anterior este
problema é comum a outros tipos de morfogénese que ocorrem in vitro.

As andlises moleculares dos processos de morfogénese in vitro sio nor-
malmente limitadas por dois factores: as reduzidas taxas de inducido e a
assincronia do processo. Esta situacio nio permite a obtencio de material
biolégico em grandes quantidades de forma a efectuar anilises bioquimi-
cas ou moleculares. Apesar destas limitacdes, tem-se assistido, nos ultimos
anos, a publicacdo de resultados muito interessantes relativos a caracteri-
za¢do molecular da androgénese. Este tipo de andlises tem sofrido varias
abordagens sendo de salientar o seguinte tipo de estudos: 1) isolamento
de genes relacionados com a indug¢ido 2) identificacio de marcadores mo-
leculares associados a genes envolvidos na androgénese 3) estudo das vias
de transducio de sinal, 4) efeito das condicoOes de stresse na induciao de

androgénese e 5) caracterizacio do polen embriogénico.
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A estratégia utilizada para a identifica¢io de genes especificos da embrio-
génese polinica tem sido a comparacgio entre a expressio genética durante
a microgametogénese e durante a induc¢io de androgénese. Os resultados
obtidos através da utilizacio de modernas técnicas de andlise genémica
e proteomica como electroforese bidimensional, hibridacio subtractiva,
microarrays, expressio diferencial de RNAm, entre muitas outras, permi-
tiram, 2 semelhanca do que se referiu no caso da embriogénese somatica
identificar proteinas e sequéncias genéticas especificas da androgénese.
A comparacio dessas sequéncias com outras existentes nas bases de da-
dos revelou a analogias com genes cuja func¢io é conhecida bem como
de sequéncias até entdo desconhecidas. Algumas dessas sequéncias apre-
sentam analogias com genes envolvidos no desenvolvimento embrionario
(e.g. CLAVATA, SCARECROW), com genes que codificam para proteinas do
citosqueleto e com genes que codificam para proteinas cinases, s6 para
citar alguns exemplos. Genes codificadores para proteinas de choque tér-
mico e metalotioneinas foram também identificados o que de alguma forma
confirma a importancia das situagdes de stresse no processo de inducio.

Apesar destes resultados animadores importa esclarecer inequivocamente
se estes genes estdo directamente relacionados com o processo de inducio
ou sdo um efeito lateral relacionado com as condicdes de stresse necessarias
para desencadear o processo de inducio. A expressio deste tipo de genes
durante o processo de induciao de embriogénese nio ¢ muito surpreenden-
te. De facto, é conhecido que em muitas espécies uma altera¢do no plano
da primeira divisio do nticleo do microsporo e na orientacio do aparelho
mitético estd relacionada com a inducio de androgénese, formando-se duas
células morfologicamente idénticas em vez de duas células bem diferencia-
das (generativa e vegetativa) resultantes de uma divisao assimétrica. Uma
modificacdo na organizacio do citosqueleto é essencial para que este tipo
de divisao ocorra. O envolvimento de genes relacionados com a actividade
dos meristemas (CLAVATA) ou com o estabelecimento de planos de sime-
tria (SCARECROW) é igualmente previsivel dado que o desenvolvimento de
embrides polinicos é muito semelhante ao dos embrides zigoticos. No que
diz respeito as cinases proteicas € bem conhecido o seu papel em intime-

ras vias de transduciao de sinal podendo, no caso da androgénese, estar



envolvidas na activacio de mecanismos que levam a expressio de determi-
nados genes responsaveis pelo desencadear da androgénese. O facto de
algumas das sequéncias genéticas identificadas apresentarem fortes homolo-
gias com factores de transcricio parece corroborar esta ideia.
Experiéncias recentes realizadas em Brassica napus utilizando um proto-
colo optimizado de inducio de embriogénese polinica permitiram obter
elevadas taxas de inducio e a formac¢io de embrides polinicos muito seme-
lhantes aos embrides zigéticos da mesma espécie, apresentando igualmente
um suspensor bem definido. Estudos de electroforese bidimensional e a
utilizacdo de microarrays permitiram a R. Joosen e aos seus colaboradores
identificar um conjunto alargado de marcadores moleculares do proces-
so de inducdo. As funcoes destes marcadores niao siao ainda conhecidas
esperando-se que a sua caracterizacio possa dar informacdes importantes

sobre o tipo de genes envolvidos no processo de inducio.

5.5. Niveis de ploidia das plantas regeneradas

A determinacio do nivel de ploidia é feita contando o nimero de cromos-
somas nos vértices vegetativos das raizes das plantas regeneradas apos
aplicacao de uma agente c-mitdtico (por exemplo, colchicina ou orizalina).
Estes compostos interferem com a polimerizacio dos microtibulos impe-
dindo a formac¢io de uma placa metafisica normal (Fig. 50). Em vez disso,
os cromossomas ficam distribuidos na célula o que torna mais facil a sua
visualizacio e contagem. Todavia, em algumas espécies, particularmente
entre as lenhosas, os cromossomas sio pequenos e dificeis de visualizar
ao microscopio o que torna problemadtica a sua contagem (Fig. 50). Nestes
casos, o nivel de ploidia pode ser determinado por citometria de fluxo —
uma técnica que permite comparar a quantidade de DNA nuclear e que se
baseia no facto dos haploides terem apenas metade do DNA dos diploides
correspondentes. O proprio tamanho das plantas obtidas ou dos seus Or-
gaos pode ser um indicador importante do nivel de ploidia. Por exemplo,
no trigo, as espigas das plantas hapléides sio consideravelmente mais pe-

quenas que as das plantas diploides correspondentes (Fig. 50). O facto do

175



176

nimero de cloroplastos ou o tamanho das células guarda estar, dentro de
certos parametros, relacionado com o nivel de ploidia tem também sido por
vezes utilizado para determinar o nivel de ploidia. Uma observa¢do mais
nitida dos cloroplastos nas células estomdticas pode ser conseguida apods

tratamento com nitrato de prata.

Figura 50 — Andlise do nivel de ploidia das plantas obtidas por embriogénese polinica. A —
Placa metafdsica numa célula do vértice vegetativo de uma raiz de uma planta dipléide (2n=24)
obtida por embriogénese polinica. B — O mesmo que em A mas sem tratamento com colchicina

e coloragao com orceina acética. C — Placa metafdsica numa célula da raiz de medronheiro.
Notar as reduzidas dimensdes dos cromossomas em compara¢do com a figura A. D — Espigas de
plantas de trigo obtidas por embriogénese polinica. E — Tétrada polinica de feijoa onde se pode
observar um microsporo supranumeririo de menores dimensoes. Anomalias deste tipo levam a

formac¢io de microsporos com nimeros anémalos de cromossomas.



As plantas obtidas por androgénese nao sio necessariamente haploides.
Varia¢des no nimero de cromossomas sio frequentes entre as plantas rege-
neradas havendo a assinalar, além de dipldides e de niveis mais elevados de
ploidia (polipléides), a regeneraciao de plantas aneupldides e mixoploides
(células de um mesmo individuo com nimeros diferentes de cromossomas).
A obtencio de plantas diploides é vantajosa, desde que as plantas sejam
homozigdticas e originadas de grios de pélen normais em que houve dupli-
cacio do nimero de cromossomas. A obtencao de tripléides ou tetrapléides
pode também apresentar algumas vantagens visto estas plantas terem algum
interesse em termos de melhoramento. De facto, plantas tetrapldides sao
em regra de dimensdes maiores sendo essa caracteristica importante na
producio de frutos. Cultivares triploides podem também ter algum interesse
na producio de frutos partenocirpicos. Os préprios aneupléides podem
ser preciosos em estudos de genética com vista a localizacdo de genes em
determinados cromossomas.

Viarias situacdes podem contribuir para o aparecimento de outros
niveis de ploidia. Assim, em determinadas circunstancias (e.g. altas con-
centracoes de auxina no meio), os tecidos somaticos da antera (parede,
e/ou conectivo, ou restos do filete) podem proliferar originando um calo
com capacidade organogénica ou embriogénica. Quando assim, acontece,
as plantas eventualmente regeneradas sao heterozigdticas (possuindo
o mesmo genotipo da planta mie) e de pouco interesse em termos de
obtencao de novas variedades. A distin¢do entre as plantas diploides que
se podem formar a partir dos tecidos somdticos e as de origem poli-
nica coloca grandes dificuldades que apenas podem ser ultrapassadas
pela utilizacdo de marcadores genéticos, através da descendéncia obtida
da cultura de anteras dos hibridos F1, pela anilise de isoenzimas ou pela
utilizacao de marcadores moleculares.

Outro factor que pode levar a formaciao de plantas heterozigéticas por
cultura de anteras ou de pdlen € a presenca, entre uma populacio de
griaos de pdlen normais, de grios de pdlen nio reduzidos. Estes grios de
pdlen resultam de anomalias na meiose e possuem um nudmero diploide
de cromossomas. Outros tipos de anomalias poderido resultar na formacao

de grios de polen com guarni¢cdes cromossémicas anormais.
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Grios de poélen normais podem também estar na origem de plantas nio
hapléides. Isso verifica-se na sequéncia de endomitoses (mitoses sem sepa-
racdo e organizacao dos cromatideos em dois nucleos distintos) associadas
ou nio a fusdes nucleares nos estados iniciais da androgénese.

Segundo alguns autores, as plantas aneuploides poderao resultar de ins-
tabilidades cromossomicas causadas pela prépria cultura in vitro enquanto
outros atribuem a aneuploidia a anomalias meidticas verificadas na formacio

dos graos de polen (Fig. 50).

5.6. Duplica¢io do nimero de cromossomas dos haploides

A obtencido de plantas hapldides por androgénese ou qualquer outro
método nao € o objectivo final de um programa de selec¢cdo de plantas.
Na verdade, as plantas assim obtidas pouco ou nenhum interesse apre-
sentam.

O grande interesse da androgénese reside no facto das plantas haploides
obtidas poderem originar individuos completamente homozigéticos através
da duplicac¢io do seu nimero cromossoémico, formando hapléides-duplos.

Em praticamente todas as espécies em que a androgénese foi conseguida
observa-se uma percentagem mais ou menos elevada de plantas regenera-
das que nao sio haploéides, as quais, com frequéncia, sio diploides. Estes
diploides, se originados de grios de pdlen normais, sio completamente
homozigdticos pelo que o processo de duplicacio cromossomica nao
€ necessario. Um tanto paradoxalmente, podemos dizer que um dos incon-
venientes da androgénese é originar, em alguns casos (e.g. tabaco), uma
percentagem muito elevada de hapléides.

Quando o nimero de HD obtidos espontaneamente é reduzido ha
necessidade de proceder a duplicacio do nimero de cromossomas das
plantas hapléides. Existem basicamente dois procedimentos para conseguir

essa duplicacio:

 utilizacdo de colchicina

* via formac¢iao de um calo



5.6.1. Utilizacdo de colchicina

A aplica¢io da colchicina deve ser feita quando os haploides estio ainda
em fases precoces do seu desenvolvimento. A metodologia mais eficaz con-
siste em submergir os embrides de origem polinica numa soluc¢iao de 0,4%
de colchicina previamente esterilizada. Como ja se referiu anteriormente,
a colchicina, ao inibir a formacao das fibras do fuso impede a migracio dos
cromossomas para polos opostos da célula durante a anafase. Em virtude
desta situagido, apos separacio dos cromatideos irmios, estes permanecem
na mesma célula formando-se um nucleo de restituicio e a consequente
duplicacio do ndmero de cromossomas. Se a colchicina for removida do
meio, as células em que ocorreu duplicagio cromossémica podem agora
seguir o processo de divisao normal dando origem a células com a mesma
guarni¢do cromossomica. Os tempos de exposi¢do a colchicina bem como as
concentra¢des utilizadas devem ser optimizadas para cada espécie de forma
a evitar a formacio de niveis mais elevados de ploidia. Para além disso,
os tratamentos devem ser aplicados em fases precoces do desenvolvimento
para que o maior nimero possivel de células sofra duplicacio cromossémica.
Caso esta situagdo ndo se verifique corre-se o risco de surgirem quime-
ras, ou seja plantas com partes em que ocorreu duplica¢io cromossémica
e outras em que tal nio se verificou. Um método alternativo que também
faz uso de agentes c-mitoticos consiste em remover a gema apical das plan-
tas hapléides com vista a quebra da dorméncia e ao desenvolvimento de
ramos laterais, aplicando simultaneamente, na axila das folhas, uma pasta

de lanolina contendo colchicina.

5.6.2. Duplica¢ido via formacio de um calo

No decurso da desdiferenciaciao de um tecido vegetal em cultura, com
passagem por uma fase de calo, surgem frequentemente anomalias na
estrutura e no nimero de cromossomas das células. Essas perturbagdes sao
ainda mais acentuadas quando se trata da cultura de células ou tecidos

hapléides, os quais tém tendéncia para formar rapidamente células dipléides
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por endomitose. Explorando esta instabilidade das células haploides, foi
desenvolvido um método para duplicacio do nimero de cromossomas dos
haploides. Esta metodologia consiste na cultura de fragmentos de 6rgaos
de plantas haploides num meio indutor de calo, contendo auxinas e cito-
cininas. Ap6s a formacio e crescimento dos calos, estes sio transferidos
para um meio de diferenciacio (sem auxinas) onde varias plantas podem
ser obtidas, sendo muitas delas diploides em virtude da ocorréncia de
endomitoses durante a fase de crescimento do calo, ou devido 4 presenca
de células dipldides no 6rgao inicial.

Em termos de rendimento, nio existe uma grande diferenca entre os
dois métodos, sendo a percentagem de plantas diploides obtidas mais ou
menos idéntica. No entanto, ambos os processos apresentam algumas con-
trariedades. Assim, a colchicina poderd ser uma gente mutagénico, tendo
sido apontada como um dos presumiveis factores responsaveis pela variabi-
lidade por vezes assinalada em HD obtidos por tratamento com colchicina.
Além disso, a resposta das diferentes espécies a colchicina ndo € uniforme.

Por sua vez, a regeneracio via formac¢ao de um calo, pode provocar
o aparecimento de anomalias nas plantas obtidas sendo, além disso, um
processo longo que requer grandes disponibilidades de material. Se a pas-
sagem pela fase calosa for muito alargada poderio surgir, além de plantas
dipléides, outras com niveis de ploidia mais elevados. Como é evidente
este método € limitado as espécies nas quais a induc¢do de calos e ulterior

regeneracio € possivel, como acontece na planta do tabaco.
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Figura 51 — Representacido esquemdtica da técnica utilizada para obtencio de hapléides-duplos
a partir de plantas hapléides.

5.7. Os hapléides e o melhoramento vegetal

Como referimos os haploides estio na base de muitos programas de
melhoramento vegetal, realizados em diversos paises, e que tém culminado
na obtenc¢ido de novos cultivares em algumas espécies. Os resultados mais
interessantes tém sido conseguidos em gramineas, em particular no trigo,

arroz, milho, cevada, centeio e triticale. No entanto, em espécies das familias
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Solanaceae e Brassicaceae, programas de melhoramento envolvendo a ob-
tencao de hapléides tém também sido desenvolvidos e levado a obtencao
de resultados muito promissores. Em plantas com mecanismos de fecun-
dacao cruzada, onde existe uma elevada heterozigotia nas populacdes
e como acontece em muitas espécies arboreas, a inducdo de embriogéne-
se polinica tem igualmente permitido a obtenc¢io de linhas HD com vista
a sua incorporacio em programas de melhoramento.

Desde as primeiros cultivares Florin e Jinghua n° 1 obtidos por investiga-
dores franceses e chineses, respectivamente, o nimero de cultivares obtidos
com base em métodos de regeneracio de haploides nao tem parado de
aumentar. Actualmente existem cultivares resistentes a doencgas provocadas
por virus (cevada), bactérias (arroz), fungos (trigo) e insectos (arroz) resul-
tantes de plantas de origem polinica de diferentes espécies. A tolerancia
a factores abidticos como as baixas temperaturas, a elevada salinidade dos
solos ou a presenca de concentragdes excessivas de aluminio sio outros
exemplos de cultivares obtidos com base na embriogénese polinica. No ta-
baco, a indu¢io de muta¢des em haploides e a seleccio celular a partir de
células haploides tem permitido obter plantas tolerantes a bactérias e varios
tipos de compostos quimicos (toxinas, herbicida e antibiéticos). Todos estes
dados mostram que de todas as técnicas mais recentes de biotecnologia
vegetal, a embriogénese polinica € talvez aquela cujas aplicacdes mais tém
contribuido para o melhoramento das espécies agricolas.

Um caso muito interessante de utilizacdo da embriogénese polinica no
melhoramento vegetal foi a obtencdo de super-machos nos espargos por
investigadores franceses em meados dos anos 70. No espargo (Asparagus
officinalis) foram também obtidas linhas mais produtivas com base na
induc¢do de androgénese.

O espargo € uma espécie didica (individuos masculinos e individuos fe-
mininos) em que a maior parte das caracteristicas com interesse agronomico
surgem preferencialmente nos pés masculinos (precocidade, maior produ-
¢ido, robustez). Para interesse dos agricultores seria conveniente assegurar
que na descendéncia de um determinado cruzamento todos os individuos
fossem do sexo masculino. Nesta espécie, a determina¢ao sexual tem como

base a existéncia de cromossomas sexuais, um pouco a semelhanca do que



se verifica nos mamiferos e em outros organismos. Assim, as fémeas pos-
suem dois cromossomas X enquanto os machos possuem um cromossoma
X e um cromossoma Y. Tal significa que na sequéncia de um cruzamento,
50% dos descendentes serdo masculinos e os restantes 50% femininos. In-
vestigadores do INRA (Institut National de la Recherche Agronomique, em
Franca) conseguiram modificar a percentagem de descendentes masculinos
através da obtenc¢ido de linhas que designaram por super-machos e que
possuem dois cromossomas YY em vez de uma guarnicio XY (Fig. 52).
Numa primeira fase, obtiveram por cultura de anteras, plantas haploéides
masculinas (1 cromossoma Y). Numa segunda fase duplicaram o nimero de
cromossomas destas plantas e obtiveram plantas com dois cromossomas Y
(super-machos). Do cruzamento entre estes super-machos e plantas normais
femininas obtém-se uma descendéncia constituida por 100% de machos.
Os super-machos podem ser mantidos por clonagem e utilizados sempre

que se pretende obter uma geracao 100% masculina.

5.8. Problemas e limitacoes

Para além da formacio de plantas com niveis elevados de ploidia ou da
proliferacio dos tecidos somaticos das anteras os quais ja foram referidos,
existem varios outros problemas que condicionam a utilizacao dos hapléides

em programas de melhoramento vegetal.

5.8.1. Albinismo

O albinismo (formacio de plantas sem clorofila) é, talvez, o principal
obstaculo a androgénese como método de obtenciao de hapléides nas gra-
mineas. Nesta familia, uma grande percentagem das plantas obtidas por
embriogénese polinica sao albinas (Fig. 53) ou apresentam deficiéncias
clorofilinas. Por vezes as plantas obtidas apresentam secc¢des de fendtipo
normal e secc¢des albinas sugerindo uma alteracdo ao nivel das células do

meristema apical do caule. As causas do aparecimento de percentagens tao
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elevadas de plantas albinas nio sio conhecidas embora certos factores do
meio bem como as condi¢des de cultura influenciem o seu aparecimento.

No arroz o albinismo aumenta com a concentracio de 2,4-D no meio
enquanto na cevada altas concentracoes de sacarose favorecem o apareci-
mento de albinos. Pré-tratamentos muito prolongados pelo frio com vista
aumentar as taxas de inducio de embriogénese polinica reflectem-se também
num aumento do nimero de albinos. O gendtipo tem igualmente impor-
tancia neste processo, pois verificou-se que no arroz a subespécie indica
originava, nas mesmas condi¢des, mais albinos que a subespécie japonica.
Também no trigo, alguns cultivares apresentam uma maior frequéncia de
formacio de plantas albinas do que outros. Um aspecto interessante € que
a inducao de embriogénese polinica, a regeneracio de plantas e a formacio
de plantas verdes ou albinas parecem ser controlados por genes diferentes.

No arroz, o albinismo aumenta com a concentracio de 2,4-D no meio
enquanto na cevada altas concentragdes de sacarose favorecem o apareci-
mento de albinos. Pré-tratamentos muito prolongados pelo frio com vista
aumentar as taxas de inducio de embriogénese polinica reflectem-se também
num aumento do nimero de albinos. O gendtipo tem igualmente impor-
tancia neste processo, pois verificou-se que no arroz a subespécie indica
origina, nas mesmas condi¢des, mais albinos que a subespécie japonica.
Também no trigo, alguns cultivares apresentam uma maior frequéncia de
formacao de plantas albinas do que outros. Um aspecto interessante € que
a inducao de embriogénese polinica, a regeneracio de plantas e a formacao

de plantas verdes ou albinas parecem ser controlados por genes diferentes.
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Figura 52 — Obtencdao de plantas super-macho no espargo (com base em Moinet, 1985).
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Figura 53 — Formacao de plantas albinas por embriogénese polinica. A — Planta de arroz com
fendtipo normal obtida por androgénese. B — Como em A mas plantas albinas. C — Planta de
trigo albina obtida por androgénese. D — Folha de uma planta de trigo em que metade se
apresenta com fenétipo normal e metade albina.

Estes dados pouca informacido fornecem sobre as causas citologicas ou
moleculares que determinam o aparecimento de albinos. Apesar disso, muitas
propostas tém sido sugeridas, algumas delas baseadas em meras especula-
¢oes. Vejamos entdo algumas das possiveis explicacdes para o aparecimento

de plantas albinas e algumas objec¢des a essas mesmas explicagoes.



* Origem dos albinos na célula generativa uma vez que esta célula que possui

um citoplasma muito reduzido com um nimero muito pequeno de plastideos.

Objeccdes: 1) Em algumas espécies existe um nimero elevado de plas-
tideos na célula generativa. 2) Em Hyoscyamus niger, onde a androgénese
ocorre por divisdes do nicleo generativo (via D), nio se formam albinos.
3) Nas gramineas as plantas obtidas tém, na maior parte dos casos, origem

em divisdes da célula vegetativa.

* Presenca de genes nucleares que controlariam esta caracteristica sendo

os albinos originados a partir de graos de polen com o gene para o albinismo.

Objecc¢des: em culturas de anteras de HD (plantas em que os genes do
albinismo, a existirem, nio estariam representados) também se formam

plantas albinas.

* Ocorréncia de mutacdes em cultura.

Objeccdes: 1) a taxa de mutacdes teria que ser muito elevada pois, em
alguns casos, 100% das plantas regeneradas sio albinas. 2) A verificarem-se,
as mutacdes também deveriam ocorrer, por exemplo, em solandceas. Toda-

via, nestas espécies poucos albinos sao formados.

Anilises moleculares detectaram modificacdes do DNA e de proteinas
cloroplastidiais. Em plantas albinas de arroz verifica-se que ocorrem variacoes
no RNAr e nas proteinas dos plastideos de plantas albinas relativamente aos
cloroplastos de plantas normais. No que diz respeito as proteinas observa-se
que a banda 3 (denominada frac¢io D estd praticamente ausente nos albinos
enquanto a banda 11 nido existe. Relativamente ao RNAr, verifica-se que as
plantas albinas nfio possuem as frac¢des 16S e 23S. Com base nestes resultados,
a obtencido de plantas albinas por androgénese parece ter como causa uma
deficiéncia na sintese proteica e de RNAr ao nivel dos cloroplastos, provavel-
mente relacionada com alguma alteracao do DNA cloroplastidial, embora

nio seja de excluir também o envolvimento de DNA nuclear. Alteracdes no
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DNAcp que se traduzem na auséncia de sec¢cdes mais ou menos extensas
foram de facto detectadas em plantas albinas produzidas por androgénese.

Uma hipdtese avancada por Huang parece reunir maior consenso para
explicar a formac¢ao de plantas albinas por androgénese. Segundo este
autor, existird uma fase transitoria na ontogenia dos plastideos durante o
desenvolvimento dos grios de podlen. Assim, o denso estroma existente nos
plastideos apds o estado de tétrada, perde-se com a evolucio dos graos de
pdlen e, nos periodos médio e tardio do estado uninucleado (no caso das
gramineas), os proplastideos tornam-se estruturalmente muito simples. Esta
metamorfose dos plastideos representa uma transicao do desenvolvimento
esporofitico para o gametofitico. Se os griaos de polen sio induzidos a dividir
antes da fase de transicio serdo formadas plantas verdes, se essa inducao
for ulterior a fase de transi¢cio entdo formar-se-io plantas albinas, pois os
proplastideos, apds essa fase, nio conseguem originar cloroplastos. Deste
modo, a taxa de plantas verdes/albinas depende do grau de metamorfose
dos plastideos dos graos de pdlen na altura da inducio.

A reduzida formacido de albinos em solandceas seria explicada pelo
facto de nas plantas desta familia a metamorfose plastidial, ocorrer mais
tardiamente que nas gramineas, no estado bicelular tardio. No momento
mais favordavel para a inducio (proximo da primeira mitose polinica) os
plastideos contém ainda um estroma abundante podendo prosseguir o seu
desenvolvimento normal em cloroplastos. Esta hipotese é bastante interes-
sante e € a Unica que permite explicar as diferengas entre os resultados
obtidos com gramineas e solaniceas no que se refere 2 formacio de albinos.

Provavelmente, varios dos factores acima referidos ou outros ainda niao
detectados, poderido contribuir simultaneamente para a origem dos albinos,
nio parecendo possivel, neste momento, atribuir a uma unica causa a for-

macao de todos os albinos produzidos por androgénese.

5.8.2. Varjabilidade das plantas regeneradas

O estudo dos HD e da sua descendéncia revelou algumas particularida-

des nido esperadas. Assim, embora seja logico aparecerem individuos com



caracteristicas diferentes entre as plantas regeneradas a partir de anteras de
plantas heterozigéticas (como consequéncia da segregacio e crossing-over
que ocorrem na meiose), 0 mesmo ji nio se deve esperar quando se uti-
lizam anteras de linhas completamente homozigéticas como os HD. Esta
variabilidade assume os mais variados aspectos e ¢ designada por variagio
gametoclonal de forma andloga a variacio observada nos tecidos somaticos
(variacio somaclonal). A variacio detectada nio é sempre de caracter ne-
gativo embora isso seja a situacdo mais frequente. Altera¢cdes na estrutura
dos cromossomas (duplica¢des, delecgdes, translocacdes, inversdes), na
quantidade de DNA por célula (amplificacdo genética) ou mesmo meca-
nismos epigenéticos como modificacdes na estrutura da cromatina ou na
metilagio do DNA podem explicar a varia¢io encontrada. Alguns autores
tém igualmente sugerido que modificacdes em genes citoplasmaticos e
alteracdes provocadas pelos agentes c-mitdticos utilizados podem também
contribuir para a variabilidade observada.

Qualquer que seja a causa da variabilidade observada em linhas an-
drogénicas obtidas por cultura de anteras de plantas HD, podem-se retirar
duas ilacdes. Em primeiro lugar fica a ideia de que as plantas consegui-
das por androgénese devem ser testadas no campo durante varios ciclos
com a finalidade de detectar alguma variabilidade ou perda de vigor. Por
outro lado, o aparecimento de variabilidade pode assumir aspectos posi-
tivos, mostrando os HD, algumas caracteristicas que os seus progenitores
nio possuiam e que poderdo vir a ser vantajosas sob o ponto de vista
agronomico.

Para além do albinismo e da variabilidade outros factores que limitam
o sucesso da embriogénese polinica sio a fraca inducio, quer ao nivel
do nimero de griaos de pdlen por antera quer ao nivel da percentagem de
anteras inoculadas, as anomalias morfolégicas que ocorrem nos embrides
e nas plantas obtidas, tal como observado no caso dos embrides somaticos,
a elevada mortalidade dos préembrides durante as fases iniciais de indu¢io
e a instabilidade das células hapléides em cultura o que leva ao apareci-

mento de plantas com complementos cromossémicos anémalos.
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CAP. 6. SUSPENSOES CELULARES
E METABOLITOS SECUNDARIOS

6.1. Introdugio

Como se referiu em capitulos anteriores a cultura in vitro de plantas
pode ser utilizada com diferentes objectivos como sejam a clonagem e
a obtenc¢io de haploides. Nesses capitulos vimos também que na cultura
in vitro de plantas é frequente a formacio de calos. Esses calos podem
ter a capacidade de regenerar plantas por organogénese ou embriogéne-
se somadtica. No entanto, eles podem também ser utilizados com outros
objectivos como sejam a andlise do crescimento celular, a producio de
biomassa ou para a extrac¢io de determinados metabolitos. Os calos
obtidos por cultura de células vegetais podem ter aspectos muito dife-
rentes que variam desde a sua consisténcia (compactos ou fridveis) até
a sua coloracao (verdes, amarelados, esbranquicados...) e que estdo
relacionados com o material de origem e com as condi¢des de cultura.
Em meio sélido as células dos calos, ao dividirem, tendem a ficar agrupadas
formando massas de células. No entanto, se os calos forem transferidos
para um meio de cultura liquido, as células tém tendéncia a separar-se
umas das outras, ficando livres ou formando pequenos agregados celu-
lares. E a esta populacio de células isoladas ou na forma de agregados
que se chama suspensdo celular. Neste capitulo serdo focados aspectos
relacionados com a obtencdo e manutencio de suspensdes celulares bem

como as suas aplicac¢oes.
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6.2. Obtencio de suspensdes celulares

Uma suspensio celular de células vegetais consiste num conjunto de
células isoladas e/ou agregados celulares de 20 a 100 células (Fig. 54)
dispersas e a crescer num meio liquido, em agitacdo (30 — 150 rpm).
A agitacdo permite uma melhor oxigenaciao da material em cultura e evita
a agregacido celular ao mesmo tempo que permite uma melhor distribuicao
das células e agregados no meio, facilitando o contacto com os nutrientes.
As células podem ser de tipo meristematico ou células alongadas e vacuoli-
zadas (Fig. 54). Restos de células mortas, resultantes da senescéncia celular,
e detritos celulares surgem com frequéncia nas suspensoes.

As suspensdes celulares sao normalmente iniciadas pela transferéncia
de um calo fridvel (calo em que as células facilmente se separam umas das
outras) obtido na presenca de uma auxina ou de uma auxina e uma citoci-
nina para um meio liquido de composi¢io semelhante (Fig. 55). O calo que
vai servir de base para a formacio da suspensio celular pode ser do tipo
embriogénico (Fig. 55) como acontece por exemplo com calos de cenoura
ou tamarilho ou nio (caso da linha BY-2 de tabaco). Calos embriogénicos
permitem a obtencao de um grande nimero de embrides somaticos num
volume reduzido podendo ser utilizados biorreactores com um volume maior
e com controlo automatico das condi¢cdes de cultura de forma a obter um
grande nimero de plantas. As suspensdes celulares podem também ser es-
tabelecidas pela cultura de células isoladas obtidas directamente de 6rgaos
vegetais por métodos mecanicos ou enzimaticos. Em cultura estas células
proliferam numa suspensdo celular sem ser necessiria a obten¢io de um
calo intermédio em meio solido.

Uma suspensio celular vegetal apresenta uma dinimica de crescimento
(Fig. 56) semelhante ao crescimento de outras populacdes celulares, como
por exemplo uma populacio bacteriana, com a diferenca do tempo de du-
plicacio (periodo necessario para a duplicacio do nimero de células) ser
muito maior no caso das plantas. De facto, enquanto numa populacao bac-
teriana esse periodo pode ser de 15 — 30 min., numa suspensiao de células
vegetais ele pode atingir varios dias (24-48h em condi¢des Optimas). Numa

fase inicial, a popula¢io celular mantém-se mais ou menos constante (fase



de adaptac¢io) sem que a populacio sofra um aumento significativo, apds
0 que se segue uma fase de crescimento activo em que o nimero de célu-
las aumenta exponencialmente (fase exponencial) e depois de uma forma
linear. Segue-se uma fase de desaceleracio em que as taxas de divisao e
alongamento celular diminuem e, finalmente, quando um factor se torna
limitante, a fase estaciondria em que o ndimero e o tamanho das células
permanecem constantes. Nesta altura, deve proceder-se a renovac¢io do
meio ou ao estabelecimento de subculturas para assegurar a continuagio
do crescimento. Caso este procedimento nio ocorra, a populacio celular

comeca a diminuir e, ao fim de algum tempo, as células degeneram.

Figura 54 — Células em suspensdo. A — Suspensio celular de células de tabaco. B — Detalhe
de A. C - Células de tamarilho muito vacuolizadas em suspensiao. D — Células de tipo
meristemadtico em suspensio. E — Agregados embriogénicos em suspensio.
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O periodo que decorre desde a inicia¢io das culturas até a fase esta-
ciondria depende essencialmente dos seguintes factores:
194 1 densidade celular inicial - altas densidades celulares (0.5 - 2.5 x 10°
células/ml) favorecem o crescimento,
2) durac¢io da fase de adaptacio,

3) taxa de crescimento da linha celular.

Figura 55 — Calos utilizados na obten¢do de suspensoes celulares. A — Calo fridvel da linha BY-2
de tabaco. Detalhe de um calo fridvel. Notar o aspecto muito hidratado das células. C — Calo
embriogénico de tamarilho. Os nédulos claros representam embrides em fases precoces de
desenvolvimento.



Uma suspensio de cultura ideal deve ser caracterizada por uma
homogeneidade morfolégica e bioquimica e por possuir uma elevada
percentagem de células isoladas ou de pequenos agregados. Numa cultura
sincronizada, os ciclos de células individuais estio numa mesma fase e
o comportamento de uma populacio reflecte o comportamento de uma
célula individual. A sincronizac¢io € ainda importante quando se preten-
dem produzir metabolitos secundarios a partir de suspensdes celulares
ou quando se pretendem realizar estudos bioquimicos sobre o desenvol-
vimento de embrides somaticos. Embora a sincroniza¢io das suspensdes
celulares seja dificil de obter podendo coexistir, numa mesma suspensao,
células isodiamétricas, células vacuolizadas e todos os graus de diferen-
ciacdo entre estes dois estadios tém sido feitas tentativas de sincronizar
as suspensoes. De acordo com Chawla (2009), uma cultura sincronizada
é aquela em que a maioria da populacio celular se encontra na mesma
fase do ciclo mitético. Existem varios procedimentos para sincronizar as
suspensoes celulares, como sejam a utiliza¢ao de inibidores metabdlicos
(5-aminouracilo, hidroxiureia), de choques térmicos (frio) ou a limitacao
de um determinado factor de crescimento (fonte de carbono, azoto ou
fosforo). Com a aplicacio destes tratamentos as células ficam bloqueadas
nas fases G1 e G2 da interfase. Outros agentes, como a colchicina po-
dem bloquear o ciclo celular na fase de mitose. Uma vez restabelecidas
as condi¢des normais de cultura as células reassumem o crescimento
verificando-se uma certa uniformidade entre as diferentes células relati-
vamente a fase do ciclo celular em que se encontram. O problema é que,
na maioria das circunstancias a uniformidade esta restringida a um uUnico
ciclo celular. Muitas suspensdes celulares estabelecidas, ap6s um periodo
alargado, apresentam uma certa heterogeneidade genética na sua populacao
que € impossivel de ultrapassar e que resulta de alteracdes no nimero
e na estrutura dos cromossomas. Outros problemas relacionados com as
suspensdes celulares tém a ver com o facto de ser necessario proceder
a subculturas frequentes, particularmente se a taxa de crescimento for
elevada, situacdo que se relaciona com o rapido consumo de nutrientes
essenciais ou que pode estar também relacionada com a acumulag¢io de

compostos inibitérios.
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Figura 56 — Curva tipica do crescimento de uma suspensio celular de células vegetais.

6.3. Medidas de viabilidade e crescimento celular

Para analisar o comportamento de uma suspensio celular, quer em termos
fisiologicos quer do ponto de vista da producio de metabolitos secundirios,
¢é necessario avaliar os parametros de crescimento das suspensdes celulares
e a viabilidade das células em cultura.

A viabilidade celular é normalmente determinada utilizando FDA (diacetato
de fluoresceina). Trata-se de um composto apolar que atravessa a membrana
celular. No interior da célula, e sob a ac¢ido de esterases, o composto € clivado
em fluoresceina e acetato sendo a primeira fluorescente quando submetida
a accao de radiacdo ultravioleta, emitindo uma colora¢cio amarelada (Fig.
57). Uma vez que o acetato nao estd associado a fluoresceina, a molécula
apresenta-se polar, sendo incapaz de atravessar a membrana de forma pas-
siva. Deste modo, a fluorescéncia observada é resultante, por um lado da
clivagem da molécula e, por outro, da sua reten¢do nas células. As células
nio viaveis, nio possuindo esterases siao incapazes de decompor e reter
a fluoresceina nio emitindo fluorescéncia. Um outro composto utilizado para
determinar a viabilidade das células em cultura é o azul de Evans. Neste
caso, as células vidveis reduzem o corante tornando-o incolor enquanto

as células nio vidveis niao o fazem, apresentando uma tonalidade azul.



Figura 57 — Determinacao da viabilidade celular através da utilizacido de diacetato fluoresceina.
Neste caso trata-se da viabilidade de graos de pélen. v — polen vidvel; nv — pélen nao vidvel.

O crescimento das suspensdes pode ser determinado por contagem
directa das células com o auxilio de um hemocitémetro, por determinacao
do peso seco e através da condutiancia (um parametro que € inversamen-
te proporcional ao peso fresco). A determina¢io dos niveis de proteina
total pode também ser utilizada pois € proporcional ao nimero de células
em cultura. No entanto, as células vegetais em cultura nio tém tendéncia
para acumular grandes quantidades de proteina de reserva pelo que este
método, devido também a sua morosidade, raramente é utilizado. Alguns
autores usam um procedimento chamado "packed cell volume" (PCV) que
consiste em remover, periodicamente, determinadas quantidades de meio
da suspensio (até 10 mlD. Estas por¢cdes de meio sio transferidas para tubos
de centrifuga e centrifugados a baixas velocidades durante 5 minutos. Isto
faz com que as células em suspensio sedimentem. O PCV é determinado
como ml de sedimento por ml de meio de cultura. O indice mitético, defi-
nido como a relacido entre o nimero de células em mitose o nimero total
de células em cultura, é também um bom indicador da proliferacio celular
de uma suspensiao embora o crescimento de uma suspensao celular esteja

também relacionado com o aumento do volume celular.
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6.4. Suspensodes celulares e producido de metabolitos secundarios

As suspensoes celulares podem ter varias aplica¢des. Elas podem uti-
lizar-se para determinar os factores envolvidos na nutricio e divisio das
células em cultura, para a formacio de embrides somaticos ou de outro
tipo de propagulos ou para a obtencido de protoplastos. No entanto, a maior
potencialidade deste tipo de culturas, esta relacionada com a producio de
embrides somdticos e de metabolitos secundarios. A produ¢io de embrides
somdticos ja foi referida pelo que vamos agora abordar com mais pormenor
a producido de metabolitos secundarios.

As plantas s3o fabricas muito eficazes. A partir de dgua, elementos mi-
nerais e dioxido de carbono e utilizando a luz solar captada pela clorofila,
siao capazes de formar hidratos de carbono que sao depois utilizados para
as mais diversificadas funcdes. Este metabolismo conduz a formacio dos
compostos mais abundantes nas plantas e que se podem designar como
metabolitos primarios. Os compostos assim formados onde se incluem os
lipidos, as proteinas, os hidratos de carbono e os adcidos nucleicos desempe-
nham func¢des essenciais nas plantas. Para além deste tipo de metabolitos,
comuns a todas as plantas e produzidos em grandes quantidades, existem
outros cujas fun¢des niao sio tao claras, de natureza mais diversificada
e produzidos em menores quantidades. Para além disso, muitos desses
compostos sdo apenas sintetizados em determinadas células ou especificos
de um grupo particular de plantas. Durante muito tempo pensou-se que
estes compostos eram produtos laterais do metabolismo sem uma funcao
particular nas plantas podendo, alguns deles, ser mesmo considerados uma
espécie de lixo metabdlico. Por estas razoes, tais compostos foram cha-
mados metabolitos secundarios. No entanto, 2 medida que o metabolismo
das plantas foi sendo melhor caracterizado, e que os mecanismos envolvidos
nos diferentes aspectos do desenvolvimento foram sendo compreendidos,
chegou-se a conclusio que muitos dos metabolitos secundarios sio cruciais
para o normal funcionamento dos organismos vegetais.

Esses produtos englobam aromas, resinas, taninos, 6leos essenciais,
borracha, tintas, medicamentos, especiarias, produtos de cosmética e aditi-

vos alimentares. Os compostos referidos sio de natureza quimica bastante



diversa e as fungdes precisas de muitos deles no desenvolvimento normal
das plantas estao ainda longe de estar determinadas. No entanto, sabe-se
actualmente que muitos destes compostos sio importantes do ponto de
vista ecolégico, funcionando como compostos alelopaticos e conferindo as
plantas que os produzem uma vantagem competitiva relativamente a outras
plantas inibindo ou retardando o seu crescimento evitando a competicao
pelo luz, dgua ou elementos minerais. Noutros casos, trata-se de compostos
que conferem as plantas um odor ou um gosto pouco apetecivel evitando
o ataque por herbivoros. A atrac¢io de agentes polinizadores ou dispersores
de sementes e o seu envolvimento no estabelecimento de interac¢des com
microrganismos sio outras importantes fun¢des destes compostos. Alguns
protegem também as plantas de determinado tipo de radia¢des, por exemplo
radia¢des ultravioletas enquanto outros sio importantes em mecanismos
de comunicacao celular. De facto, algumas hormonas vegetais, como as
citocininas, giberelinas e acido abscisico, s6 para referir as mais impor-
tantes sao derivados de metabolitos secundarios. Esta breve descricio das
func¢oes destes compostos mostra que o seu papel nas plantas esta longe
de poder ser considerado secundirio. Deste modo, muitos autores sugerem
que estes compostos nio devem ser chamados metabolitos secundarios
tendo sido propostas varias designacoes alternativas, como por exemplo,
“produtos naturais das plantas” ou simplesmente “produtos naturais”.
No entanto, por uma questao de tradicio o nome “metabolitos secunda-
rios” tem permanecido e € aquele que vulgarmente € utilizado. A tabela 2
mostra alguns metabolitos secundarios produzidos pelas plantas bem como
a funcido para a qual sio normalmente utilizados. Como se pode observar,
as aplicacdes sdo as mais variadas desde a sua aplicacio em satdde publica
até a utilizacio como condimentos.

Os metabolitos secundarios podem dividir-se em trés grandes grupos,
vulgarmente conhecidos como terpenos, fendis e alcaléides (compostos ricos
em azoto). A figura 58 mostra as principais vias de sintese envolvidas na
formacido dos grupos de metabolitos secundirios referidos. Como se pode
observar, uma mesma via metabdlica pode estar envolvida na producio
de mais que um tipo de metabolitos secundarios. Assim, a via do acido

chiquimico, conduz nao apenas a formacdo de alcaléides via aminodcidos
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aromaticos, mas também a formacio de compostos de natureza fendlica.
O inverso também ¢é verdade, ou seja, um tipo particular de compostos se-
cundarios pode resultar do envolvimento de mais que uma via metabdlica.
E o caso dos compostos fendlicos cuja formacio depende das vias do dcido
chiquimico e do acido malénico. A via do dcido chiquimico € particularmente
importante nas plantas pois conduz a formacao de aminodcidos aromaticos.
Estes compostos estao depois envolvidos numa séria de etapas bioquimicas
que levam a produc¢io de compostos extremamente importantes quer em
termos estruturais (caso da lenhina) quer em termos funcionais. De facto,
o triptofano, um aminoacido aromadtico, € um precursor das auxinas, hormonas
vegetais que controlam varios aspectos do desenvolvimento das plantas. Esta
via do acido chiquimico tem também sido alvo de investigacio com vista a

obtencido de plantas tolerantes a determinados herbicidas (ver capitulo 8).

Tabela 2. - Exemplos de alguns metabolitos secunddrios produzidos pelas plantas e indicacao
da sua actividade ou utiliza¢do principal (adaptado de Gawer, 1995 e Chawla, 2009).

Composto Espécie Actividade/utilizacio
Acido rosmarinico Coleus blumei Antioxidante
Antraquinonas Morinda citrifolia Laxativo

Atropina Atropa belladona Antiespasmddico
Berberina Coptis japonica Anti-inflamatério
Cafeina Coffea arabica, Coffea robusta Estimulante, cardiotonico
Capsaicina Capsicum frutescens Condimento
Codeina Papaver spp. Analgésico

Crocina Crocus sativus Especiaria
Digitoxina Digitalis lanata, Digitalis purpurea | CardiotOnica
Digoxina Digitalis lanata, Digitalis purpurea | Cardiotonica
Diosgenina Dioscorea deltoides Contraceptivo
Escopolamina Datura stramonium Anti-hipertensao
Ginsendsidos Panax ginseng Tonificante
Maitansina Maytenus bucchananii Antitumoral

Morfina Papaver somniferum Analgésico

Nicotina Virias espécies de Nicotiana Insecticida

Oleos essenciais Lavandula, Rosa sp. Eucalyptus sp. |Perfumaria
Piretrinas Chrysanthemum cincerariefolium  |Insecticida

Quinina Cinchona officinalis Anti-maldrica
Rotendides Derris elliptica, Tephrosia vogaeli Insecticida

Siconina Lithospermum erythrorhizon Corante, cicatrizante
Stevidsida Stevia rebaudiana Adocante

Taxol Taxus brevifolia Anti-tumoral
Ubiquinona 10 Nicotiana tabacum Cardioténica
Vanilina Vanilla planifolia Aroma, condimento
Vinblastina Catharantbus roseus Anti-tumoral
Vincristina Catharantbus roseus Antitumoral
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Figura 58 — Principais vias metabdlicas envolvidas na producao
de metabolitos secundarios. AA — aminodcidos,
MEP - metileritritol fosfato (adaptado de Taiz e Zeiger, 20006).

Os terpenos e seus derivados formam o grupo mais abundante de
metabolitos secundarios. Uma vez que a decomposicio dos compostos
terpénicos, a elevadas temperaturas, origina unidades de isopreno (C,Hy)
estes compostos sao também designados por isoprendides. Os diferentes
terpenos sio classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno
que possuem. Assim, os monoterpenos possuem 2 unidades de isopreno
(10 atomos de carbono), enquanto os diterpenos possuem 4 unidades de
isopreno (20 C). Hemiterpeno € a designacdo que se aplica a um terpeno
com 5 atomos de carbono enquanto um sesquiterpeno possui 15 atomos de
carbono. Compostos com um numero elevado de unidades de isopreno sdo
denominados politerpenos. Muitas plantas produzem misturas complexas
de terpenos voliteis designadas Oleos essenciais e que conferem as plantas

que os produzem um odor caracteristico. Lavandulas, citrinos e eucaliptos
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sdo algumas das plantas que produzem este tipo de 6leos. Alguns compos-
tos terpénicos sio poderosos insecticidas como acontece com as piretrinas
produzidas por plantas do género Chrysantbemum. Os brassinosteréides, um
grupo de hormonas vegetais descoberto inicialmente no polen de espécies
do género Brassica, sio compostos terpénicos com 30 atomos de carbono
(triterpenos). Os pigmentos carotendides sdo também terpenos e a borracha
encontrada no latex de algumas plantas (Ficus elastica, Hevea brasiliensis)
¢ um polimero formado por mais de 15000 unidades de isopreno.

Compostos fendlicos, como o nome indica, sio compostos que possuem
pelo menos um grupo fendlico: um anel de benzeno ao qual estd directa-
mente ligado um grupo hidroxilo (OH). Os fendis, tal como os terpenos,
sdo também um conjunto muito heterogéneo de compostos organicos,
sendo conhecidos mais de 10.000. Variam entre compostos estruturalmente
muito simples até polimeros de elevado peso molecular como os taninos
condensados. Muitos compostos fendlicos sao produzidos a partir do ami-
nodcido aromitico fenilalanina com a sua conversio em 4dcido cinamico
numa reac¢ao catalizada pela enzima fenilalanina amonia liase. Trata-se de
uma enzima chave no metabolismo das plantas pois o dcido cinamico é um
composto essencial para a formacio da lenhina, um componente essencial
da parede celular de varios tipos celulares. Varios pigmentos comuns nas
plantas sao também compostos de natureza fenolica responsaveis pela co-
loracao das flores e dos frutos, ajudando assim a atrac¢ao de polinizadores
e a dispersao de sementes. Alguns fendis possuem actividade antioxidante
sendo extremamente interessantes do ponto de vista alimentar pois podem
ajudar a prevenir problemas vasculares.

Como o nome sugere, os alcaléides sio compostos alcalinos que se calcula
estejam presentes em cerca de 20% das plantas vasculares. Os alcaldides
constituem também uma vasta familia de compostos organicos que possuem
trés caracteristicas em comum: sao soliveis em 4dgua, possuem um ou mais
atomos de azoto e exibem uma forte actividade biolégica. De acordo com
Hopkins e Hiner (2004) algumas das drogas mais importantes derivadas
das plantas sdo alcaléides. Muitos destes compostos sio poderosos vene-
nos pois interferem com a actividade de neurotransmissores. A titulo de

curiosidade pode referir-se que Socrates foi executado pela ingestio de um



extracto de Conium spp. Algumas plantas sio particularmente conhecidas
por produzirem este tipo de compostos. E o caso de virios membros das
familias Solanaceae e Papaveraceae. Em condi¢cdes naturais muitos destes
compostos funcionam como uma protec¢ao das plantas visto serem téxicos
para os herbivoros. Por exemplo, os glicésidos cianogénicos libertam 4cido
cianidrico, um poderoso inibidor da respira¢io. Embora extremamente toxi-
COS para outros organismos, os compostos sao inofensivos para as plantas
visto que sio armazenados em compartimentos celulares diferentes das
enzimas envolvidas na sua hidrélise.

Muitos dos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sio utilizados
pelos humanos desde tempos imemoriais. A curticio das peles com taninos,
a extraccao de corantes ou a utiliza¢io das plantas para fins medicinais
sdo apenas alguns exemplos deste aproveitamento das potencialidades do
mundo vegetal. Nas mais antigas civilizacdes o exercicio da medicina e da
farmacologia esteve sempre associado ao conhecimento das plantas e dos
produtos que elas produzem. Os curandeiros e os feiticeiros foram sempre
individuos poderosos no seio das sociedades onde se inseriam devido aos
conhecimentos que tinham do mundo vegetal, uma situacio que ainda
hoje se verifica em povos primitivos. Também numa perspectiva historica
¢ sabido que o exercicio da medicina esteve sempre ligado ao conhecimen-
to que os médicos tinham dos compostos quimicos extraidos das plantas.
Como exemplo podemos citar o trabalho do médico e botanico portugués
Garcia de Orta, um estudioso das potencialidades curativas das plantas da
India. Mesmo nas modernas sociedades ocidentais sio poucas as pessoas
que nunca recorreram a uma infusio de uma qualquer planta para tratar
uma indisposicio ou mesmo doencgas mais graves. O entusiasmo recente
com a planta Aloe vera é indicativo do ponto a que pode chegar a crencga
nas potencialidades das plantas.

Apesar dos avang¢os na sintese quimica de medicamentos e de outros
compostos de interesse pratico como herbicidas, aromas ou aditivos alimen-
tares, uma grande percentagem dos firmacos utilizados em medicina tem
origem em produtos de origem vegetal. O taxol extraido do teixo-americano
e usado no combate contra alguns tipos particulares de cancro, e a utilizaciao

do acido chiquimico extraido em grandes quantidades da planta Illicium
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verum (usada como condimento em paises como a China, India e Maldsia)
para a producio de tamiflu sdo dois dos exemplos mais recentes de como as
plantas continuam a ser fontes importantes de principios activos. A sintese
quimica de compostos produzidos pelas plantas ou a producgio alternativa
por outros organismos nem sempre ¢ eficaz e, em algumas situacoes, torna-se
mesmo impraticivel nio apenas por dificuldades técnicas mas também
porque os procedimentos experimentais encarecem o produto tornando-o
pouco competitivo. Por exemplo, no caso do tamiflu, o dcido chiquimico
pode também ser produzido pela fermentacio de determinadas estirpes de
Escherichia coli mas os rendimentos sio menores que a extrac¢ao a partir
da planta I. verum. Para além disso, nos paises mais desenvolvidos ha um
interesse crescente pelos produtos ditos naturais pese embora o facto de
eles poderem ser exactamente iguais aos de sintese quimica. No entanto,
o “mercado verde” esta em expansdo e os gigantes da industria quimica ja
perceberam esses sinais, apostando cada vez mais em produtos extraidos
de plantas. Finalmente, deve dizer-se que, das cerca de 400.000 plantas
que se estima existirem, a maior parte ndo estd caracterizada quanto ao
seu potencial quimico havendo muito a esperar no que diz respeito a des-
coberta de novos compostos quimicos de interesse.

Tradicionalmente os metabolitos secundarios tém sido obtidos a partir
de plantas espontineas ou cultivadas. No caso das plantas espontianeas,
a principal limitacao que se coloca é a exploracio excessiva que pode levar
a uma perda rapida da diversidade se a procura for muito intensa. No caso
das plantas cultivadas colocam-se outros problemas como seja o custo de
producio, a interferéncia de factores bidticos e abidticos que podem levar
a perdas acentuadas das culturas.

A producio de metabolitos vegetais por células em cultura € uma meto-
dologia alternativa a extrac¢iao de produtos a partir de plantas e que pode
mesmo apresentar algumas vantagens. Entre essas vantagens contam-se
a independéncia da extraccio relativamente as condi¢des climaticas ou geo-
graficas e altura do ano, a possibilidade de produzir compostos em condi¢oes
controladas, uma melhor garantia de qualidade do produto, modificacio de
compostos com vista a obtenciao de um melhor rendimento ou de produtos

com novas potencialidades e a possibilidade de utilizacdo de plantas com



ciclos de vida longos reduzindo assim o tempo de producio. Nio menos
importante é o impacto deste tipo de técnica em termos de conservagao
e reducido dos impactos negativos no que diz respeito a diversidade biolégica.
De facto, uma procura intensiva de determinadas plantas nio cultivadas com
o objectivo de extrac¢do de compostos quimicos pode colocar em causa
a sua manutenc¢do nos habitats naturais pelo que o recurso a culturas in
vitro reduz ou evita a sua colheita excessiva.

Muitos metabolitos secundarios sao apenas produzidos em estruturas par-
ticulares que normalmente niao se formam a partir de calos ou suspensodes
celulares. Como exemplo podem citar-se os 6leos essenciais que algumas
plantas aromadticas produzem em tricomas glandulares ou em estruturas
secretoras internas (Fig. 59) ou a produc¢io de liatex em lacticiferos. Nestas
circunstincias, a extrac¢io implica necessariamente a utiliza¢io dessas
estruturas. No entanto, outros compostos podem ser produzidos a partir de
células em cultura ou mesmo de 6rgaos particulares como sejam as raizes
pelo que, nesses casos, a obtencdo dos metabolitos niao requer a formagio
das estruturas secretoras.

A obtencio de metabolitos secundidrios a uma escala industrial a partir
de culturas de células em suspensio implica a utilizacio de biorreactores
com volumes de cultura que podem chegar aos 75.000 litros. Os principais
problemas que se colocam a estes sistemas de cultura sdo a oxigenacio das
células evitando a sua deposicio e o fornecimento dos nutrientes necessa-
rios ao seu crescimento, bem como a manutenc¢io das condi¢cdes Optimas
de cultura, nomeadamente o pH do meio.

Existem actualmente dois principais tipos de biorreactores. Aqueles em
que a agitacao é mecinica e andlogos aos fermentadores utilizados na cultura
de microrganismos. Neste caso a agitacio é provocada por um rotor que
faz mover laminas ou hélices. Noutros sistemas, a agitacdo é conseguida
pela injeccio de uma corrente de ar ascendente ou através de um tambor
oscilante. Os biorreactores de agitacio mecanica sio particularmente efi-
cazes para volumes de cultura da ordem dos 750 a 1.000 litros enquanto
os biorreactores de injec¢do de ar sao mais adequados para uma producio
industrial. Mais recentemente, surgiram novos sistemas de biorreactores em

que as células podem ser imobilizadas numa determinada substancia poro-
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sa que permite a difusio do oxigénio. A utiliza¢io de fibras de propileno

como material de suporte é muito comum nestes sistemas.
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Figura 59 — Estruturas secretoras de Lavandula.



No que diz respeito ao sistema de fornecimento dos nutrientes podem-se
distinguir os sistemas de cultura continua abertos e sistemas de cultura
continua fechados. Nos sistemas de cultura continua abertos a adi¢cao de
novo meio de cultura é compensada pela colheita de um igual volume de
meio contendo células em suspensio. Desta forma, a densidade de célu-
las em cultura é mantida a uma taxa relativamente constante e as células
mantém-se uniformes num mesmo estado metabdlico. Este sistema é o mais
utilizado quando as células sio capazes de produzir os metabolitos durante
a fase exponencial, sendo mantidas a uma taxa de crescimento subdptimo.
Pelo contrario, nos sistemas fechados, as células sio mantidas no meio e a
adicdo de um determinado volume de meio é compensada pela eliminacao
de um volume igual. As células eventualmente removidas com o meio siao
adicionadas de novo a cultura. Ao contrario dos sistemas abertos, nestes
sistemas ha um aumento continuo de biomassa. Estes sistemas sdo particu-
larmente importantes na extrac¢io de metabolitos que sdo libertados para o
meio de cultura como sejam cumarinas e alguns compostos terpénicos e em
situacoes em que a producdo dos metabolitos € atingida na fase estaciondria.
Finalmente, ha a considerar ainda os sistemas de cultura semi-continuos
em que a remo¢ido de um determinado volume de meio é compensada pela
adicao de um volume equivalente. Nos intervalos entre a substituicao de
meio quer a densidade celular quer a concentra¢cio de nutrientes variam.
Deste modo, o crescimento das células em cultura sofre oscilagdes periddicas
variando entre um valor maximo e minimo que depende da quantidade de
meio removido e adicionado e da periodicidade das substituicoes.

Em algumas situacoes a produc¢io de metabolitos secundarios por células
em cultura pode requerer a utilizacio de dois meios de cultura diferentes.
Um meio de crescimento com vista a obtenc¢do de uma populacao celular
uniforme e um segundo meio com o objectivo de produzir o composto de
interesse. Esta situagdo verifica-se porque, em muitas espécies, o crescimento
celular e a producido de metabolitos sio incompativeis e as condi¢des de
cultura para optimizar os dois aspectos sio também diferentes. Por exem-
plo, em algumas espécies, a inclusio de maiores concentracdes de fosfato
no meio de cultura é necessario para obter antroquinonas. No entanto, a

inclusio das mesmas concentracdes em fases de crescimento tém um efeito
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inibidor impedindo assim um crescimento eficaz da suspensio. O que é vi-
lido para o fosfato pode também aplicar-se a outros componentes do meio.
Por exemplo, o 2,4-D, responsavel pela estimulacio das divisdes celulares e
pelo alongamento, € inibidor da produc¢io de metabolitos. Outros factores
que podem promover o crescimento e afectar a producio de metabolitos
secundarios sio a fonte de carbono, o azoto o sulfato e o cobre bem como
os meios base utilizados. Deste modo, para cada tecido e tipo de compostos
a produzir as condi¢des de cultura tém que ser optimizadas. Existem no
entanto casos em que a utilizacio de dois meios diferentes nao é necessario
reduzindo o tempo de cultura e as manipulagdes celulares.

A produc¢io de metabolitos secundarios por células em suspensio esta
muito dependente da dindmica de crescimento da suspensido celular (Fig.
56). De uma maneira geral, é nas fases lag e na fase exponencial que
a producio de metabolitos secundarios é mais reduzida. A producio de
quantidades significativas dos metabolitos secundarios tem lugar no final da
fase exponencial ou durante a fase estaciondria. Nesta altura, o crescimento
celular € reduzido e as vias metabdlicas primirias podem ser direccionadas
para o fornecimento de substratos necessarios para as vias metabodlicas
secundarias. Deste modo, os sistemas mais eficazes de producio de meta-
bolitos secundarios sao aqueles que permitem um crescimento rapido das
suspensodes levando a obtencao de uma grande biomassa a partir da qual
podem depois ser extraidos os compostos.

Como ja foi referido alguns metabolitos secundarios produzidos in vitro
podem ser libertados para o meio de cultura. Nestes casos, a sua extrac-
¢io do meio € relativamente facil recorrendo-se a técnicas bioquimicas de
andlise e extrac¢do como sejam espectrofotometria, cromatografia, imuno-
deteccdo, radioimunoensaio, entre outras. No entanto, muitos produtos sao
produzidos e mantidos no interior das células no citoplasma (e.g. siconina
no reticulo) ou em compartimentos intracelulares, vulgarmente nos vacio-
los (antocianinas, berberina). Nestas situa¢des, € necessario proceder a sua
detec¢io e extrac¢ido ou entdo favorecer a sua libertacio para o meio de
cultura. Alguns agentes permeantes tém sido utilizados para favorecer a li-
bertacdo de compostos quimicos para o meio. E o caso do dimetil sulféxido,

um composto frequentemente adicionado as células em cultura de forma



a facilitar a obtencio do composto de interesse. A electroporacio das
células tem também sido utilizada. Noutras situacdes é necessario proceder
a destruicido celular para remover o produto e numa fase ulterior purifica-lo.
Nestes casos deve acautelar-se a eventual alteracio dos compostos pelos 209

métodos de extraccao utilizados.

6.5. Optimizacao de rendimentos

Viarias metodologias tém sido utilizadas com o objectivo de aumentar
ou alterar os produtos produzidos in vitro tornando assim mais rentdveis
as culturas. De entre os procedimentos adoptados destacam-se a adi¢ao
de precursores, a biotransformacio, elicitacio e a seleccio de linhas mais

produtivas.

6.5.1. Adicao de precursores

Num certo nimero de sistemas experimentais, foi observado que as
enzimas do metabolismo secundario ndo operavam as suas taxas maximas
porque as concentra¢des dos precursores estavam presentes em quantidades
reduzidas. Assim, um aumento das concentragdes intracelulares de determi-
nados precursores, pode levar a um aumento da sintese de determinados
compostos secundarios. Por exemplo, suspensdes celulares de Datura innoxia
(solandcea) crescidas em meio com ornitina produzem grandes quantidades
de escopolamina, um alcaléide, o mesmo sucedendo com suspensdes de

Coffea arabica (cafeeiro) que convertem teobromina em cafeina.

6.5.2. Biotransformacio

As reacc¢oes de biotransformac¢io (bioconversio) envolvem oxidacdes,

reducgodes, hidroxilagdes, metilacoes acetilagdes ou glicosilagdes. O principio

deste processo assenta na capacidade que as células vegetais possuem de
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transformar um determinado composto num produto final de elevado valor.
Os compostos quimicos que podem sofrer transformacdes pelas células
em cultura incluem fendis, esterdides, alcaldides, terpenos, entre outros.
A biotransformacao por células vegetais € atractiva sob o ponto de vista
econdmico quando a sintese de determinados compostos quimicos nio pode
ser realizada por sintese quimica ou por microrganismos. Na tabela 3 estao
representados alguns exemplos de biotransformacido por células em cultura
de diferentes espécies. Um exemplo deste tipo de processo é a obtenc¢io de
um derivado da aspirina a partir de culturas celulares de Mallotus japonica.
As células desta espécie sdo capazes de adicionar um glicésido ao dcido
salicilico originando um derivado que tem uma actividade analgésica mais
ripida que a aspirina apresentando ainda uma melhor tolerancia géstrica.

A biotransformacao é particularmente interessante quando as células que
nio produzem um composto particular tém a capacidade de o transformar.
E o caso da arbutina que nido é produzida por células de tabaco mas que
estas podem produzir a partir de hidroquinona. Noutras situacdes, a bio-
transformacio pode levar a sintese de compostos até entao desconhecidos.
A capacidade das células vegetais modificarem agentes xenobidticos tem
sido recentemente alvo de estudos. A manipulacio das vias metabdlicas
envolvidas na modificacio destes compostos pode conduzir a obtenc¢io de
plantas que possam ser utilizadas na fitorremediacido de locais contaminados
com determinados produtos quimicos, um pouco a semelhanca do que ja
se faz actualmente com base no potencial de algumas espécies de plantas
para extrairem metais pesados do solo (capitulo 9).

Tabela 3. — Exemplos de alguns metabodelitos secundarios biotransformados por células
vegetais em cultura (adaptado Ishihara et al., 2003 e Chawla, 2009).

Composto inicial Espécie Produto

Catequina Eucalyptus perriniana Glicosidos de catequina
Codeinona Papaver somniferum Codeina

Digitoxina Digitalis lanata Digoxina

Esteviol Stevia rebaudiana Esteviosido
Hidroquinona Nicotiana tabacum (BY-2) Arbutina

Hidroquinona Datura spp. Arbutina
N-flatoil-L-glutamina Taxus brevifolia Talidomida

Paclitaxel Rauwolfia serpentina 10-deacetil taxol
p-hidroxibenzaldeido Datura stramonium Gastrodina
Progesterona Capsicum frutescens Progesterona dihidroxilada
Salicil aldeido Varthemia persica Salicina

Triptamina Peganum bharmala Serotonina




6.5.3. Elicitacio

Muitas plantas respondem ao ataque por fungos ou bactérias através da
producio de fitoalexinas no local da infec¢io. Este mecanismo de defesa tem
sido explorado em culturas de células com vista a producio de metabolitos
secundarios e é designado por elicitacdo. Elicitadores como homogeneizados
de fungos e mesmo sais inorganicos como sulfato de cobre tém sido utilizados
para induzir a formac¢ido de produtos secundarios. Por exemplo, o tratamento
de suspensoes celulares de Papaver somniferum (papoila-do-6pio) com um
homogeneizado do fungo Botrytis tem como consequéncia a acumulagio
de sanguinarina um composto com actividade antibiética contra as bactérias
que causam formacido da placa dentaria. Tentativas realizadas com o objectivo
de determinar que componente dos fungos seria responsavel por esta res-
posta parecem apontar para a quitina, um constituinte da parede dos fungos.
No caso de um outro fungo, Phytophtora megasperma o agente elicitor é
um B-glucano. Em Gossypium arboretum (uma espécie do mesmo género do
algodoeiro) a adicdo de um extracto de Verticillium, um fungo parasita das
plantas, induz a formacido de gossipol, um potencial contraceptivo masculino.

Para além destes elicitores bidticos existem os chamados elicitores abidticos
como sejam metais pesados ou o pH. Para além destes, tem-se verificado
que uma vasta gama de substiancias tem a capacidade de induzir a formacio
de metabolitos secundarios em culturas de células. Por exemplo, a agaro-
pectina, um composto extraido do agar, induz a producao de siconina em
linhas celulares de Lithospermum erytororbizon, uma planta perene nativa
do Japao e da China cuja raiz é designada “shikon” na medicina chinesa
e que contém o pigmento siconina. Por sua vez, o manitol leva 2 acumulacio
de alcaldides inddlicos em culturas de células de Catharanthus.

O tipo de composto produzido pelas células pode ser dependente do
elicitor ou ndo. Assim, em alguns casos verifica-se que o composto elicitor
apenas promove um aumento do produto que era normalmente produzido.
Noutros casos, porém, a aplicacdo de um elicitor conduz ao aparecimen-
to de compostos que niao eram produzidos ocorrendo a sintese de novo
de novos compostos, um pouco a semelhanc¢a do que foi referido no caso

da biotransformacio.
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Em certas circunstiancias a inclusio no meio de cultura de compostos
adsorventes, como o carvao activado ou resinas favorece também a producio
de metabolitos secundarios. Neste caso nido se trata de um processo indutivo
mas sim o resultado desses compostos poderem adsorver o material evitando

assim a sua degradacio fisica por accio de enzimas presentes nas células.

6.5.4. Seleccao de linhas celulares

As culturas de células vegetais em suspensiao sio um sistema ideal para a
induc¢io de mutagénese ou para estudos de pressiao de seleccdo utilizando agen-
tes selectivos com vista ao isolamento e multiplicacio de linhas celulares com
novas caracteristicas. Nesta Gltima situac¢do as células em cultura sio expostas
a um composto téxico sendo seleccionadas as células resistentes. Uma vez que
as células estdo isoladas ou em pequenos agregados e apresentam uma forte
heterogeneidade bioquimica, a indu¢io de muta¢io numa célula seguida da sua
divisdo permite obter um clone de células com uma caracteristica particular. Por
exemplo, células com niveis mais elevados de producio de compostos fendlicos
(acido rosmarinico) tém sido obtidas apds exposicio e seleccio de linhas celulares
(e.g. Capsicum annuum) resistentes a p-fluorofenilalanina. A mutagénese pode
ser conseguida submetendo as culturas a agentes mutagénicos como 0 composto
EMS ou a radiacoes. Com base neste tipo de ensaios podem ser obtidas linhas
celulares com maior capacidade de sintese de determinados compostos ou com
a capacidade de biotransformar produtos de baixo valor comercial em quimicos
de elevado interesse. A obtencio de linhas celulares interessantes pode também
verificar-se através da ocorréncia de variacao somaclonal nas células em cultura,
um processo que pode ter diversas causas mas cujo resultado final é a varia-
bilidade genética. Esta € muitas vezes de cardcter negativo mas os somaclones
podem, por vezes, apresentar caracteristicas de interesse.

As limita¢des a seleccio de células por este tipo de metodologia sio varias.
Assim, muitas fun¢des metabodlicas (e.g. fotossintese) nio se realizam em cultura.
Deste modo, as manipulacdes celulares estao limitadas aquelas caracteristicas
que sdo expressas na planta e ao nivel celular. Ao contrario das bactérias,

as culturas celulares de plantas representam uma populacio bastante he-



terogénea se nio ao nivel morfolégico pelo menos ao nivel bioquimico.
Se a mutagénese for induzida, o cardcter mutagénico serd, com forte probabili-
dade, muito variavel dada a gama de estados fisiol6gicos que existem numa
mesma populacio. Com frequéncia, apenas um nimero muito reduzido de
células exprime a caracteristica pretendida. Além disso, s6 uma pequena per-
centagem desta populacio é capaz de divisdo celular e dentro desta apenas
uma pequena parte é capaz de regenera¢ao com o objectivo de obter plantas

com a nova caracteristica.

6.6. Transformacido genética de plantas e produc¢io de metabolitos secundarios

A transformacio genética de plantas serd tratada com mais detalhe nos
capitulos 8 e 9. No entanto, as vias metabdlicas, estando sob o controlo
de enzimas, podem em ultima analise ser manipuladas por modificacdes
nos genes que controlam a sintese dos diferentes intermedidrios metabo-
licos numa determinada via de sintese. Em vias metabdlicas complexas,
onde uma série de reaccdes decorrem sob a accio de diferentes enzimas
a manipulacio é dificil pois o produto final, por exemplo, um pigmento,
depende de um conjunto prévio de reacgcdes sob o controlo de diferentes
genes Trata-se de caracteristicas poligénicas. No entanto, por vezes, vias
metabdlicas complexas podem ser manipuladas com vista a obten¢ao de um
determinado produto. Por exemplo, no caso do arroz dourado, foi conse-
guida a produc¢do de B-caroteno no endosperma de cariopses de arroz, um
local onde este composto nio é produzido (capitulo 9). A recente obtencio
de roseiras capazes de produzir rosas azuis por uma firma japonesa ¢ um
outro exemplo de manipulacio de vias de sintese complexas, neste caso
a producio de pigmentos antocianicos. Em Catharanthus roseus, uma planta
conhecida pela sua capacidade de produzir metabolitos secunddrios em
culturas celulares, foi conseguida um aumento da producio de alcaldides
terpendides através da sobre-expressio de enzimas da via de sintese destes
compostos, em particular da enzima triptofano descarboxilase.

O potencial das células vegetais tem sido usado nao apenas para

a producao de metabolitos secundarios mas também para a obtenc¢do de
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outros compostos com importantes aplicacdes em termos da industria farma-
céutica como sejam vacinas, anticorpos, proteinas animais, hormonas, entre
muitos outros, num conjunto de técnicas vulgarmente designadas por “biofar-
ming”. Estes sistemas de produc¢ido baseados em células vegetais poderdo vir
a ser uma alternativa aos sistemas de produc¢ao com base em microrganismos.
A producio de compostos de natureza proteica € particularmente atractiva
estimando-se que mais de 100 proteinas recombinantes diferentes tenham
ja sido produzidas em plantas com base em técnicas de transformacao ge-
nética. A principal vantagem das plantas em relacio aos microrganismos
para a producio de proteinas recombinantes reside no facto das proteinas
recombinantes produzidas em procariotas nao poderem sofrer modificacoes
poOs-translacionais enquanto as células vegetais possuem a capacidade de
realizar essa transformacio necessaria para uma correcta actividade fisiologica.
Como ji foi referido, a producio de alguns tipos de metabolitos secun-
darios ocorre apenas em estruturas ou Orgaos particulares e nesse caso
a sua producido por células em cultura é impossivel. As raizes sio o6rgios
particularmente eficazes na producio de metabolitos secunddrios. Essa situa-
¢ido parece ser o resultado do facto das raizes crescerem no solo onde existe
uma grande variedade de microrganismos e onde as células experimentam
com frequéncia diferentes situacdes de stresse. Tendo em consideracio
a capacidade das raizes produzirem metabolitos secundarios tém sido de-
senvolvidos sistemas com o objectivo de obter raizes em grande nimero
com vista a sua cultura e ulterior extrac¢ao de metabolitos secundarios.
Nas plantas, a primeira raiz que se forma resulta da germinac¢io do em-
brido. Esta raiz pode depois formar raizes laterais as quais, por sua vez, se
podem voltar a ramificar dando assim origem ao sistema vascular de uma
planta. No entanto, as raizes podem também ser induzidas noutros 6rgios
através de tratamentos hormonais. Como vimos no capitulo 3 esse é um
procedimento adoptado para o enraizamento de rebentos caulinares de
forma a obter plantas completas. Em condi¢cdes experimentais, a formacio
de raizes pode ser conseguida submetendo as células vegetais a um trata-
mento com auxina. As raizes assim obtidas podem ser cultivadas em meio
liquido em pequena escala ou em biorreactores com vista a extrac¢ao de

metabolitos secundarios.



6.6.1. Producio de metabolitos em hairy roots

Um sistema alternativo consiste em infectar as células vegetais com uma
bactéria, designada Agrobacterium rbizogenes que provoca um fendtipo parti-
cular nos tecidos infectados e que se manifesta pela formac¢io de um grande
ndmero de raizes muito finas, alongadas, com crescimento plagiotrépico e
por vezes muito ramificadas chamadas “hairy roots”. Trata-se, de um pro-
cesso infeccioso semelhante ao provocado por uma bactéria idéntica muito
utilizada na transformaciio genética de plantas, Agrobacterium tumefaciens
(capitulo 8). Relativamente a outros métodos de induc¢io de rizogénese,
as hairy roots tém a vantagem de ndo necessitarem de exposiciao as auxi-
nas pois o mecanismo de infec¢do leva a insercao de genes que controlam
a sintese de auxinas no genoma das células infectadas o que conduz a sua
prolifera¢io continua num meio de cultura através da subcultura dos apices
radiculares. Para além disso, as hairy roots sio muito estdveis em cultura
quer do ponto de vista fenotipico como genotipico ao contrario do que
se verifica com as raizes obtidas por tratamentos quimicos com auxinas.

Tabela 4. — Exemplos de alguns metabolitos secundarios produzidos a partir da cultura de bairy
roots (adaptado de Ishihara et al., 2003; Hu e Du, 2000).

Composto Espécie Efeito/aplicacao
Artemisina Artemisia annua Antimalarico

Hiosciamina Datura stramonium Anticolinérgico
Escopolamina Duboisia muoporoides Contra o enjoo do movimento
Siconina Lithospermum erythrorbizon Anti-inflamatério
Betacianina Beta vulgaris Pigmento

Saponinas Panax ginseng Ténico

Catarantina Catharanthus roseus Sintese de vinblastina
Nicotina Nicotiana tabacum Insecticida, antipsicético
Alacaldides quinolinicos | Cinchona ledgeriana Antimalarico

Esculetina Cichorium intybus Antioxidante

Cardendlidos Digitalis lanata Cardiotonicos

Cardendlidos Digitalis purpurea Cardioténicos

Quinonas Bidens sulphureus Producio de tintas
Antraquinonas Polygonum multiflorum Corantes, repelentes de aves
Antraquinonas Rubia cordifolia Serotonina

A semelhanca das suspensodes celulares as hairy roots podem também
ser cultivadas em biorreactores com vista a producio em larga escala de
compostos quimicos. No entanto, devido as suas particularidades, as hairy

roots necessitam de biorreactores com caracteristicas mecinicas diferentes
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daqueles usados para as células em suspensio. Ainda de maneira similar
ao que foi dito para as suspensdes celulares, as bhairy roots podem também
realizar a biotransformac¢io de compostos e podem responder a adi¢do
de precursores de metabolitos no meio de cultura pelo aumento da sinte-
se do produto final. A aplicag¢io de elicitores estimula também a sintese
de metabolitos secundarios pelas hairy roots. Na tabela 4 indicam-se alguns
metabolitos de interesse produzidos por hairy roots de varias espécies.
As hairy roots tém também sido utilizadas em estudos para avaliar o potencial
de fitorremediacio de algumas espécies, em ensaios de producio de protei-
nas recombinantes e ainda na regeneracio de plantas. As plantas produzidas
a partir de hairy roots apresentam um fenétipo caracteristico que se manifesta
pela presenca de folhas enrugadas, dominincia apical reduzida, reducio dos
entrends e extrema facilidade dos caules e folhas formarem raizes adventicias.
A cultura de hairy roots tem tido uma aplicagiao crescente apesar de al-
guns dos problemas que lhe estdo associados. Essas limita¢oes resultam do
facto de nem todas as plantas serem facilmente infectadas com A. rhizogenes,
como acontece com as monocotiledoneas, a manifestacio de mecanismos de
silenciamento dos genes introduzidos, mecanismos de controlo diferentes das
mesmas vias metabdlicas em espécies semelhantes tornando problematica
a generalizacdo de resultados e obrigando a uma optimizaciao sempre que no-
vas espécies ou variedades sdo testadas. Outro problema reside na ocorréncia
de variacdes cromossémicas nas raizes cultivadas ou de outros mecanismos
responsaveis pelo aparecimento de variacao somaclonal. Uma outra limitac¢do
resulta do facto das hairy roots constituirem um sistema isolado, no sentido
de que nio existe uma ligacdo com outros Orgaos como normalmente se
verifica numa planta. Esta situacdo pode resultar em deficiéncias nutricionais
nas raizes que, por sua vez, podem dificultar a producio de determinados
compostos. Para além disso, em condi¢des naturais os compostos produzi-
dos na raiz sio translocados para outras partes da planta através do sistema
vascular. Nas hairy roots esta situa¢do nio se verifica podendo ocorrer uma
acumulacio excessiva de compostos que se podem tornar toxicos para as
células. Desta forma, deve fazer-se uma monitoriza¢io cuidadosa das condi-
¢odes de cultura para que deficiéncias dos meios de cultura ou um excesso

de metabolitos acumulados nas raizes niao afecte o seu desenvolvimento.



Finalmente, deve referir-se que a producido de metabolitos pelas hairy roots
pode ser optimizada através da co-cultura com outros 6rgios, como sejam
caules ou folhas. A libertacao para o meio de determinados compostos por
estes orgios podem ser necessdrios para que as raizes consigam produzir
determinados metabdlitos a taxas mais elevadas. O pressuposto desta meto-
dologia € que os 6rgdos co-cultivados fornecam compostos que em condicoes

normais seriam transportados até 4 raiz pelo sistema vascular.

6.7. Produc¢io de metabolitos noutros 6rgios

A cultura de rebentos caulinares pode também ser usada para a extrac¢io
de metabolitos secundiarios quando a producio desses metabolitos ocorre
em estruturas especificas como tricomas glandulares ou estruturas secretoras
internas. Neste caso si0 necessarios sistemas eficazes de micropropagacao
para que se possa obter uma quantidade importante de biomassa a partir
da qual se possa extrair o ou os compostos desejados. Existem ainda me-
tabolitos secundarios que sio produzidos durante a fase de reproducio,
e que em condi¢Oes naturais se destinam a atrair polinizadores. Algumas
plantas possuem a capacidade de florir in vitro (Fig. 60) podendo as flores
ser utilizadas na extrac¢ado de compostos de interesse. A floracdo in vitro
pode ocorrer varias vezes por ano ao contrdrio do que acontece em con-
di¢des naturais. No entanto, em culturas in vitro as flores tém por regra
dimensdes muito mais reduzidas que as produzidas em condi¢des naturais
0 que pode ser uma limitacio importante. Em determinadas espécies tem
sido também referida a possibilidade dos embrides somdticos produzirem
compostos de interesse como alcaléides no caso de Papaver somniferum

ou de acido linolénico em Borago officinalis.

6.8. Sistemas de cultura imobilizados

Para além dos sistemas ja mencionados de culturas de cé€lulas ou 6rgiaos

utilizados na produc¢io de metabolitos secundarios € ainda possivel obter
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estes compostos a partir de células imobilizadas. Os suportes utilizados para
a imobiliza¢ido das células sio de diferentes tipos. Os primeiros sistemas
consistiam na imobilizacio das células numa matriz gelatinosa de agar,
agarose, carragenanos ou alginato. Mais recentemente tém sido utilizados
substratos de poliuretano ou matrizes de natureza fibrosa. Proteinas como
colagénio, gelatina, fibrina e outros hidratos de carbono como celulose ou
quitosano sao outros materiais de suporte que tém tido alguma aplicacio.
Sistemas deste tipo tém permitido, em alguns casos, obter niveis de meta-
bolitos secundarios superiores aos obtidos por células em suspensio.

Por exemplo, células imobilizadas de Capsicum frutescens produzem
quantidades de capsaicina mais elevadas que células em suspensdo. Uma
situacdo semelhante ocorre com a producido de alcaldides tropanicos por
células imobilizadas de Datura innoxia. As células imobilizadas podem
também utilizar-se na biotransformac¢io de metabolitos, 2 semelhanca do
observado em sistemas atras referidos.

Os sistemas de células imobilizadas apresentam algumas vantagens rela-
tivamente a outros como sejam um aumento do periodo em que as células
estdo na fase estaciondria com um aumento consequente da capacidade
de producio. A reducido dos niveis de arejamento e o aumento da viscosi-
dade do meio, factores limitantes nas culturas em suspensio nao ocorrem
em células imobilizadas. Como limita¢cdes deste método devem referir-se
a necessidade de obter as células em suspensiao e s6 depois proceder a sua
imobiliza¢io a ocorréncia de mais uma barreira para a difusao dos produtos
de interesse e o facto deste sistema nio ser adequado para aqueles casos

em que a produc¢do ocorre na fase de crescimento.



Figura 60 — Flores de cominhos (Cuminum cyminum) produzidas in vitro a partir de embrides
somdticos germinados. A — Planta com flores no interior de um tubo de ensaio. B- fase inicial
da diferenciacao de uma flor sendo visiveis varias anteras (ant).

6.9. Consideracoes finais

Embora a utiliza¢io de suspensdes celulares ou dos métodos alterna-
tivos apresente inumeras potencialidades para a producao de metabolitos
secundarios, existem ainda algumas contrariedades que é preciso ultrapassar
antes desta tecnologia poder vir a ser utilizada de forma mais eficaz. Esses
problemas foram sendo apontados ao longo do capitulo e tém a ver com
o facto de muitas vezes as células em suspensiao niao produzirem os mesmos
compostos que in vivo, com o facto de em cultura nio se diferenciarem
os tipos celulares responsiveis pela producio de determinados compostos,
com a agregaciao e o tamanho das células que causam o seu afundamento
e morte por anoxia e pelo facto dos produtos produzidos nio serem facil-
mente secretados para o meio de cultura tornando a sua extrac¢io dificil.

Com o objectivo de contrariar estas dificuldades e aumentar o rendi-
mento na producio tém sido feitos alguns ensaios sobre diferentes aspectos
das culturas. Assim varia¢des na composi¢io hormonal nos meios de cul-
tura podem ser responsaveis por alteracdes na producio de compostos.
De uma maneira geral composi¢cdes que favorecem o crescimento celular

(altas concentracdes de auxinas e citocininas) levam a uma diminui¢ao do
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teor de compostos, normalmente produzidos na fase estaciondria. Outros
componentes do meio de cultura como sacarose e a concentracio de azoto
influenciam também a produc¢iao de metabolitos secundarios, embora as
concentracoes Optimas tenham que ser determinadas para cada espécie.
Factores fisicos como luz, temperatura, pH dos meios e o arejamento con-
dicionam igualmente a resposta.

O custo de producio é também um factor a ter em consideracio neste
tipo de culturas. A necessidade de equipamento especifico (biorractores,
camaras de cultura), o custo dos nutrientes e das hormonas vegetais bem
como a necessidade de mao-de-obra especializada sio aspectos importantes
quando se pensa numa producio a escala industrial. Embora o valor de
mercado de alguns metabolitos secundarios seja tentador (cerca de 800.000€/
kg no caso da vinblastina) os custos de manuten¢io e os riscos inerentes
a eventuais contaminag¢oes das culturas exigem uma criteriosa ponderacao

sobre a técnica a utilizar.



CAP. 7. PROTOPLASTOS E HIBRIDAGCAO SOMATICA

7.1. Introducao

As células vegetais possuem uma parede celular que é responsavel pela
sua forma, proteccdo contra choques osmoéticos e manutencao da rigidez.
A remocao da parede celular a uma célula vegetal, desde que realizada em
condi¢cdes que evitem o seu rebentamento, conduz a obtencio de células
esféricas, designadas por protoplastos (Fig. 61). Para além dessas funcoes
mais Obvias a parede celular é ainda importante como uma barreira fisica
a passagem de moléculas para a célula, é fundamental em mecanismos de
reconhecimento e na interac¢io das células vegetais com organismos simbion-
tes ou organismos patogénicos, controla o alongamento celular e condiciona
a diferenciacdo celular e o desenvolvimento, é uma barreira contra gentes
patogénicos, funciona como um local onde se podem acumular substan-
cias de reserva e elementos minerais e estd envolvida em mecanismos de
comunicac¢ao celular. Tendo em conta todas estas fun¢des poderd parecer
estranho que haja algum interesse na remocao desta estrutura das células
vegetais. No entanto, em sistemas experimentais a remog¢ao da parede pode
ter algum interesse para estudar os mecanismos de transporte membranar,
a interac¢do da membrana com microrganismos e a prépria sintese dos
componentes da parede os quais ou sao sintetizados na membrana plas-
matica ou tém que atravessar esta estrutura para poderem ser incluidos na
parede. Do ponto de vista de aplicagdes praticas, a remocido da parede
apresenta também vantagens pois a insercio de moléculas como o DNA

pode ser facilitada em células as quais a parede foi removida, permitindo
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a sua transformacio genética (capitulo 8). Para além disso, as células des-
providas de parede podem ser estimuladas a fundir abrindo a possibilidade
de fusdes entre células de espécies filogeneticamente distantes de forma
a ultrapassar as barreiras de incompatibilidade reprodutora e possibilitar
a obtencio de novas combinagdes genéticas.

Nucleo
Parede celular

Membrana
Membrana plasmatica

plasmatica \

Tratamento enzimatico

Elevada osmolaridade

Vactolo

Figura 61 — Esquema geral para a obten¢do de protoplastos em células vegetais.

A parede das células vegetais ¢ uma estrutura quimica e estruturalmente
complexa que varia em composicio em func¢io dos diferentes tipos celula-
res que existem nos tecidos das plantas. A lamela média (Fig. 62), rica em

pectinas € a zona de contacto entre duas células adjacentes. Interiormente

v

lamela média, existe a designada parede primdria (Fig. 62). Esta parede

[eN

em geral fina embora algumas células, como as de colénquima, possam
apresentar paredes primdrias espessas.

A parede primdaria é formada durante o alongamento celular, e devido
a sua elasticidade permite as células sofrerem algum alongamento. Trata-se
de uma estrutura que existe em todos os tipos celulares, desde as células
meristemdticas ou parenquimatosas, as células muito lenhificadas do xilema
ou do esclerénquima. Em termos quimicos, a parede primaria € rica em
celulose. Esta organiza-se em longas cadeias de celobiose que, por sua vez,
se associam em microfibrilhas que estio embebidas numa matriz formada

por pectinas e hemiceluloses. Estes sdo os trés principais componentes



da parede primdria, aos quais se juntam compostos fendlicos, proteinas
estruturais (em muitos casos glicosiladas) e enzimadticas, lipidos e varios
elementos minerais. Diversos tipos celulares formam, internamente a parede
primdria, uma parede secunddria (Fig. 62) bastante rigida e que impede
o alongamento ulterior da célula. As células envolvidas em fung¢des de su-
porte, como as fibras e os esclerideos, ou as células de xilema, sujeitas a

tensoes elevadas sdo os tipos celulares onde a parede secundiria é comum.

Figura 62 — Diferentes aspectos da parede de células vegetais. A — Paredes primdrias (pp) em
células de parénquima da raiz. B — Parede secunddrias (setas) em células de xilema. C — Zona
de contacto entre duas células adjacentes mostrando a lamela média (Im) e a parede primdria
(pp). D = Células do xilema secundario de Ailantbus altissima com pontuagoes (p)
e ornamentacdes (0) na parede secundaria.
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A parede secundiria é também rica em celulose mas, neste caso,
as fibrilhas de celulose estao rodeadas por lenhina, um polimero formado
a partir de alcoois aromdticos bastante resistente a substincias quimicas
e enzimas. Quando completamente diferenciadas, as células onde a parede
secundaria existe estdo frequentemente mortas, limitando-se as varias cama-
das de parede secundiria que foram antes formadas. Outros tipos celulares
podem ainda apresentar inclusées de suberina como acontece nas células
do suber ou de cutina como € vulgar nas células epidérmicas.

Do ponto de vista da biotecnologia vegetal, as células a partir das quais
interessa obter protoplastos sio aquelas que apenas possuem parede primaria,
como sejam células meristematicas ou células de parénquima. A remocao da
parede implica a destrui¢io ou a remocio dos seus componentes pelo que
as células tém que sofrer tratamentos quimicos ou mecanicos. Para além
disso, estes tratamentos nio devem afectar a integridade do citoplasma nem
a expressao da totipoténcia de forma a manter intactas as potencialidades
das células em termos de regeneracio de plantas. Nas proximas seccoes
sao referidos os métodos utilizados na remoc¢ido da parede e as aplicacoes

biotecnolégicas que este procedimento permite realizar.

7. 2. Breve resenha histérica

Os primeiros procedimentos adoptados para o isolamento de proto-
plastos faziam uso de métodos mecanicos e foram realizados ainda no
século x1x por Klercker (1892) na cebola e em Stratiotes aloides. O método
consistia em cortar uma folha numa solucao de potencial hidrico muito
baixo (osmolaridade elevada). De uma forma puramente casual alguns
desses cortes removiam parte da parede e possibilitavam a libertacao
do protoplasto. Este procedimento era moroso, de rendimentos muito li-
mitados e pouco reprodutivel. Quase um século depois destes trabalhos
pioneiros, Em 1960, Cocking isolou, a partir de raizes de tomateiro, os
primeiros protoplastos com base em métodos enzimaticos, fazendo uso de
enzimas hidroliticas as quais degradam os componentes da parede celular.

Dez anos depois foram observadas as primeiras divisdes em protoplastos



do tabaco (Nicotiana tabacum) cultivados in vitro por Kao e colaboradores
1970. A partir daqui os sucessos sucederam-se a um ritmo mais elevado,
com a obtenc¢do de calos a partir da cultura de protoplastos de tabaco
e, ainda nesse ano, o mesmo grupo de investigacio conseguiu regenerar
plantas de tabaco a partir de calos formados por divisdes de protoplastos.
Os primeiros hibridos somadticos, resultantes da fusio entre protoplastos
de espécies diferentes, foram obtidos através da fusio de protoplastos de
Nicotiana glauca com Nicotiana langsdorffii. Estes hibridos podem também
ser formados por hibridag¢dao sexual pelo que a sua obtencio através da
cultura de protoplastos ndo era mais do que a verificacio em laboratério
de cruzamentos que podiam ocorrer na natureza. No final da década de
70 o grupo de G. Melchers no Max Planck Institute (Alemanha) conseguiu,
pela primeira vez, a regeneracio de hibridos somdticos entre a batateira
(Solanum tuberosum) e o tomateiro (Lycopersicon esculentum), os célebres
"pomatoes" ou "topatoes", duas espécies que embora pertencendo a mes-
ma familia (Solanaceae), sio de géneros diferentes e nio hibridizam em
condi¢des naturais. Os primeiros sucessos com a regenerac¢io de plantas a
partir de protoplastos de gramineas ocorreram apenas na segunda metade
da década de 80 do século passado. Na sequéncia destes trabalhos pio-
neiros o isolamento, cultura e regeneracao de protoplastos foi conseguido
num grande nimero de espécies, pertencentes aos mais variados grupos
taxonémicos. No inicio dos anos 80 os protoplastos comecaram também
a ser utilizados como um sistema para a introdu¢io de DNA estranho nas
células vegetais tendo sido obtidas as primeiras plantas geneticamente

transformadas a partir de protoplastos.

7.3. Isolamento de protoplastos

O isolamento de protoplastos por métodos enzimaticos baseia-se na
utilizacio de enzimas que estdo disponiveis comercialmente e que podem
ser adquiridas a diferentes companhias. Estas enzimas sio normalmente
obtidas a partir de fungos como Aspergillus, Rhizopus e Trichoderma mas

também de outros organismos como bactérias (Bacillus polymyxa) ou ca-
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racois (Helix pomatia). Estas enzimas digerem os componentes da parede
celular e, consoante o polimero que sdo capazes de digerir, designam-se por
pectinases, celulases e hemicelulases. As pectinas (e.g. macerozima R-10),
sao responsdveis pela digestio da lamela média que mantém as células
ligadas nos tecidos enquanto as celulases degradam a celulose. As hemi-
celulases sao apenas usadas em casos pontuais uma vez que as celulases
mais utilizadas (celulase Onozuka R-10 e celulase Onozuka RS) possuem
também actividade hemiceluldsica. Em alguns casos em que a parede celu-
lar tem uma constituicado mais especifica é necessario aplicar outros tipos
de enzimas. Por exemplo, a parede que envolve os produtos resultantes
da meiose (tétradas polinicas) na parte masculina da flor é essencialmente
constituida por calose. Neste caso particular ha necessidade de utilizar
calase. Muitas das enzimas utilizadas no isolamento de protoplastos apre-
sentam contaminantes tais como: ribonucleases, proteases, lipases, fendis
e sais. Curiosamente, enzimas muito purificadas dao por vezes rendimentos
inferiores que enzimas com um grau menor de purificacio, o que sugere
que alguns dos contaminantes poderao ter um efeito benéfico no processo
de isolamento.

De uma maneira geral, os tecidos a partir dos quais se pretendem ob-
ter os protoplastos sio seccionados e incubados numa mistura enzimatica
contendo celulase e pectinase. Como alternativa pode primeiro fazer-se um
tratamento com pectinase seguido de um tratamento com celulase. Este
método € aplicado menos frequentemente pois requer mais manipulacoes
do material vegetal. Em algumas espécies pode usar-se apenas a enzima
driselase que tem simultaneamente actividade celuldsica e pectindsica.
Os mais variados tecidos vegetais podem ser utilizados para isolar pro-
toplastos. Calos fridveis ou suspensdes celulares poderdao ser igualmente
utilizados mas, neste caso, podem ocorrer anomalias nas plantas regene-
radas embora haja a vantagem de nao ocorrer grande contaminac¢ao pois
estes materiais ja estdo em cultura em condi¢bes assépticas. Um sistema
ideal consiste no isolamento a partir de calos ou suspensdes embriogéni-
cas pois existe a possibilidade dos protoplastos assim obtidos regenerarem
plantas mais facilmente por embriogénese somaitica. As folhas sio dos

orgiaos mais utilizados para o isolamento dos protoplastos. A epiderme da



pagina inferior é removida e as solu¢des enzimiticas penetram facilmente
no parénquima lacunoso do mesdfilo digerindo os componentes da parede.
De preferéncia as folhas devem ser obtidas a partir de plantas a crescer
em condicoes controladas, se possivel ja em condi¢coes de cultura in vitro.
Como alternativa podem usar-se folhas de plantas em estufa as quais devem
sofrer uma descontaminac¢io prévia. Folhas jovens respondem melhor que
folhas mais diferenciadas.

Antes de serem submetidos a ac¢dao das enzimas hidroliticas os tecidos
dadores sio, com frequéncia, submetidos a um tratamento denominado
pré-plasmolise. Este passo consiste em submeter os tecidos a um poten-
cial osmoético baixo de forma a plasmolisar as células. Na sequéncia deste
tratamento a turgescéncia das células reduz-se e o plasmalema afasta-se
da parede celular. A plasmodlise pode ser conseguida através da adicio de
hidratos de carbono como manitol ou sorbitol ou compostos i6nicos como
CaClZ ou KCI. A pré-plasmoélise reduz o impacto do choque osmético apli-
cado durante o isolamento e impede a entrada de substiancias exogenas
prejudiciais para as células. O manitol em concentracdes que variam entre
0,3 e 0,7 M €, por norma, o agente osmotico utilizado visto ser metabolica-
mente inerte. Uma situacdo semelhante verifica-se com o sorbitol embora
algumas espécies de plantas consigam metabolizar este composto.

Ap6s a pré-plasmolise os tecidos sdo incubados na solug¢io enzimatica.
A composi¢do das solucoes enzimaticas bem como o periodo de incubacio
sdo varidveis (celulase 0,2 - 2%; pectinase 0,1 - 1%). Por norma, quanto maior
for a concentrac¢io de enzima, menor deverd ser o tempo de exposi¢io.
A temperatura a que os tecidos sdo colocados em contacto com a soluc¢io
enzimatica € também importante. Temperaturas mais elevadas (25- 30°C)
devem ser acompanhadas por tempos de exposicio mais curtos (3 — 5h)
enquanto temperaturas da ordem dos 18-20°C podem ser aplicadas durante
a noite. O tipo de material vegetal a utilizar condiciona também o tipo e
a concentra¢io das enzimas. Por exemplo, a parede das gramineas possui
um teor muito reduzido em pectinas quando comparada com as paredes
das dicotiledéneas. Assim, nas gramineas, a utilizacio de apenas uma ce-
lulase pode ser suficiente para obter protoplastos. Para além das enzimas,

a solucido de isolamento deverd conter um estabilizador osmético (manitol,

227



228

sorbitol, sacarose, NaCl) para evitar que os protoplastos rebentem devido
a entrada de agua, um tampiao (MES - 2N-morfolino-etano sulfonato) que
minimize as variacdes de pH e ClelZ que estabiliza as membranas. Alguns
autores incorporam os sais minerais do meio de cultura onde se vai proceder
a cultura dos protoplastos na solucdo enzimdtica de isolamento. Durante
o isolamento algumas células rebentam e libertam enzimas hidroliticas
e compostos fendlicos que podem afectar a viabilidade dos protoplastos.
Para minimizar este efeito, o sulfato dextrano de potissio é frequentemente
incorporado na solu¢io de isolamento.

Todo o procedimento experimental deve ser realizado em condi¢cdes
assépticas de forma a evitar a contaminacio por fungos e/ou bactérias.
As solugdes enzimdticas nio devem ser autoclavadas pois as elevadas tem-
peraturas inactivam-nas. A esterilizacdo destas solucdes deve fazer-se por

filtracdo usando uma malha de 0,22 pm.

7.4. Purificacio de protoplastos

Na sequéncia do tratamento enzimitico obtém-se uma mistura de tecido
nao digerido, células rebentadas, cloroplastos e outros organitos citoplas-
miticos, restos de parede e protoplastos. E pois necessirio separar os
protoplastos dos restantes constituintes, um procedimento designado por
“purificacao dos protoplastos”. Numa primeira fase, a mistura resultante
da digestio dos tecidos pela solu¢io enzimdtica é passada através de um
filtro (40 - 100 pm) metdlico ou de nylon de forma a reter as células nio
digeridas e os agregados celulares de maiores dimensdes. A solucio filtrada
contendo os protoplastos e os detritos contaminantes deve ser misturada
com um volume adequado de uma solucido de sacarose de forma a obter
uma concentracdo final de 15 a 20%. Esta solu¢io é centrifugada a cer-
ca de 100g durante 3 — 10 min. De forma a nio destruir os protoplastos.
Na sequéncia da centrifugacio os detritos movem-se para o fundo dos tubos
devido a sua maior densidade enquanto os protoplastos formam uma banda
na zona de transicdo entre a solu¢ao de sacarose e o meio de suspensdo dos

protoplastos. Esta banda deve ser removida com o auxilio de uma pipeta



de Pasteur para um outro tubo procedendo-se a uma nova centrifugacio.
As concentracdoes de sacarose ou outros hidratos de carbono bem como
a duracao do periodo de centrifugacio e a velocidade utilizada devem ser
optimizadas para cada situacio pois existem diferencas consideraveis nos
rendimentos obtidos com o mesmo material vegetal de diferentes cultiva-
res de uma mesma espécie. No final, os protoplastos sdo transferidos para
o meio de cultura e ressuspendidos na densidade adequada para realizar
as culturas. Outros métodos tém sido utilizados para a purificacio dos pro-
toplastos destacando-se aqueles que fazem uso de gradientes de compostos
de elevado peso molecular como Ficoll ou Percoll em vez de sacarose.
Depois de purificados os protoplastos podem ser cultivados num meio
de cultura adequado. Antes disso deve proceder-se 2 sua contagem para
poder determinar a densidade de cultura. Para além disso, é importante
determinar a sua viabilidade. A figura 63 resume 0s passos necessarios para

o isolamento e purificacio dos protoplastos.
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Figura 63 - Esquema representativo do isolamento e purificaciio de protoplastos.

229



230

7.5. Contagem e determinac¢io da viabilidade

Depois da obtencido dos protoplastos ha dois parimetros que importa
analisar. Por um lado, a determinagio do rendimento do processo, ou seja,
qual a quantidade de protoplastos obtida a partir do material inicial. Este
procedimento visa determinar se a quantidade de protoplastos é adequada
para a fase de cultura pois esta implica que os protoplastos sejam culti-
vados a determinadas densidades. Se a quantidade de protoplastos obtida
for reduzida é necessario optimizar os processos de digestio e purificacao
de protoplastos de forma a aumentar os rendimentos. Se, pelo contrario,
a quantidade de protoplastos obtida for muito elevada é necessario di-
minuir a sua densidade pela adi¢io de meio de cultura. A contagem dos
protoplastos pode ser facilmente realizada utilizando um hemocitometro,
extrapolando-se os valores obtidos para o volume total de meio onde
se encontram os protoplastos. Deste modo, € possivel calcular o rendi-
mento do processo tendo em consideracio a quantidade de tecido original
e o numero de protoplastos obtidos. Se o material de partida for uma
suspensio celular o rendimento pode ser calculado em fun¢iao do nimero
de células presente na suspensido. Caso nao seja possivel utilizar um he-
mocitometro, podem fazer-se varias contagens num determinado volume
de meio onde se encontram os protoplastos e calcular um valor médio.

Antes de proceder a cultura dos protoplastos deve-se determinar
se os protoplastos obtidos sao vidveis ou nao pois nao faz sentido cultivar
protoplastos que nio tenham capacidade de divisio. Um indicador muito
fiavel da viabilidade dos protoplastos estd relacionado com a forma como
os cloroplastos estao distribuidos na célula. Em protoplastos viaveis, os
cloroplastos distribuem-se uniformemente na célula enquanto em células
mortas eles tém tendéncia a depositar por accdo da gravidade (Fig. 64).
Deste modo, e se o material de origem for rico em células com cloroplastos,
como acontece com as folhas, uma simples observacio ao microscopio
permite ter uma ideia da viabilidade dos protoplastos obtidos. No entanto,
existem métodos mais precisos e que permitem determinar de forma mais
objectiva a viabilidade. Um desses métodos baseia-se na capacidade que

os protoplastos possuem de pouco tempo depois de removida a parede



celular comecarem a edificar uma nova parede. Como ja foi referido, a
parede celular é rica em celulose. A aplicacio de um composto que se
ligue as moléculas de celulose permite visualizar a sintese de uma nova
parede. Esse composto € o “calcofluor white” e a sua mistura com uma
solu¢io onde se encontram os protoplastos e ulterior observa¢io num
microscopio de fluorescéncia utilizando radia¢io ultra-violeta permite
detectar os protoplastos vidveis pela formac¢io de um anel de fluores-
céncia branco azulada que envolve as células (Fig. 64). Em células nio
vidveis em que a sintese de parede nio ocorre, ndo se verifica emissdo
de fluorescéncia.

Vacuoclo
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Cloroplastos
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Fluorescéncia

Tratamento com “calcofluor
white”

Sem
regeneracéo
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Figura 64 — Verifica¢io da viabilidade dos protoplastos. Em cima estdo representados dois
protoplastos, em que a distribuicio dos cloroplastos é diferente em funcio da viabilidade
celular. Nas duas figuras de baixo estd representada a regeneracio e detec¢io da parede com o
fluorocromo “calcofluor white”.

Um outro método baseado na emissio de fluorescéncia faz uso do
diacetato de fluoresceina, uma técnica ja referida anteriormente para
a determinacio da viabilidade de microsporos ou de células em suspensio.
Neste caso, o principio € o mesmo e, apo6s tratamento com FDA (0,01%,
dissolvida em acetona) e observacdo num microscopio de fluorescéncia,

apenas os protoplastos vidveis emitem uma fluorescéncia amarelo-esverdeada.
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Corantes como a fenosafranina (0,01%) ou o azul de Evans permitem
obter uma coloracio diferencial das células. No caso destes corantes os
protoplastos viaveis ndo apresentam colora¢io enquanto as células mortas
se apresentam coradas.

A observacio dos movimentos de ciclose, modificagcdes no tamanho dos
protoplastos como resposta a variacdes de potencial hidrico do meio ou
a andlise da distribuicdo dos cloroplastos utilizando microscopia de fluo-
rescéncia para detectar a autofluorescéncia (vermellha) da clorofila podem
também ser usados como indicadores da viabilidade celular.

Métodos baseados na actividade metabdlica dos protoplastos através da
medicio do consumo de oxigénio ou da actividade fotossintética podem
também ser usados mas sao de aplicacio mais dificil pois requerem equi-
pamento muito especifico.

A viabilidade dos protoplastos permite verificar se as condi¢des de isola-
mento e purificacdo dos protoplastos sao as ideais. Caso a viabilidade seja
reduzida é necessario proceder a alteracdes no procedimento experimental
que permitam aumentar os niveis de células viaveis. No entanto, como tem
sido referido por varios autores, a prova final da viabilidade dos protoplastos
€ a capacidade que eles possuem de dividir quando cultivados num meio

adequado com o objectivo de regenerar plantas.

7.6. Cultura de protoplastos

Um factor importante nos meios de cultura de protoplastos é a concen-
tracio de hidratos de carbono. Numa fase inicial da cultura os protoplastos
devem ser cultivados em meios com osmolaridades elevadas de forma a evitar
uma absor¢ao excessiva de dgua e o seu rebentamento. Podem utilizar-se
estabilizadores osméticos metabolicamente activos (e.g. glicose ou sacarose)
juntamente com outros metabolicamente inactivos (manitol ou sorbitol).
Nesta situagdo, os primeiros vio sendo progressivamente digeridos durante
as divisoes iniciais dos protoplastos o que tem como resultado um aumento
gradual do potencial hidrico do meio. Deste modo, evita-se que as células

regeneradas sejam sujeitas a choques osmoéticos ao serem transferidas para



o meio de crescimento onde a concentracio de hidratos de carbono nio
metabolizaveis pode ser reduzida ou esse tipo de compostos ser mesmo
eliminado do meio para permitir um crescimento mais eficaz das massas
celulares e ulterior diferenciacio.

Os meios utilizados para a cultura de protoplastos nao diferem muito
dos que se utilizam noutros sistemas de cultura in vitro embora, com algu-
ma frequéncia, sejam mais ricos em vitaminas e aminodcidos. O meio MS
€ usado com frequéncia mas outros meios base tém dado também bons
resultados. Modificacdes deste meio incluem a utilizacio de baixas concen-
tracoes de amoénio ou mesmo a sua eliminacio e elevadas concentragdes
de calcio (2 - 4x a concentragao normal). Outros catides como o zinco e o
ferro devem também ser usados a concentra¢cdes mais reduzidas. Tal como
ja foi referido noutras circunstancias, o meio de cultura deve ser optimizado
para cada situacio. Um factor que pode condicionar o sucesso da cultura
¢é a densidade dos protoplastos. Em geral, a densidade situa-se entre valo-
res de 5 x 103 a 5 x 10> células/ml. No entanto, em espécies recalcitrantes,
densidades mais elevadas, da ordem dos 10° ou mesmo superiores podem
ser necessdrias. Densidades muito elevadas podem levar a mecanismos
de competicio entre as células e, para além disso, tornam dificil seguir
a evolucio dos protoplastos em fases mais adiantadas da cultura pois as
colonias resultantes de protoplastos préximos podem sobrepor-se. Por outro
lado, uma densidade elevada de alguma forma parece estimular as divisoes
celulares. Os meios de cultura possuem também na sua composi¢cio regu-
ladores de crescimento, sendo os mais comuns as auxinas e as citocininas.
Sio estes compostos que vao estimular a divisdo celular e a obtenc¢io de
calos a partir dos quais ocorre a regeneracio de plantas.

Os protoplastos podem ser cultivados em meios so6lidos ou liquidos.
No primeiro caso os protoplastos sao embebidos num gel de agar, alginato
ou agarose, sendo este dltimo composto mais frequéncia devido ao seu
maijor grau de pureza. As culturas em agarose sdo realizadas misturando
iguais volumes da solu¢io contendo os protoplastos (a uma densidade dupla
da densidade final pretendida) e da solucao de agarose preparada com o
dobro da concentragdo prevista. Apos autoclavagem da solucio de agarose

e reducgio da temperatura para cerca de 40°C, as duas solu¢des sio misturadas
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no recipiente de cultura, numa camada fina, por norma em caixas de Petri
de pequenas dimensodes (5 cm de diametro) ou em placas de cultura com
varios buracos, o que permite testar diferentes parametros. Em alternativa,
os protoplastos podem ser cultivados em meio sem agarose. Com alguma
frequéncia os protoplastos em meio liquido sio cultivados sobre um meio
gelificado com agarose. Uma variante deste dltimo procedimento consiste
em cultivar os protoplastos sobre uma membrana porosa colocada sobre
culturas de calos ou de outros explantes em meio gelificado. Estas culturas
sao designadas “nurse” e os compostos produzidos pelos tecidos em cultura
fornecem os nutrientes necessdrios para os protoplastos dividirem.

Outras técnicas de cultura dos protoplastos incluem a cultura em gotas
suspensas em que pequenos volumes de meio de cultura de protoplastos
sdo colocados na face inferior da tampa de uma caixa de Petri e estas colo-
cadas sobre caixas contendo uma solu¢io de sacarose ou agua esterilizada
para manter a humidade. Os protoplastos podem também ser inicialmente
incluidos num gel ou em esferas de alginato de s6dio apos o que, seccoes
do gel ou as esferas de alginato sio colocadas num meio liquido apropriado

a inducao de visdes celulares.

7.7. Evoluc¢iao das culturas

Uma vez realizadas as culturas importa agora analisar o comportamento
dos protoplastos (Fig. 65) e a maneira como respondem 2s condicdes testadas.
Alguns parametros podem ser analisados com o objectivo de determinar
a eficiacia do método. Assim, como ja foi referido, apos isolamento e cultura,
os protoplastos comec¢am a sintetizar uma nova parede celular. Essa sintese
¢ acompanhada por uma alteracao na forma das células que inicialmente
eram esféricas e adquirem contornos mais irregulares. Deste modo, apds 3-4
dias de cultura, pode determinar-se o indice de deformacao celular dividindo
o numero de células deformadas sobre o nimero total de células multiplica-
do por 100. Nas primeiras fases de cultura pode igualmente determinar-se
a viabilidade das células através dos métodos anteriormente referidos.

A primeira divisdo nos protoplastos (Fig. 65) ocorre em geral entre 2 — 7



dias de cultura, variando este periodo com as espécies, tipo de protoplastos
e condi¢des de cultura. Assim, apos 7 — 10 dias pode fazer-se uma primeira
avaliacao do indice de protoplastos em que ocorreu divisiao. Eficiéncias de
cultura da ordem dos 20-30% sido consideradas muito promissoras. A con-
tinuacao das divisoes celulares origina microcalos (Fig. 65) formados por
um reduzido nimero de células. Nos casos em que a proliferacio celular é
intensa € necessirio adicionar meio fresco as culturas para evitar a necrose
das células resultante de eventuais deficiéncias em nutrientes. Quando os
calos comecam a ser visiveis a vista desarmada (cerca de 1mm), apds cerca
de 4-7 semanas de cultura, devem ser isolados e transferidos para meio
fresco para que o seu desenvolvimento possa prosseguir.

A regeneracio de plantas a partir de protoplastos pode ocorrer por orga-
nogénese ou por embriogénese somatica. De uma maneira geral, a formacio
de plantas a partir de protoplastos ocorre apds passagem por uma fase de
calo. As situagdes em que um protoplasto pode originar directamente um
embrido somatico sem se formar um calo intermédio sio muito raras. Assim,
uma vez obtidos calos com as dimensdes adequadas € necessario aplicar
os estimulos hormonais adequados a formacido de rebentos caulinares ou

de embrides somaticos.

Figura 65 — Protoplastos e fases iniciais da sua divisao. A — Protoplastos apés o isolamento.
B - Primeira divisao de um protoplasto. C e D — Colénias de células derivadas de um tdnico
protoplasto formando microcalos. (Fonte: Manuel Tomé).
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Tratamentos com a auxina 2,4-D para a inducio de embriogénese
ou combina¢des de auxinas com citocininas para a formac¢ao de meriste-
mas caulinares adventicios sdo 0s tratamentos mais vulgarmente aplicados.
A regeneracdo por embriogénese somdtica € preferivel a organogénese uma
vez que as estruturas formadas apresentam um poélo caulinar e radicular
niao sendo necessdrio o enraizamento de rebentos caulinares. No entanto,
este processo ¢ também aquele que ocorre mais raramente.

A partir da formac¢io dos rebentos caulinares ou dos embrides somati-
cos, 0s processos de obtencdo de plantas seguem as orientacoes indicadas
nos capitulos 3 e 4, quando estes tipos de morfogénese foram analisados.
A regeneracio de plantas a partir de protoplastos € um processo moroso que
nio é utilizado para a clonagem de plantas in vitro pois existem técnicas
mais eficazes de clonagem de plantas que ja foram referidas em capitulos
anteriores. Os protoplastos sao utilizados para a realizacio de estudos mais
especificos, relacionados com a transformacido genética de plantas ou com
a fusao de protoplastos de espécies ou variedades diferentes para obtenciao
de novas combinac¢des genéticas.

A figura 66 representa, de forma esquemitica, o processo de formaciao

de plantas a partir da cultura de protoplastos.

7.8. Fusao de protoplastos

Os protoplastos obtidos de espécies ou variedades diferentes podem ser
usados para a criacdo de hibridos somdticos e obtencio de plantas com
novas caracteristicas ultrapassando assim as barreiras de incompatibilidade
que limitam os cruzamentos por reproducio sexuada entre espécies dife-
rentes. A hibridacio somatica requer a obtencdo de protoplastos de dois
gendtipos distintos de acordo com os métodos previamente descritos e um
sistema que permita a fusio, seleccio das células hibridas e regeneracao
de plantas a partir dos produtos de hibridac¢io.

A fusio de protoplastos pode ocorrer de forma espontinea ou 0s proto-
plastos podem ser estimulados a fundir através da aplicacio de determinados

estimulos. A funcio espontidnea ocorre a taxas muito baixas pelo que nao



€ eficaz em ensaios em que é necessario obter um nimero consideravel
de produtos de fusio para que as fases ulteriores do processo possam

prosseguir.
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Figura 66 — Esquema representativo da regenera¢ao de plantas por cultura de protoplastos. Os
periodos referidos para o final de cada fase sdo apenas indicativos variando com a origem dos
protoplastos e as condi¢des de cultura.

Um dos métodos utilizados na fusio de protoplastos é a fusio mecanica.
Neste caso os protoplastos sio induzidos a fundir através da sua aproxima-
¢2o. Com o auxilio de micropipetas, e sob observacao num microscoépio de
platina invertida, dois protoplastos sao colocados em contacto. Este método
¢ muito moroso, de rendimentos limitados e requer equipamento laboratorial

muito especifico pelo que a sua utilizacio é reduzida.
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Outro método faz uso de substincias que promovem a fusio membra-
nar sendo por isso chamadas fusigénicas. Este método foi o primeiro a ser
aplicado para a fusio de protoplastos em larga escala. O composto que se
utilizou nos primeiros ensaios foi o nitrato de sédio mas este composto
revelou-se toxico para as células. Outras solugdes salinas com potencial
fusigénico siao as solucoes de cloreto de potdssio, cloreto de sodio e nitra-
to de potiassio. Ulteriormente fizeram-se ensaios de fusio em meios com
elevados valores de pH (10,5) e elevadas concentracdes de calcio. Outros
compostos que também tém sido utilizados sao o dlcool polivinil (PVA),
o dextrano de potdssio, concavalina A e a lisolecitina. Actualmente, utiliza-se
com frequéncia o polietilenoglicol (PEG), um polimero de elevado peso
molecular que aglutina os protoplastos e estabelece uma espécie de ponte
molecular entre as membranas plasmaticas de dois protoplastos adjacen-
tes os quais acabam por fundir. O PEG contraria o efeito provocado pelo
grande nimero de cargas negativas (devidas aos grupos fosfato e proteinas
membranares) que existem a superficie das células e que faz com que estas
tenham tendéncia a repelir-se. O PEG € um polimero disponivel sob a forma
de diferentes pesos moleculares. O mais comum € a utiliza¢io de PEG com
um peso molecular entre 1500 e 6000 em concentracdes que variam entre
30 e 60%. PEG com um peso molecular superior a 6000 torna as solu¢oes
muito viscosas enquanto pesos moleculares muito baixos nio promovem a
fusdo. O tratamento com PEG fornece melhores resultados se, apds tratamento
com este composto, 0s protoplastos foram colocados em contacto com uma
solu¢io de lavagem contendo elevadas concentracodes de calcio e valores
de pH elevados (9 -11) para estimular o processo de fusio. Este decorre
apos se misturar de forma equitativa (1:1), e a densidades apropriadas (0,5
a 1,0 x 100 protoplastos/ml), as duas suspensoes de protoplastos a partir
das quais se pretende obter os produtos de fusiao. A principal vantagem
da fusiao quimica € a sua simplicidade de aplicacido, nao sendo necessario
qualquer equipamento especifico para promover a fusio celular.

A fusido de protoplastos pode realizar-se aplicando aos protoplastos
uma corrente eléctrica. Este método implica duas fases, uma em que os
protoplastos sdo colocados em contacto e uma segunda em que se estimula

a fusio membranar. O processo inicia-se com a aplica¢do de uma corrente



alternada (AC) de alta frequéncia (cerca de 1 MHz) e reduzida voltagem
(50 = 100 V/cm) num campo eléctrico criado entre dois eléctrodos. Este
tratamento elimina as correntes negativas localizadas a superficie dos pro-
toplastos e estes passam a comportar-se como dipolos eléctricos, migrando
para as regiodes vizinhas dos eléctrodos apresentando uma zona carregada
negativamente e outra positivamente. Este efeito € chamado dieléctrico
e tem como consequéncia o alinhamento das células ao longo das linhas
de campo. O aspecto que os protoplastos passam a apresentar é conhecido
como “colar de pérolas” devido a forma como ficam alinhados (Fig. 67)
e permite a aglutinacido dos protoplastos necessaria para que a fusio possa
ocorrer. O segundo passo deste processo de fusdo consiste em submeter os
protoplastos alinhados a uma corrente continua (DC) por curtos periodos
(20 —= 50 microsegundos) e elevada voltagem (3 KV/cm). Este tratamento
abre poros transitorios na membrana sem danificar definitivamente as
membranas ou os organitos celulares. Os poros siao reversiveis e o seu
fecho permite a fusio e reorganiza¢io de membranas de células diferen-
tes levando a sua fusido (Fig. 67). A adicdo de cdlcio ao meio aumenta a
eficiéncia do processo. O sistema mais comum neste tipo de fusio utiliza
uma camara de electrofusio equipada com varios eléctrodos paralelos.
O sistema é colocado num caixa de Petri onde se encontram os protoplastos
e a observacido dos efeitos das correntes aplicadas é seguida num microsco-
pio de platina invertida. Este método ¢é facil de aplicar e muito rdpido sao
sendo necessarias grandes manipulagdes dos meios em que se encontram os
protoplastos. Além disso, nio existe o perigo de toxicidade como quando
se utilizam compostos quimicos. A principal dificuldade reside no facto de
ter de se utilizar equipamento especifico. Com este método podem obter-se
rendimentos da ordem dos 20% em termos de produtos de fusio enquanto

com PEG esses valores sao, com frequéncia, inferiores a 1%.

7.9. Produtos de fusio

Na sequéncia da aplica¢io dos métodos estimuladores da fusio de pro-

toplastos os produtos de fusdo obtidos apresentam uma grande diversidade
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podendo ocorrer fusdes entre protoplastos iguais ou diferentes. A excepcio
da fusio mecinica, em que se pode estimular a fusio de protoplastos de
forma controlada, nos outros métodos a fusao verifica-se de forma aleato-
ria e, para além da fusio entre dois protoplastos, podem também obter-se
fusdes multiplas se envolverem mais de dois protoplastos. A fusio entre
duas células nio implica necessariamente a fusio dos respectivos nuicleos.
No entanto, a formacio de um nudcleo hibrido é absolutamente necessaria
para que se verifique hibrida¢io somitica. De acordo com o que foi refe-
rido, quando protoplastos de duas espécies (A e B) sdo induzidos a fundir

os produtos de fusao podem ser (Fig. 68):

* Fusio de protoplastos A x A (homocarions, ndcleos iguais).

* Fusio de protoplastos B x B (homocarions, ndcleos iguais).

* Fusio de protoplastos A x B sem fusido nuclear (heterocarions, nicleos
diferentes).

* Fusio de protoplastos A x B com fusdo nuclear (hibridos somaticos).

* Fusiao de protoplastos A x B mas em que o nucleo de um dos
protoplastos é segregado. O resultado € um protoplasto com o nicleo
de um dos progenitores e um citoplasma hibrido (cibridos ou hibridos

citoplasmaticos).

Os hibridos somaticos sao os produtos de fusao mais interessantes pois
permitem obter combina¢des que ndo se encontram na natureza. Além
disso, os hibridos somiticos obtidos por fusio de protoplastos entre duas
espécies sio diferentes dos hibridos sexuais obtidos por cruzamento entre
essas mesmas espécies. Assim, num hibrido obtido por via sexual ocorre
mistura dos genomas dos progenitores mas os genes do citoplasma (presen-
tes em mitocoOndrias e cloroplastos) sdo, na maioria das espécies, herdados
do progenitor feminino. Num hibrido somatico, para além de haver mistura
de genomas nucleares, os genes citoplasmaticos sio provenientes dos dois
progenitores. Pode no entanto acontecer que os organitos celulares de um
dos progenitores, apds divisdes sucessivas possa ser eliminado. Neste caso
temos um hibrido somatico que possui apenas o genoma citoplasmatico

de um dos progenitores.
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Figura 67 — Principais passos no mecanismo de fusio eléctrica de protoplastos.

Os cibridos podem também revelar-se interessantes do ponto de vista
agronomico. A segregacio de um dos nicleos nos produtos de fusio pode
ser obtida espontaneamente. No entanto, esta situacio ocorre a taxas muito
reduzidas. Assim, a obtencao de cibridos requer a aplicacio de procedi-
mentos especificos como sejam a utilizacdo de protoplastos sem nucleo
(citoplastos) ou a eliminacio de um dos ndcleos apos a fusido. Ensaios deste
tipo permitem a obtencido de linhas alopldsmicas, ou seja possuindo um
nicleo de uma linha num citoplasma estranho de outra linha. Esta situacao
permite combinar o genoma nuclear de um progenitor com o genoma cito-
plasmaitico de outro. Por métodos cldssicos, as linhas alopldsmicas podem
ser obtidas através de retrocruzamentos (“backcrosses”) sucessivos entre
os hibridos e a linha que funciona como progenitor feminino. Embora,

em termos comparativos, o genoma citoplasmatico seja uma frac¢io muito
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reduzida do genoma total (1073 a 10°%) com esta técnica podem transferir-se
potencialidades do genoma citoplasmatico de umas linhas/espécies para
outras. Uma das caracteristicas interessantes € a resisténcia ao herbicida
atrazina codifica pelo genoma cloroplastidial. Outra é a obtenc¢ao de linhas
CMS ("cytoplasmic male sterility") que nao produzem podlen vidvel, sendo
funcionalmente femininas. Neste caso, a caracteristica é determinada por
genes mitocondriais. Estas plantas sio importantes quando se pretendem
obter hibridos pois nao ha necessidade de proceder a uma polinizacao arti-
ficial, basta possuir uma linha CMS e uma linha normal lado a lado. Todas
as sementes produzidas pelas plantas CMS serdo de natureza hibrida. Muitas
vezes o problema neste tipo de ensaios ¢ a manutencio da caracteristica

CMS nos hibridos obtidos.

)

Plasll'deos[ a
.

Mitocondrias| O

8 Nucleos

Homocarions

)

A-A

Heterocarions

Figura 68 — Produtos resultantes da fusdo de dois tipos diferentes de protoplastos A e B.
Os hibridos somaticos estido representados pela designa¢ao AB enquanto A-B se refere a fusao
celular mas nao ha fusao nuclear (adaptado de Sihachakr e Haicour, 1995).



Finalmente, deve referir-se que a fusio de protoplastos de um mesmo
tipo pode permitir a obtenciao de plantas tetrapléides cuja produtividade
pode ser mais elevada ou que podem ser usadas como porta-enxertos ou
em cruzamentos com dipléides de forma a obter hibridos tripléides os quais,
em algumas espécies, tém a capacidade de produzir frutos sem sementes

(partenocarpicos).

7.10. Seleccao dos produtos de fusiao e caracterizacao das plantas obtidas

A seleccio dos produtos de fusio de protoplastos, em particular dos
hibridos somaticos € absolutamente essencial para o sucesso desta técnica.
No conjunto das duas populagdes de protoplastos que foram colocadas em
contacto para ocorrer fusio, o nimero de células nio fundidas e o nimero de
homocarions € largamente superior ao nimero de protoplastos hibridos (<5%
da populacio celular). Importa pois dispor de um sistema que permita uma
eficaz seleccio das células de interesse. Na realidade, se ndo existir um método
eficaz que permita seleccionar os hibridos somiticos em fases precoces do
seu desenvolvimento, os passos restantes do processo podem ficar seriamente
comprometidos. Infelizmente, nio existe um método universal que permita
fazer este tipo de seleccao e os métodos disponiveis tém que ser adaptados
as caracteristicas das espécies a partir das quais os protoplastos sio obtidos.

Os métodos actualmente existentes para identificar as células hibridas
podem dividir-se em trés grupos: 1) baseados na observacio de caracteris-
ticas visuais, 2) complementacio fisiologica para determinados compostos
ou 3) complementacao genética para mutacdes recessivas. Existem ainda
situacdes pontuais em que as cé€lulas hibridas podem apresentar novas par-
ticularidades que permitam a sua facil selec¢io. Por exemplo, nos hibridos
somdticos entre Nicotiana glauca e Nicotiana langsdorffii os tecidos possuem
a capacidade de proliferarem in vitro na auséncia de auxinas enquanto os
tecidos dos progenitores requerem a presenca deste tipo de hormonas para
proliferarem. Deste modo, a cultura dos protoplastos, apds tratamentos de
fusao, em meios sem hormonas permite seleccionar os protoplastos hibridos

ja que apenas estes dividem.

243



244

No que diz respeito as caracteristicas visuais este € o método mais eficaz
para seleccionar os hibridos mas também o que requer mais esforco sendo
os rendimentos reduzidos. Neste método, protoplastos com coloragdes di-
ferentes, por exemplo protoplastos foliares com cloroplastos e protoplastos
de calos ou de suspensoes celulares contendo amiloplastos sio utilizados
no processo de fusio. Com o auxilio de um micromanipulador e de um
microscopio de platina invertida os protoplastos resultantes da fusio po-
dem ser isolados e separados dos restantes. Uma alternativa a este método
consiste em tratar os dois tipos de protoplastos que se pretende fundir com
fluorocromos distintos, por exemplo isotiocianato de fluoresceina (FITC)
e isotiocianato de rodamina (RITC). O primeiro leva a emissio de uma
fluorescéncia esverdeada enquanto o RITC faz com que as células emitam
fluorescéncia na banda do vermelho. Um microscépio de fluorescéncia com
micromanipulador permite a selec¢ao das células hibridas cuja fluorescéncia
é amarelada. De maneira mais sofisticada pode-se utilizar um citémetro
de fluxo equipado com um sistema laser que permite separar os diferentes
tipos celulares com base na fluorescéncia emitida. A maijor dificuldade com
estes métodos consiste em manter as condi¢cdes assépticas e em evitar que
os compostos utilizados interfiram com as fases seguintes de divisdo celular.

No tabaco foi possivel isolar protoplastos com base na ocorréncia
de uma mutacdo auxotréfica em ambos os progenitores. Existem linhas
de Nicotiana tabacum incapazes de crescer em meio de cultura contendo
nitrato como a unica fonte de azoto. Esta deficiéncia resulta do facto da
enzima nitrato reductase nio ser funcional. Deste modo as células sio in-
capazes de formar nitrito e de o converter em amoénio. O cruzamento de
duas linhas auxotréficas de tabaco incapazes de produzir nitrato reductase
funcional mas afectando genes diferentes (nia- afecta a apoenzima, cnx
o cofactor) permite, por complementacio, obter protoplastos hibridos capazes
de sobreviver num meio de cultura contendo apenas nitrato como fonte de
azoto. Pelo contririo, os protoplastos dos progenitores ou os homocarions
sdo incapazes de sobreviver no mesmo meio de cultura.

Na cenoura existem linhas celulares que permitem seleccionar os pro-
toplastos hibridos com base na complementa¢io genética para mutacoes

recessivas. Essas linhas sio chamadas hibridizadores universais (linhas



celulares ou plantas com uma muta¢io dominante: resisténcia a um deter-
minado inibidor e uma muta¢io recessiva: auxotrofismo - mutacio em que
as células nio conseguem sintetizar um determinado composto essencial
ao seu desenvolvimento tendo esse composto que ser fornecido ao meio de
cultura). Na cenoura existe uma linha celular que possui, simultaneamente,
uma muta¢ao dominante que lhe permite resistir 2 amanitina e uma mutac¢iao
auxotrofica recessiva em que as células necessitam para o seu crescimento
do meio HAT (hipoxantina, aminopeterina, glicina e timidina). Da fusio
de protoplastos desta linha celular duplamente mutante com protoplastos
de uma linha normal obtém-se produtos de fusio que siao resistentes a
amanitina e que nao necessitam do meio HAT para dividirem. A selec¢io
faz-se procedendo a cultura, apds fusio, num meio com amanitina e sem
HAT (Fig. 69). A grande limitacao destes métodos reside no facto da sua
aplicacao estar limitada aquelas espécies em que mutagdes deste tipo estao
identificadas. Na grande maioria das espécies, em particular naquelas mais
interessantes do ponto de vista econdémico, ndo existem linhas mutantes

que permitam este tipo de selecc¢io.
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HAT — Meio com hipoxantina, aminopterina, glicina e timidina

Figura 69 — Seleccio de protoplastos hibridos na cenoura com base na utilizacdo de
hibridizadores universais (baseado em Morikawa e Yamada, 1992).
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A seleccio dos produtos de fusio é apenas um primeiro passo no
objectivo geral de obten¢ao de hibridos somaticos. Em seguida ¢ necessario
assegurar que esses novas combinagdes citolégicas proliferam em meios
de cultura apropriados e que siao capazes de formar plantas. A analise das
plantas obtidas e a comprovac¢ido do caracter hibrido pode ser realizada
de varias maneiras. Uma primeira abordagem ¢é a morfologia das plantas.
A semelhanca dos hibridos sexuais os hibridos somiticos apresentam fe-
nétipos intermédios entre os correspondentes progenitores.

A contagem do nimero de cromossomas nos vértices vegetativos das rai-
zes utilizando agentes c-mitéticos e técnicas de coloragio especificas para
o DNA, como a técnica de Feulgen, permitem caracterizar o cariétipo das
plantas obtidas. Os hibridos poder-se-ao distinguir de plantas resultantes de
protoplastos que nio fundiram por terem uma guarni¢io cromossémica que
serd a soma dos cromossomas dos dois progenitores. No entanto, na fusao de
protoplastos de gendtipos diferentes de uma mesma espécie ou de espécies
diferentes com o mesmo nimero de cromossomas, a distin¢do torna-se pro-
blematica. Para além do nimero de cromossomas pode igualmente analisar-se
a estrutura dos cromossomas através de técnicas de “banding” em espécies em
que estes apresentem dimensdes que permitam essa andlise. No entanto, em
muitas espécies, os cromossomas sao de dimensodes reduzidas ou em nimero
elevado tornando dificil a sua caracterizagao por técnicas citolégicas. Além
disso, as plantas obtidas por hibrida¢io somdtica apresentam com frequéncia
pequenas variacdes no nimero de cromossomas (aneuploidia) que se afastam
do nimero correspondente 2 soma dos cromossomas dos dois progenitores.

Uma alternativa a contagem de cromossomas pode ser a avaliacdo do teor
em DNA das plantas obtidas por citometria de fluxo. Com base na emissio
de fluorescéncia por um flurocromo que se liga especificamente ao DNA
€ possivel determinar a quantidade de DNA presente nas células das plantas
regeneradas e fazer a comparacio com os progenitores.

A andlise do padrio de isozimas e a comparacio dos perfis com os
padrdes obtidos para os progenitores pode também ajudar na confirmacgio
do caracter hibrido das plantas obtidas.

Em anos mais recentes varios marcadores de DNA tém sido utilizados para

caracterizar as plantas obtidas por hibrida¢io somadtica. Estes marcadores



baseiam-se em diferen¢as nas sequéncias de bases que existem no genoma
dos diferentes organismos. Através da utilizacio de enzimas de restri¢cao
que fragmentam o DNA em locais especificos e/ou da amplificacao de
determinadas zonas do DNA utilizando primers especificos ou arbitrdrios
cujos padroes de amplificacio podem depois ser verificados por electrofo-
rese ou sequenciacio € possivel detectar diferencas entre os progenitores
e os produtos de fusio de protoplastos. Estas técnicas incluem a utilizacio
de RAPDs, RFLPs, AFLPs (“Amplified Fragment Length Polymorphisms”) e
microssatélites. Dada a sua fiabilidade e reprodutibilidade estes métodos
sdo cada vez mais utilizados para a caracterizacado do material vegetal em
programas de melhoramento.

A producgio de hibridos somaticos e a confirmacido do cardcter hibrido
das plantas obtidas ndo ¢ o objectivo final dos procedimentos experimen-
tais que tém vindo a ser analisados. A semelhanca do que acontece em
qualquer programa de melhoramento, as caracteristicas dos hibridos soma-
ticos devem ser analisadas ao longo de geracdes sucessivas, pois s6 assim
€ possivel verificar a sua hereditariedade e verificar se as plantas obtidas
sdo de facto interessantes do ponto de vista agronémico ou de qualquer
outra caracteristica que se pretenda obter. Dito de outra forma, os hibridos
somaticos devem ser incorporados em programas de seleccio e melhora-
mento necessitando de ser testados em condi¢des de campo e sob diferentes
condicoes ambientais antes da sua utilizacao pelos agricultores (Fig. 70).

Com base na hibrida¢cdo somatica tém sido obtidos hibridos somaticos
através da fusido de protoplastos de diferentes espécies, incluindo variedades
ou genotipos de uma mesma espécie, espécies de um mesmo género ou
mesmo entre espécies de géneros diferentes. Na tabela 5 estio indicados
alguns desses hibridos.

A principal diferenga entre os hibridos somaticos e os hibridos sexuais
obtidos a partir dos mesmos progenitores resulta do facto dos hibridos
somdticos serem, teoricamente, férteis nio sendo necessario proceder
a duplica¢io do nimero de cromossomas dos produtos de fusio os quais
sdo verdadeiros anfipléides. Pelo contririo, nos hibridos sexuais, o zigoto
da origem a uma planta viavel mas que nao é fértil, uma vez que os cro-

mossomas provenientes de cada progenitor sao univalentes, nio possuindo
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Figura 70 — Esquema ilustrativo da obtenc¢ao de hibridos somdticos e sua integracio em
programas de melhoramento.

o cromossoma homoélogo correspondente de forma a que se possam
formar bivalentes e a meiose possa prosseguir normalmente. Nestes casos,
como acontece no triticale, para que os hibridos sejam férteis € necessario
proceder a duplicacio do seu nimero cromossomico de forma a que se
tornem anfipléides. Deste modo, o processo € mais moroso e a taxa de
sucesso esperada € menor pois as técnicas que se utilizam para duplicacio
cromossomica nao sio totalmente eficazes.

Outra diferenca entre os hibridos somaticos e os hibridos sexuais tem
a ver com a rela¢ido entre os genes nucleares e os genes citoplasmaticos. Nos
hibridos sexuais, o genoma citoplasmitico da maioria das espécies (cerca

de dois tercos das espécies estudadas) é herdado exclusivamente a partir



da célula gamética do progenitor feminino (oosfera) enquanto o genoma
nuclear é uma mistura dos dois genomas parentais. Existem, no entanto,
espécies em que a hereditariedade citoplasmatica é masculina., sendo nes-
tes casos, as cé€lulas espermadticas, as responsaveis pela transmissao dos
organitos citoplasmaticos. Nos hibridos somdticos, embora possa ocorrer
a segregacio de um dos genomas citoplasmaticos essa situacio nio é fre-
quente pelo que os hibridos apresentam também um genoma citoplasmatico
hibrido. Esta situacao pode ter implicacdes em termos das caracteristicas
das plantas mas € também interessante para estudar a interac¢ao entre os

dois tipos de genomas existentes nas células.

7.11. Aplicacoes e limitacdes da utilizacdo de protoplastos

Como foi referido ao longo do capitulo, a utilizacao de protoplastos abriu
novas perspectivas em termos de transformacido genética das plantas e da
quebra das barreiras de incompatibilidade genética entre diferentes espécies.
A possibilidade de introduzir DNA em células desprovidas de parede e de
realizar cruzamentos entre espécies afastadas abriu uma série de possibili-
dades ao melhoramento de plantas que até ai nio existiam. A transferéncia
de DNA para protoplastos pode ser conseguida através de varias técnicas
como sejam a electroporagio, microinjec¢ao, sonicaco, utiliza¢do de lipos-
somas ou tratamento com polietilenoglicol. Nos capitulos seguintes serao
analisados em mais detalhe os mecanismos de transformacio genética de
células vegetais. Para ja importa referir que nos métodos de transformacio
com protoplastos o DNA a inserir é misturado com as células sendo depois
aplicado um tratamento que permite a abertura de poros membranares
através dos quais o DNA penetra nas células inserindo-se no genoma. No
caso da utilizacio de lipossomas trata-se de promover a fusio de vesiculas
contendo o DNA transformante com os protoplastos.

Apesar de teoricamente promissoras as técnicas envolvendo a utilizacio
de protoplastos tém ficado um pouco aquém daquilo que poderia ser pers-
pectivado quando comecgaram a ser utilizadas. Em termos de transformacio

genética, por exemplo, a utilizacio de protoplastos parecia ser uma alter-
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nativa eficaz para a transformacio genética de gramineas, dada a reduzida
susceptibilidade desta familia 2 infec¢io com Agrobacterium tumefaciens.
No entanto, o aparecimento de outros métodos de transferéncia directa
do DNA para as células vegetais sem ser necessario recorrer a remoc¢ao da
parede celular bem como a descoberta de estirpes mais virulentas de A.
tumefaciens que juntamente com a aplicacdo de acetoseringona permitem
a infec¢io de monocotiledoneas contribuiram de forma decisiva para um

menor interesse da transformacio genética de protoplastos.

Tabela 5. — Exemplos de alguns hibridos somdticos obtidos a partir da fusao de protoplastos de
diferentes plantas (adaptado de Sihachakr e Haicour 1995; Chawla, 2009).

Dentro da mesma espécie Dentro do mesmo género

Arabidopsis thaliana (erva-estrelada) Brassica napus X Brassica campestris

Brassica napus (couve-nabo) Brassica napus X Brassica oleracea

Brassica oleracea (couve) Carica papaya x Carica candamarcencis

Citrus sinensis (laranjeira) Citrus sinensis x_Citrus paradisi

Daucus carota (cenoura) Lycopersicon esculentum x Lycopersicon
peruvianum

Lycopersicon esculentum (tomateiro) Lycopersicon esculentum x Lycopersicon
pennellii

Medicago sativa (luzerna) Nicotiana tabacum x Nicotiana glauca

Nicotiana tabacum (tabaco) Populus nigra x Populus koreana

Solanum melongena (beringela) Solanum tuberosum x Solanum chacoense

Solanum tuberosum (batateira) Solanum tuberosum x Solanum nigrum

Triticum aestivum (trigo) Solanum tuberosum x Solanum phureja

Zea mays (milho) Solanum melongena x Solanum nigrum
Solanum melongena x Solanum torvum

Entre géneros da mesma familia Trifolium rubens x Trifolium pratense

Brassicaceae: Brassica oleracea x Moricandia | Trifolium pratense x Trifolium hybridum
arvensis

Brassicaceae: Brassica oleracea x Raphanus | Triticum monococcum X Penniselum
sativus americanum

Brassicaceae: Brassica napus X Eruca sativa

Brassicaceae: Arabidopsis thaliana x Brassica | Entre espécies de familias diferentes
napus

Fabaceae: Medicago sativa x Lotus Oryza sativa X Daucus carota (Poaceae x
corniculatus Apiaceae)

Fabaceae: Glycine max x Lotus corniculatus | Nicotiana tabacum X Daucus carota
(Solanaceae x Apiaceae)

Poaceae: Pennisetum americanum X Nicotiana tabacum x Glycine max

Panicum maximum (Solanaceae x Fabaceae)

Poaceae: Festuca arundinacea x Lolium Nicotiana glauca x Glycine max (Solanaceae
mauldtiflorum x Fabaceae)

Poaceae: Saccharum officinarum x P, Hordeum vulgare x Daucus carota (Poaceae
americanum X Apiaceae)

Rutaceae: Citrus sinensis x Poncirus Vicia faba x Petunia hybrida (Fabaceae x
trifoliatus Solanaceae)

Solanaceae: Solanum tuberosum x L. Oryza sativa x Glycine Max (Poaceae X
esculentum Fabaceae)

Solanaceae: Nicotiana tabacum x Petunia Populus sp. x Hibiscus sabariffa (Salicaceae x

hybrida Malvaceae)




Por outro lado, a ideia que os protoplastos de diferentes espécies podem
ser fundidos com uma certa facilidade nao é muito correcta. Embora tenham
sido referidos alguns casos na literatura de obtenc¢do de hibridos somaticos
entre espécies de géneros diferentes ou mesmo entre espécies de familias
diferentes (tabela 5), a verdade é que esses hibridos, na maior parte dos
casos, nio passam de curiosidades cientificas sem um grande interesse em
termos agronémicos. Por exemplo, os primeiros hibridos somdticos obtidos
entre espécies de dois géneros diferentes, a batateira e o tomateiro, nio
mostraram o potencial que os cientistas que as produziram certamente
esperariam. Isto significa, que mesmo através da fusiao de protoplastos,
as barreiras genéticas permanecem, sendo dificil conciliar numa mesma
planta o funcionamento de dois gendtipos distintos, com genomas pro-
gramados para exprimirem determinados genes em locais diferentes e sob
a accao de estimulos diversos. Apesar destas limitacdes tem sido possivel
obter hibridos somiticos com algum interesse através da transferéncia
de caracteristicas para os hibridos e ulterior integracio em programas de
melhoramento. Por exemplo, a caracteristica CMS foi obtida em Brassica
raphanus através de cibridizacio com Raphanus sativus. De forma aniloga,
linhas CMS de chicoria (Cichorium intybus) foram conseguidas através da
fusio com protoplastos de uma linha CMS de girassol (Helianthus annuus).
Na batateira, uma espécie que tem sido muito estudada em termos de obtenc¢ao
de protoplastos e hibrida¢do somatica, foram obtidas cultivares resistentes
a varios fungos e virus através da transferéncia dessa caracteristica por
fusdo com protoplastos de virias espécies nio domesticadas de Solanum.

As principais limita¢des que se verificam no que diz respeito as técni-
cas relacionadas com o isolamento e manipulacio de protoplastos sio de
varios tipos. A primeira tem a ver com o conjunto de passos que € preciso
executar até obter plantas. Em muitos desses passos as taxas de sucesso
sao limitadas reduzindo consideravelmente a eficiéncia do processo. Além
disso, as condi¢oes utlizadas numa fase podem afectar as fases subsequentes
do processo. Um aspecto nio negligenciavel tem a ver com o facto de ma-
terial geneticamente muito préximo responder as condi¢des experimentais
de forma diversa. Por exemplo, diferentes cultivares de Oryza sativa dao

rendimentos diferentes em termos de eficiéncia do isolamento, capacidade
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de divisao e potencial de regeneracio. Outro factor importante é a dificul-
dade em reproduzir resultados obtidos num laboratério num outro em que
as ndo sejam exactamente as mesmas. Esta situacdo torna dificil comprovar
resultados e repetir ensaios com vista a optimizar processos.

A inexisténcia de métodos de seleccio eficazes dos produtos resultantes
da fusdo de protoplastos € uma limita¢io importante. Variagdes no nimero
de cromossomas relativamente ao nimero esperado, altera¢cdes na estrutura
dos cromossomas, segregacio de organitos e mecanismos epigenéticos res-
ponsaveis pela ocorréncia de variagio somaclonal podem também interferir
com a obtenc¢do de hibridos somadticos interessantes. Um aspecto curioso,
e contrario ao que seria de esperar, tem sido a verificacao que os hibridos
sexuais siao, por norma, estéreis. Tendo em conta que nos produtos de
fusido que dio origem a essas plantas existem os dois conjuntos completos
de cromossomas de cada progenitor, esta situacio é dificil de compreender.
Provavelmente, durante o processo de cultura e regeneracio, a instabilidade
das células leva a perda de cromossomas mecanismo que torna invidvel
a ocorréncia de meioses normais nos hibridos somdticos. Em alternativa
a esterilidade dos hibridos somaticos poderd estar relacionada com a incom-
patibilidade dos dois genomas em termos dos mecanismos que desencadeiam

a floracio e a subsequente formac¢io dos gimetas.



CAP. 8. TRANSFORMAGCAO GENETICA DE PLANTAS

8.1. Introducio

Como foi referido na introducio, a domesticacio e o melhoramento de
plantas vem sendo praticado pela humanidade desde ha pelo menos 10.000
anos. Durante milhares de anos, a modificacdo genética das plantas com
o objectivo de melhorar as suas caracteristicas foi praticada de forma em-
pirica sem qualquer fundamentacio cientifica. Os agricultores guardavam
as sementes das plantas mais produtivas ou daquelas que melhor toleravam
as condi¢coes ambientais e usavam-nas em novas culturas. Esta selec¢ao
artificial praticada nas plantas (e também nos animais) permitiu apurar ge-
noétipos adaptados as mais variadas condi¢des ambientais e criou, naquelas
plantas que sao mais cultivadas, uma grande diversidade genética que ainda
hoje ¢ importante em programas de melhoramento vegetal. A base deste
melhoramento arcaico era a variabilidade natural existente numa populac¢io
e resultante das recombinacdes genéticas que ocorrem durante a reprodu-
¢ao sexuada e as mutacoes que em condi¢cdes naturais afectam todos os
organismos, sendo também uma fonte importante de variabilidade. Com
a descoberta por Mendel das leis da hereditariedade e, alguns anos mais
tarde com a sua redescoberta, abriu-se um novo caminho ao melhoramento
vegetal. Conhecidas as bases genéticas do melhoramento este passou a ser
feito de uma forma mais racional tendo sido possivel perceber de que for-
ma as caracteristicas eram transmitidas a descendéncia. A transferéncia de
genes de plantas selvagens, apresentando caracteristicas de interesse, para

as plantas cultivadas ou a combinacido das caracteristicas dos progenitores
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nos hibridos tornou-se uma pritica comum e permitiu, na Gltima metade
do século xX, ganhos de produtividade que se julgavam impensdveis. Além
disso, foi também possivel verificar que manipulacdes do DNA através da
inducio de mutac¢oes ou da manipulaciao dos niveis de ploidia das plantas,
com a obtencio de hapldides, polipldides e aneuploides permitiam a ob-
tencido de plantas com novas caracteristicas muitas vezes interessantes do
ponto de vista agronémico. Deste modo, todas as variedades de plantas
que actualmente consumimos resultaram de profundas altera¢cdes genéticas
introduzidas no seu genoma por cruzamentos ou por manipula¢des gros-
seiras do seu DNA.

Apesar dos resultados obtidos, estas técnicas convencionais apresentam
limitagoes que tornam dificil a modificacio genética para além de um
determinado patamar. Assim, a indu¢io de mutagénese utilizando agentes
fisicos ou quimicos é um processo pouco preciso, puramente aleatério e
grande parte da variabilidade induzida € de cardcter negativo. A trans-
feréncia de genes por cruzamentos também sé é possivel entre plantas
geneticamente relacionadas, dentro da mesma espécie ou, quando muito,
entre espécies muito proximas filogeneticamente. E possivel transferir genes
por cruzamento e seleccdo entre, por exemplo, duas espécies de cevada,
mas nio é possivel efectuar o mesmo tipo de transferéncia entre um cereal
e uma leguminosa. O aumento dos niveis de ploidia também nio pode ir
além de um certo limite pois, caso contrdrio, os mecanismos de controlo
genético podem ser profundamente alterados. Finalmente, deve referir-se
que estes métodos convencionais de melhoramento sio bastante morosos
e a incorporacao de uma nova caracteristica numa determinada varieda-
de pode demorar uma dezena de anos no caso das plantas com um ciclo
de vida anual. Em arvores, cuja fase reprodutiva apenas é atingida ao fim de
alguns anos de crescimento vegetativo, este tipo de melhoramento torna-se
praticamente impossivel.

A possibilidade de obter plantas geneticamente modificadas por técnicas
de engenharia genética veio permitir ultrapassar algumas destas limita-
¢Oes e tornar o processo de manipulacio genética de plantas mais eficaz.
De facto, utilizando as modernas técnicas de transformac¢io genética € pos-

sivel inserir genes de interesse de outros organismos nas plantas alargando



a base genética do melhoramento. O DNA de todos os organismos € quimica
e estruturalmente semelhante e os mecanismos de controlo genético, embora
com algumas diferencas entre procariotas e eucariotas, si0 em tra¢os ge-
rais, similares, permitindo que um gene de uma bactéria possa ser inserido
numa planta e que, feitas as altera¢des adequadas continue a funcionar.
A utilizacio de técnicas de engenharia genética (DNA recombinante), asso-
ciadas a totipoténcia da célula vegetal, é cada vez mais uma metodologia
utilizada no melhoramento vegetal. As primeiras plantas transgénicas fo-
ram criadas no inicio da década de 80, na planta do tabaco e desde entdo,
a manipulacio do DNA foi realizada em centenas de espécies.

Neste capitulo serd feita uma breve andlise ao melhoramento de plan-
tas com base em cruzamentos e seleccio. Em seguida serdo analisados os
fundamentos da transformac¢io genética de plantas por métodos de biologia
molecular bem como os sistemas experimentais actualmente disponiveis

que permitem concretizar essa transformacio genética.

8.2. Transferéncia de genes por cruzamento e selec¢ao

O melhoramento € um processo continuo e resulta do facto de em cada
momento as plantas utilizadas na agricultura apresentarem caracteristicas que
nio siao as mais adequadas e que podem afectar a produtividade. A necessi-
dade de melhoramento é também em grande parte ditada pelas preferéncias
dos consumidores, as quais vdo evoluindo com a prépria sociedade e com
as modas e convic¢des de cada época. Uma vez que a obtencio de novas
variedades é um processo que demora alguns anos, desde os cruzamentos
iniciais até aos testes de campo e entrada no mercado, de alguma maneira
o melhorador deve tentar antecipar quais as exigéncias dos mercados em
termos futuros ou quais os eventuais factores que sera necessario melhorar
numa variedade de forma a torna-la mais apelativa em termos de mercado.
Isto implica nio s6 um conhecimento detalhado do material vegetal mas
também uma atenc¢io profunda as tendéncias dos consumidores. Nesta
perspectiva, a profissio de melhorador nao é facil. Ele tem que ser simul-

taneamente um bom técnico, um razodvel economista e, talvez nio menos
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importante, ter alguma capacidade de perspectivar o futuro, uma espécie
de astrélogo do melhoramento.

O processo de melhoramento classico inicia-se sempre por uma escolha
criteriosa dos progenitores ou seja das plantas a cruzar. Vamos imaginar
que um melhorador pretende modificar uma variedade de uma espécie cul-
tivada que € muito produtiva mas que é simultaneamente sensivel a fungo
que ataca as culturas reduzindo assim os rendimentos. A primeira coisa
a fazer € tentar encontrar plantas da mesma espécie que sejam tolerantes
ao fungo. Esse escrutinio pode ser feito em plantas selvagens ou noutras
variedades da mesma espécie. Existem actualmente muitas instituicdes
que possuem bancos de sementes de plantas que por uma ou outra raziao
nio siao cultivadas mas em que caracteristicas de interesse podem estar
presentes. Caso isso ndo seja possivel, pode ainda tentar procurar-se uma
espécie filogeneticamente proxima que apresente tolerdncia ao fungo e que
possa ser cruzada com a variedade a melhorar. Neste caso vamos supor
que o melhorador encontrou de facto uma planta da mesma espécie que é
tolerante ao fungo. Esta planta ird fornecer essa caracteristica a variedade
que queremos manter. No final espera-se que a nova variedade tenha todas
as caracteristicas que a variedade inicial tinha mais a resisténcia ao fungo.

A segunda fase do processo consiste em cruzar a variedade que se
pretende melhorar (planta recorrente) com a variedade resistente (planta
dadora). Desse primeiro cruzamento obtém-se uma primeira geragcdo (F1)
que ¢ relativamente uniforme em termos fenotipicos e que torna dificil ao
melhorador fazer algum tipo de selec¢do. Para aumentar a variabilidade
fenotipica é conveniente cruzar esta primeira gera¢io entre si e obter uma
segunda geracio (F2) onde a variabilidade é agora mais pronunciada. E a
partir daqui que o papel do melhorador se torna importante. Nesta segun-
da geracio, o melhorador deve escolher plantas que em termos gerais se
assemelhem 2 variedade inicial e, simultaneamente, apresentem tolerancia
ao fungo. E importante nio esquecer que, tratando-se de plantas de ciclo
de vida anual, cada cruzamento e obtenc¢io de descendéncia implica um
ano, exceptuando-se situacdes em que duas ou trés colheitas podem ser
feitas no mesmo ano, como acontece com a cultura de algumas plantas em

climas tropicais.



Uma vez seleccionadas as plantas mais interessantes da F2, o me-
lhoramento prossegue com o cruzamento entre estas plantas e a planta
recorrente. Este tipo de cruzamentos, em que os descendentes sio cruzados
com um dos progenitores sao vulgarmente designados por retrocruzamen-
tos (backcrosses). No caso concreto, o cruzamento deve ser realizado com
o progenitor cujas caracteristicas gerais se pretendem manter. O resultado
€ uma terceira geracio de plantas onde se voltam a seleccionar aquelas que
apresentam as caracteristicas fenotipicas da variedade inicial mais a resis-
téncia ao fungo. Tal como acontecia na situag¢ido anterior, volta-se a realizar
um retrocruzamento e estas plantas voltam a cruzar-se com a variedade
recorrente. O processo repete-se mais algumas vezes (3-5) até termos uma
nova variedade que possui o genoma da variedade inicial mais o gene ou
0s genes responsaveis pela resisténcia ao fungo. Aquilo que se conseguiu
foi a inser¢do de novos genes na planta original sem que se tenha realizado
qualquer manipulac¢ido laboratorial do DNA. Obtém-se assim uma planta ge-
neticamente transformada através da realizacdo de cruzamentos e selecc¢io,
em cada geracdo, das caracteristicas mais interessantes.

Um esquema deste tipo de transformacio genética encontra-se representa-
do na figura 71. Na sequéncia de cada retrocruzamento, o nimero de genes
da planta inicial resistente ao fungo vai-se reduzindo a metade enquanto o
ndmero de genes da variedade inicial vai aumentando. Se partirmos de duas
plantas que, por suposi¢ao tenham 20.000 genes, os hibridos resultantes
deste cruzamento terdo também 20.000 genes mas, em termos estatisticos,
10.000 genes serdo provenientes de um dos progenitores (planta recorrente)
e os outros 10.000 do outro progenitor (planta dadora). Quando esta planta
F1 é cruzada com a planta recorrente, os descendentes terao 5000 genes de
B e 15.000 de A. Na sequéncia do retrocruzamento seguinte a proporc¢ao
serd 17500 genes de A e 2500 de B. A percentagem de genes da planta
recorrente na sequéncia de cada retrocruzamento pode obter-se pela formula
1 - (0,5™! em que n corresponde ao nimero de retrocruzamentos. Assim,
apOs o primeiro retrocruzamento o valor sera 1-0,25 = 75% de genes da
planta dadora. De acordo com o mesmo raciocinio apds 8 retrocruzamen-
tos, a percentagens de genes da planta recorrente nos descendentes seria

de 99,85% qualquer coisa como 19.970 genes assumindo um valor inicial de

257



258

20.000. Como a seleccio ¢é feita escolhendo sempre as plantas resistentes ao
fungo isso significa que estas plantas terdo entre os cerca de 30 genes da
planta dadora aqueles responsaveis pela tolerincia ao fungo. Esta situagao
explica-se pelas leis da hereditariedade e pelo processo da meiose que
ocorre durante a reproducio sexuada.

Do que foi dito pode concluir-se que embora tenha sido conseguida a
transferéncia da caracteristica pretendida existem algumas limitacdes. Assim,
pode acontecer que o gene de interesse a transferir da planta dadora para
a planta recorrente esteja muito préximo e em estreita associacao (/inkage)
com outros genes e que estes tenham algum efeito negativo em termos de
fenotipo. Nesta situagdo, por reproducio sexuada, o gene que interessa
transferir ird sempre associado aos genes que conferem a caracteristica ne-
gativa. Embora muitas vezes o melhorador se possa aperceber dessa situacio
pela anilise da descendéncia que vai sendo obtida, pode também acontecer
que essa caracteristica negativa seja mais subtil e s6 possa ser detectada
uma vez obtida a nova variedade. Para além disso, muitas caracteristicas
que interessa melhorar nas plantas ndo sdo controladas por um Unico gene,
mas sim por vdrios genes que pela sua interac¢io contribuem para um
determinado resultado. O fendtipo, nestes casos, nio € uma caracteristica
qualitativa, como por exemplo nas experiéncias classicas de Mendel com
ervilhas lisas ou rugosas, mas sim uma caracteristica quantitativa, como seja,
por exemplo, o peso de um grido de trigo ou o comprimento de uma espiga.
Uma vez que o fendtipo € controlado por genes localizados em diferentes
loci, estas caracteristicas sdo designadas por QTL e ja referidos no capitulo
5. Trata-se de fendétipos muito dificeis de analisar pelos métodos classicos
uma vez que o as condi¢cdes ambientais influenciam de forma preponderante
estas caracteristicas que apresentam uma grande variabilidade em funcao
dessas mesmas condi¢cdes. Um método de analisar estas caracteristicas é
tentar associd-las a marcadores de DNA que mostrem um padrdo similar
de hereditariedade. Neste caso, a seleccido é feita com base no marcador
identificado e nido nas caracteristicas fenotipicas tornando possivel fazer a
seleccdo como se de uma caracteristica monogénica se tratasse. Este tipo
de seleccao em que um fendtipo é associado a um marcador de DNA é

vulgarmente designada por MAS (Seleccao Assistida por Marcadores) e tem



permitido seleccionar caracteristicas importantes como sejam a resisténcia a
stresses bidticos ou abidticos. Outra dificuldade do melhoramento cldssico
é que alguma heterozigotia residual (genes da planta dadora para além do
gene de interesse) estard sempre presente na nova variedade sendo a sua
interac¢do com o genoma da planta recorrente imprevisivel.

A introducio de genes de uma planta numa outra por introgressio nio
¢ a Unica ferramenta que os melhoradores possuem para seleccionar novas
variedades. Esses métodos de melhoramento dependem muito do sistema
de reproduc¢ao da planta em causa, ou seja, se as plantas apresentam um
sistema de reproducido cruzada ou se siao capazes de autofecundacio.
A anilise destes diferentes métodos de melhoramento, como sejam a produciao
de hibridos (e.g. milhos hibridos), a selec¢io massal, a selec¢io recorrente,
entre outros sai fora do ambito dos objectivos deste trabalho pelo que o
leitor interessado nestes assuntos poderd encontrar informac¢io relevante
noutras fontes (Allard, 1999; Caligari, 2001; Tinker, 2008). Através destes
métodos, os progressos conseguidos no aumento da produtividade agricola
tém sido considerdveis e todos os anos milhares de novas variedades de
diferentes espécies chegam aos agricultores e aos consumidores com base
neste tipo de tecnologia. Por vezes, as modificacdes sio mais profundas e
novas espécies podem ser conseguidas. E o caso do triticale (X Triticosecale
Wittmack), um hibrido entre trigo (género Triticum) e o centeio (género
Secale) que se tornou um sucesso importante em termos agronomicos.
O triticale € um bom exemplo para mostrar até que ponto a manipulaciao
genética pode conduzir sem que se interfira directamente com o DNA.
Havera planta mais geneticamente modificada que o triticale? No entanto,
nunca se ouviu da parte daqueles que atacam as PGMs qualquer protesto
contra a cultura de triticale. Ignorancia? Talvez. Afinal, como dizia Fernando
Pessoa, “pensar incomoda como andar a chuva”.

A descoberta dos métodos moleculares de transformac¢io genética de
plantas de que trataremos em seguida permitiu ultrapassar algumas das
limitacdes dos métodos convencionais. No entanto, deve ter-se presente
que estes métodos sdo ainda hoje aqueles que mais vulgarmente sao uti-
lizados na obtenc¢ao de novas variedades sendo também imprescindiveis

na integracao das plantas obtidas por engenharia genética em programas
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de melhoramento. Importa também referir que a obtencio de plantas ge-
neticamente modificadas (PGMs) é realizada em variedades que ji foram
profundamente modificadas por métodos de selecciao prévios. Por exemplo,
o arroz dourado, que serd provavelmente disponibilizado nos proximos anos,
¢ uma variedade geneticamente modificada obtida a partir da variedade IR
64, ela propria resultante inicialmente do cruzamento entre landraces (va-
riedades locais adaptadas a determinados habitats) e ulterior melhoramento.
Assim, longe de poderem ser considerados como métodos alternativos a
modifica¢do genética de plantas por métodos convencionais e a modificacao
genética de plantas por engenharia genética sao antes duas ferramentas
complementares que os melhoradores tém ao seu dispor para concretizar

um mesmo objectivo: a obten¢io de plantas com novas caracteristicas.
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Figura 71 - Transferéncia de genes entre plantas através de cruzamentos e selecgdo.



8.3. Plantas geneticamente modificadas por engenharia genética

Nesta parte do capitulo vamos analisar a modificacio de plantas em la-
boratério por técnicas de biologia molecular, aquilo a que vulgarmente se
chama plantas geneticamente modificadas (PGMs) ou plantas transgénicas.
Antes disso, convém clarificar alguns conceitos que muitas vezes sdo vei-
culados de forma imprecisa. Uma planta geneticamente modificada é uma
planta que sofreu uma alteracio genética quer através de cruzamentos e
selec¢ao como se referiu anteriormente ou por mutag¢io ou por transforma-
¢io genética em laboratério. No entanto, e uma vez que o publico em geral
nio tem um conhecimento muito aprofundado desta tematica a designacao
“plantas geneticamente modificadas” foi sendo associada aquelas plantas
modificadas por manipulacio do DNA em condi¢des laboratoriais. E tam-
bém nesse sentido que a partir daqui elas serdo referidas neste trabalho e
fazendo parte de uma designa¢io mais vasta que engloba os organismos
geneticamente modificados (OGMs). A designacio “plantas transgénicas”
tem sido utilizada como um sinénimo de PGMs. No entanto, esta sinoni-
mia ndo corresponde a realidade. Uma planta transgénica é aquela que foi
modificada com um ou mais genes de outra espécie (genes heterélogos),
ou seja, com um gene estranho (transgene). Uma planta transgénica ¢€,
também, uma planta geneticamente modificada. Por exemplo, a introdu-
¢io de um gene de origem bacteriana nas variedades de milho resistentes
a broca-do-milho é um exemplo de transgénese. No entanto, nem todas
as plantas geneticamente modificadas sao plantas transgénicas. Pode-se
transformar uma planta com um gene que ji exista no seu genoma (gene
homologo). O resultado € uma sobre-expressio de um determinado gene
mas, como o gene € proveniente da mesma espécie, nao € correcto falar-se
em planta transgénica. As plantas podem também ser geneticamente mo-
dificadas nido pela inser¢io de um novo gene mas sim pela inactivacao
de genes que existam no seu genoma. Assim, no caso da primeira planta
geneticamente modificada que foi comercializada (1994), uma variedade de
tomateiro designada Flavr Savr produzida por uma companhia americana
chamada Calgene, as plantas tinham inibido o gene da poligalacturonase,

uma enzima envolvida no amadurecimento dos frutos através da degradacio
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de componentes pécticos da matriz da parede celular, através daquilo que
se chama tecnologia do RNA antisenso (capitulo 9). Neste caso, trata-se de
uma planta geneticamente modificada em que niao foi inserido qualquer
gene no genoma mas, pelo contririo, um gene que em condi¢cdes normais
funcionaria foi inactivado.

Uma vez clarificados estes aspectos importa agora analisar como se
processa a transformacido genética de plantas em condi¢des laboratoriais.
O conjunto de técnicas utilizadas com este objectivo e que vai desde o
isolamento e caracterizacdo dos genes que interessa inserir nas plantas até
a sua insercao no genoma vegetal tem sido vulgarmente designado como
engenharia genética. Esses processos envolvem técnicas de biologia mole-
cular que permitem a clivagem do DNA e a sua inser¢do em plasmideos
e cuja descricio de forma exaustiva ultrapassa os objectivos deste livro.
Aqui far-se-4 apenas alusio pontual a algumas destas técnicas quando tal
se revelar essencial para a compreensio do mecanismo de transformacao
genética. A compreensdo dos mecanismos de transformacdo genética implica
também alguns conhecimentos gerais sobre a organizacio do genoma e
o controlo da expressio genética que se torna impraticavel abordar aqui.
Qualquer livro de genética ou de biologia molecular possui informacio
detalhada sobre estes assuntos.

Em tracos gerais, a transformacio genética de plantas envolve uma série
de procedimentos gerais cujas técnicas utilizadas em cada situacio podem
variar. Esses procedimentos sio a inser¢io do gene (ou dos genes) nas cé-
lulas vegetais sendo para isso necessdrio um vector, a selec¢io das células
geneticamente transformadas, o funcionamento do gene sob controlo do
genoma da planta, a regeneracio de plantas a partir das células genetica-
mente transformadas, o que pode ocorrer pelos métodos de regeneracao in
vitro que foram previamente analisados, e a confirmacido da transformacao
e a andalise da sua distribuicdo a descendéncia.

As primeiras plantas geneticamente modificadas foram obtidas em 1983.
Do ponto de vista agronémico essas plantas tinham um interesse limitado
mas do ponto de vista cientifico os ensaios que levaram a sua obtencao
mostraram que era possivel a transferéncia de genes de outros organismos

para as plantas e que esses genes podiam funcionar normalmente uma vez



integrados no genoma das células vegetais. Estes primeiros resultados fo-
ram apresentados, em Janeiro daquele ano, numa conferéncia realizada em
Miami, por grupos da Universidade de Washington no Missouri, da Univer-
sidade de Gent na Bélgica e da companhia agroquimica Monsanto. Alguns
meses mais tarde, em Abril, um quarto grupo (Universidade do Wisconsin)
apresentou também resultados sobre a transformacio genética de plantas
num congresso realizado na Califérnia. O grupo da cientista M.-D. Chilton
da Universidade de Washington procedeu a transformacio de células de
uma espécie relacionada com o tabaco, Nicotiana plumbaginifolia, resis-
tentes ao antibiotico canamicina. O grupo de M. von Montagu e J. Schell
(Bélgica) conseguiu obter plantas de tabaco resistentes 2 canamicina e ao
metotrexato enquanto o grupo da Monsanto (R. Fraley e colaboradores)
obteve plantas de petdnia também resistentes a canamicina. Finalmente,
os cientistas da Universidade de Wisconsin (J. Kemp e T. Hall) procederam
a transferéncia de um gene de feijoeiro para a planta do girassol. Estes
primeiros sucessos, pouco tempo depois publicados em revistas cientificas,
constituiram um marco importante em termos cientificos dadas as dificuldades
que foi necessario ultrapassar. De facto, nesta altura, os kits de extrac¢ao
de DNA nio existiam, a reac¢io de PCR que permite obter quantidades
apreciaveis de DNA ndo era conhecida e os métodos de sequenciacio de
DNA, comparados com as modernas técnicas de andlise, eram bastante
primitivos. Para além disso, estes trabalhos pioneiros mostraram que as
barreiras genéticas podiam ser ultrapassadas e que genes de outros orga-
nismos podiam funcionar numa planta. No final dos anos 80 foram obtidos
os primeiros sucessos na transformacio genética de monocotiledoneas e,
rapidamente, protocolos para a transformac¢io genética de varias espécies
foram publicados. No final de 1986 foi autorizada, nos Estados Unidos,
a primeira libertacao para o ambiente de uma planta (tabaco) geneticamente
modificada enquanto em 1994 a comercializa¢io de uma variedade de toma-
teiro geneticamente modificada foi autorizada pela autoridade de seguranca
alimentar americana (FDA - Food and Drug Administration). As primeiras
culturas em larga escala de plantas geneticamente modificadas iniciaram-se
em 1996 e, segundo dados da ISAAA (http://www.isaaa.org/), em 2009,

14 anos depois, as culturas com PGMs ultrapassaram os 130 milhdes de
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hectares em 25 paises (ver figura 5, capitulo 1 tendo sido cultivadas por
mais de 13 milhoes de agricultores em todo o mundo.

Nas seccdes seguintes serdo analisados os métodos de transformacgio
genética de plantas mais comuns com especial énfase na utilizacao da
bactéria Agrobacterium tumefaciens como veiculo para a transformacao

genética das plantas.

8.4. Agrobacterium tumefaciens

O primeiro método de transformacio genética em plantas, e ainda hoje
o mais utilizado recorre ao Agrobacterium, uma bactéria Gram”, flagelada,
pertencente 2 familia Rhizobiaceae (tal como o género Rbizobium, respon-
savel pela associacio com raizes de leguminosas e pela fixacio do azoto
atmosférico), fitopatogénica, que vive no solo e que é responsavel por uma
doenca das plantas denominada "crown gall" (galha-do-colo). Esta doenca
manifesta-se pela proliferacio de células na zona de contacto entre o caule
e a raiz, vulgarmente designada por colo (Fig. 72). Embora mais raramente,
esta proliferacio pode também ser observada no caule e na raiz sendo uma
espécie de tumor vegetal. A doenca, que é muito vulgar em algumas dico-
tiledéneas, como a vinha, o pessegueiro, a nogueira e a amendoeira tem
um impacto muito reduzido em gimnospérmicas e em monocotiledoneas,
principalmente nos cereais que sio as espécies vegetais mais importantes
do ponto de vista alimentar.

Outra espécie de Agrobacterium, denominada A. rhizogenes, induz
a formacido de "hairy roots" enquanto A. rubi é uma espécie que se desloca
no xilema e produz galhas nas partes aéreas das plantas. Algumas espécies
do género, Agrobacterium nao apresentam patogenicidade como € o caso
de A. radiobacter.

A doenca da galha-do-colo é conhecida desde a Antiguidade mas s6
no inicio do século Xx se determinou que a bactéria era responsavel pelos
tumores que apareciam em algumas plantas. A bactéria penetra nas plantas
através de zonas de ferimento provocadas por praticas agricolas ou resultan-

tes da actividade de organismos como insectos, nematodes, ou mamiferos



e o tumor que provoca ¢ bastante diferente de outras proliferacdes que
também ocorrem em plantas resultantes da actividade de bactérias, fungos
ou insectos. No caso desta doenca, a proliferacio de tecidos pode atingir
propor¢des considerdveis e as células dos tumores, quando cultivadas in
vitro, mesmo na auséncia da bactéria ou de reguladores de crescimento sao
capazes de proliferar, o que atesta a sua natureza tumoral. Tal como tem
acontecido em muitos aspectos da biologia vegetal a cultura in vitro deu
um importante contributo para a compreensio dos mecanismos biol6gicos

envolvidos no desencadear e proliferacio desta doenca.

Agrobacterium tumefaciens
)
) T-DNA
& 15-30kb
Cromossoma \ Plasmideo Ti
bacteriano > 200 kb
(5x103kb)
T-DNA
|~
=
™~ Nacleo
Célula vegetalda

zona do colo

Proliferacio celular

(gatha-do-colo) \.

Figura 72 — Representacdo esquemidtica da infec¢do de plantas por Agrobacterium tumefaciens.
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Assim, estudos in vitro mostraram que o “‘crown gall” continha substiancias
que durante o desenvolvimento normal nao sio produzidas pelas células
vegetais. Esses compostos denominam-se opinas (Fig. 73) e sdo derivados
de aminodcidos. Por curiosidade refira-se que a octopina foi inicialmente
descoberta em polvos (“octopus”, em inglés) derivando dai a sua designacio.
Agropinas, compostos derivados de acucares sio também produzidas pelas
células infectadas. Posteriormente, verificou-se que era possivel distinguir
entre diferentes tumores e, consequentemente, entre diferentes estirpes de
bactérias, devido a producao de diferentes opinas. Esta constatacdo, associada
ao facto das células do tumor continuarem a sintetizar opinas mesmo na
auséncia das bactérias sugeriu que ocorria um processo de transformacao
através da transferéncia de material genético das bactérias para as células
vegetais. Uma outra descoberta bastante importante foi a detec¢io de um
plasmideo grande de 150-250 kb nas bactérias (o “cromossoma” bacteriano

possui cerca de 5 x 103 kb).

Plasmideos sio moléculas circulares de DNA de cadeia dupla que exis-
tem nas bactérias para além do "cromossoma" bacteriano. A informacao
genética contida nos plasmideos nio é essencial para a sobrevivéncia das
bactérias mas eles contém genes importantes na resisténcia a antibioticos
e estdo também envolvidos no mecanismo de conjugacio entre bactérias.

Plasmideos podem também ser encontrados noutros organismos.

Algumas observac¢oes indicaram que o plasmideo estava envolvido na
infec¢ido das plantas por Agrobacterium. Assim verificou-se que a aplica¢io
de elevadas temperaturas destruia o plasmideo e afectava também a formacio
de tumores. Todavia, a patogenecidade podia ser restaurada em contacto
com bactérias nao submetidas a elevadas temperaturas. Ulteriormente fo-
ram detectados no DNA dos tecidos infectados fragmentos de plasmideos
bacterianos tendo sido verificado que a bactéria transferia para o genoma
das células vegetais uma parte do DNA do plasmideo Ti (do inglés tumor
inducing), mais concretamente uma ou mais copias de uma molécula de

DNA de cadeia tunica (DNAss) ou dupla designado T-DNA (do inglés, trans-

ferred DNA, 14 — 42 kb).
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Figura 73 — Exemplos de diferentes tipos de opinas.

A descoberta que este plasmideo (Fig. 74), denominado Ti ou Ri (do inglés
root inducing, no caso de A. rhizogenes) conferia o caracter patogénico a
bactéria conduziu a enormes progressos na engenharia genética dos vege-
tais. Outros plasmideos nio patogénicos podem existir na mesma bactéria.
Existem actualmente mapas fisicos e sequéncias de varios plasmideos Ti
e Ri de diferentes estirpes de bactérias. Andlises moleculares permitiram
verificar que no plasmideo se localizam varios tipos de genes que sio
essenciais para o processo infeccioso desencadeado pelo Agrobacterium
e que desempenham diversas fungdes. As principais regidoes do plamideo
Ti (Fig. 74) em termos de processo infeccioso sio o T-DNA, a regiao vir,
e as regides dos borders (polos, limites ou sequéncias terminais). Outras
zonas do plasmideo estdo envolvidas na replicacio do plasmideo (regiao
rep), no transporte e catabolismo das opinas (regiio occ) ou no controlo
da conjugacio bacteriana responsavel pela transferéncia do plasmideo Ti
para estirpes avirulentas (regido tra). Genes do cromossoma bacteriano sao
essenciais para a ligacio de A. tumefaciens as células vegetais e no me-
canismo de detec¢io de moléculas sinal que viao desencadear as reac¢oes

conducentes a transferéncia do T-DNA para as células vegetais.
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TDNA

Polo esquerdo Pdlo direito
Y <
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Regiio vir\
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Figura 74 — Representacdo simplificada do plasmideo Ti de A. tumefaciens (adaptado de Binns e
Campbell, 2001 e Chawla, 2009).

Os podlos sdo curtas sequéncias de 24 pares de bases designadas “im-
perfect direct repeats”. Como o nome indica trata-se de sequéncias de DNA
muito parecidas em termos de sequéncias de bases e que possuem a mesma
orientacido. Estas sequéncias encontram-se bastante conservadas em termos
evolutivos o que revela a sua importiancia para as bactérias e sdo impor-
tantes nas fases iniciais do processamento do T-DNA como seri referido na
seccio seguinte. O podlo direito é essencial no processo de transferéncia do
T-DNA enquanto o pélo esquerdo tem um papel secundario.

O T-DNA ¢ a regido do plasmideo situada entre os dois polos (esquerdo
e direito) sendo a Unica parte do plasmideo que € transferida para as células
vegetais durante o processo infeccioso. Possui 0os genes responsaveis pela
sintese de opinas e de hormonas de crescimento (auxinas e citocininas).
As opinas e agropinas funcionam como alimento para as bactérias pois sdo
ricas em carbono e azoto. Para além disso, elas induzem conjugagido bacte-
riana, permitindo que o plasmideo de uma estirpe infecciosa possa ser
transferido para outra estirpe. Outro aspecto interessante relacionado com as
opinas reside no facto das opinas sintetizadas pelos genes de uma determi-
nada estirpe de Agrobacterium apenas poderem ser metabolizadas por essa
mesma estirpe, conferindo-lhe assim uma vantagem selectiva. Como ja foi
referido, cada estirpe de Agrobacterium produz um tipo particular de opina.
Deste modo, o processo de infec¢io € altamente eficaz pois obriga as células

vegetais a produzir compostos que nio tém qualquer interesse para a planta



e que sdo Uteis para as bactérias sob diferentes perspectivas. Na figura 75
estdo representados dois tipos diferentes de plasmideos Ti responsaveis pela
sintese de dois tipos diferentes de opinas, um plasmideo responsavel pela
sintese da nopalina (pTiC58) e um plasmideo do tipo da octopina (pTiAch5).
A principal diferenca reside no facto do plasmideo da nopalina possuir uma
regido Unica de T-DNA de cerca de 23 kb enquanto o plasmideo da octopina
possui o T-DNA dividido em duas regides (esquerda e direita em func¢io da
proximidade dos polos) de 13 kb (esquerda) e 8 kb (direita). Para além disso,
nos plasmideos da octopina existe uma sequéncia overdrive (ou enhancer)
no polo direito que é necessaria para uma transferéncia eficaz do T-DNA.
O plasmideo da nopalina possui 13 ORFs (open reading frames) enquanto o
plasmideo da octopina possui, na totalidade, 14 ORFs (8 na regido esquerda
e 6 na regido direita). ORFs sao sequéncias do DNA delimitadas pelo codio
de iniciacado (AUG) e por um dos coddes de termina¢io podendo ser consi-
deradas como potenciais genes. As ORFs do T-DNA possuem caracteristicas
normalmente encontradas em ORFs de organismos eucariotas e nao de pro-
cariotas, como seria de esperar, dada a sua origem.

étsmid_eoTi
octopina

pTiAchs

Plasmideo Ti
nopalina

pTiC58

Opinas produzidas Opinas produzidas
derivam da arginina derivam da ornitina
T-DNA (13,6 kb) Tr-DNA (8kb)
8 ORFs 6 ORFs
pTiAchs E-%rFZT]ﬁ}
tms nr tml ocs
Sintese de outras opinas
Pélo esquerdo Pélo direito
T-DNA (23 kb)
pTiC58
tms onr mml s

Figura 75 — Dois tipos diferentes de plasmideos Ti e respectivos mapas de restricio do T-DNA.
nos — gene da nopalina sintetase, ocs- gene da octopina sintetase, ORF — “Open Reading Frame”,
tml — large tumors, tmr — tumor rooty, sintese de citocininas, tms — tumor shooty, sintese de
auxinas (adaptado de Otten, 2001 e Chawla, 2009).
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Para além dos genes responsaveis pela sintese de opinas o T-DNA pos-
sui igualmente genes que determinam a produc¢ao hormonas vegetais mais
concretamente genes envolvidos na sintese de uma auxina (IAA) e de uma
citocinina (isopentenil-adenosina-5-monofosfato) pelas células infectadas
(Fig. 76). A producio destes compostos pelas células infectadas estimula a
divisio celular tendo como consequéncia a proliferacio do tumor. Por essa
razdo, os genes em causa sao referidos como oncogenes. No caso da produ-
cao de TAA, o T-DNA possui dois genes envolvidos na sintese desta auxina.
Um deles (¢msl, também designado iaaM ou auxl) codifica para a enzima
triptofano-2-monooxigenase que converte o precursor triptofano em 3-indol
acetamida. Um segundo gene (tms2 — ou iaaH ou aux2) é responsavel pela
sintese da enzima 3-indol acetamida hidrolase que converte 3-indol acetamida
em [AA. O gene tmr codifica a enzima isopentenil transferase responsavel
pela conversio de AMP e isopentenil pirofosfato em isopentenil-adenosina-
-5-monofosfato, um composto com actividade de citocinina. Modificacdes nos
genes tms originam o aparecimento de tumores com aquilo que se designa
um fendtipo shooty resultantes de uma reducio dos niveis de auxinas nas
células do tumor. Nestes casos, as células diferenciam rebentos caulinares
anémalos. No caso de mutacdes no gene tmr o resultado é um decréscimo da
producio de isopentenil-adenosina-5-monofosfato tendo como consequéncia
uma reduc¢ido dos niveis de citocinina e o aparecimento de raizes anémalas
(fendtipo rooty). Outros genes localizados no T-DNA sido responsaveis pela
secre¢do das opinas enquanto outros controlam a resposta dos tecidos ve-
getais as hormonas. Os genes do T-DNA nio se expressam na bactéria pois
possuem sinais de regulacio que apenas sio efectivos em células eucariotas.

A regido vir (viruléncia) é uma regiio que nio é transferida para as célu-
las vegetais mas que é extremamente importante no controlo dos diferentes
passos que permitem a separacio do T-DNA do plasmideo Ti, a substitui¢cao
do T-DNA no plasmideo e o seu transporte e integracao no nucleo das células
vegetais. Na regido vir (cerca de 40 kb) situam-se pelo menos nove operdes
designados vir A — vir ] que englobam um minimo de 24 genes co-regulados
formando um regulio. Os genes vir A e vir G sio responsaveis pela formacio
de um sistema regulador de dois componentes que detecta determinados

estimulos e desencadeia a activagio das outras regides vir.
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Figura 76 — Vias de sintese de uma auxina e de uma citocinina controladas por oncogenes
localizados no T-DNA (adaptado de Otten, 2001 e Chawla, 2009). AMP — adenosina monofosfato.

8.5. Mecanismo de infeccio das células vegetais com Agrobacterium tume-

Jaciens

No processo infeccioso das células vegetais por A. tumefaciences podem
distinguir-se vdrias etapas que vdo desde a atrac¢io das células bacteria-
nas para os locais de infeccido até a integracio do T-DNA no nucleo das
células. Em seguida sdo referidas as caracteristicas das diferentes fases do

mecanismo de infecc¢io.

8.5.1. Ligacdo das bactérias as células vegetais

O primeiro passo do processo de infeccio € a libertacio pelas células
vegetais feridas de compostos fendlicos, aminoacidos, acidos organicos e
hidratos de carbono. Alguns destes compostos desempenham papéis impor-

tantes nos mecanismos de defesa das plantas contra agentes patogénicos,
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estando provavelmente envolvidos na sintese de lenhina e de fitoalexinas.
Entre os compostos que desempenham um papel preponderante estio os
fendis acetoseringona e a P-hidroxi-acetoseringona. As bactérias sio qui-
miotacticamente atraidas por compostos libertados pelas células vegetais
e que sinalizam também as células competentes para a infeccio, ou seja,
aquelas que estido aptas a receber o T-DNA. Curiosamente, a acetoseringona,
nio atrai quimiotacticamente as bactérias. A ligacio das bactérias as células
vegetais € controlada por genes do cromossoma bacteriano, nomeadamente
os loci chv A, chv B e chv E envolvidos na sintese de glucanos ciclicos ou
na sintese de proteinas que ligam hidratos de carbono e do locus cel e pscA
envolvidos, respectivamente, na sintese de celulose e exopolissacarideos
(succinoglucano), componentes essenciais da parede das células das plan-
tas e que permitem as bactérias estabelecerem uma espécie de ponte com
as células a infectar. O locus att que codifica para proteinas da superficie
celular esta também envolvido. Estirpes de A. tumefaciens com mutagdes
nos diferentes tipos de genes indicados siao avirulentas ou apresentam uma
capacidade de infeccio reduzida o que atesta a importancia destes genes
localizados no cromossoma bacteriano.

A ligacio das bactérias as células vegetais ocorre através da formacio de
um biofilme sendo o processo de infec¢io mediado por proteinas receptoras
da parede. Proteinas do tipo das vitro-nectinas e das ricadsinas parecem
desempenhar um papel importante no mecanismo de reconhecimento. Estu-
dos mais recentes parecem implicar também proteinas de arabinagalactano
no processo de reconhecimento bactéria-hospedeiro.

Os compostos fendlicos e os hidratos de carbono libertados pelas cé-
lulas vegetais vdo activar os genes vir do plasmideo Ti, desencadeando o

processamento do T-DNA.

8.5.2. Inducao dos genes vir

O sistema que permite as células bacterianas detectar os sinais quimicos

emitidos pelas células vegetais competentes ¢ um sistema de dois compo-

nentes constituido pelos produtos dos genes vir A e vir G, genes que se



exprimem constitutivamente na bactéria. Sistemas deste tipo sio muito co-
muns em cé€lulas bacterianas e permitem as bactérias responder a variacoes
no habitat que as rodeia. No caso de A. tumefaciens, o sistema de dois
componentes € formado por uma proteina que possui um dominio peri-
plasmico (entre as duas membranas) capaz de detectar compostos fendlicos
e que também possui actividade cindsica no dominio intracelular, chamada
vir A. A ligacio de compostos fendlicos ao quimioreceptor vir A induz uma
alteracio conformacional nesta proteina resultante da sua autofosforilacio
em residuos de histidina do terminal C onde também se localiza o dominio
cindsico. A proteina A activada interage em seguida com o outro compo-
nente do sistema, a proteina vir G, fosforilando-a, e fazendo com que esta
passe a funcionar como um activador da transcricao (Fig. 77) promovendo
a activacio de outros genes vir (incluindo vir A e vir G) necessirios para
0 processamento, transporte e transferéncia do T-DNA para as células ve-
getais. Dados experimentais sugerem que a proteina vir A também interage
com a proteina chv E a qual estd envolvida na deteccdo de hidratos de
carbono (glucose, galactose e xilose) naquilo que pode constituir uma via

alternativa de infec¢io quando o teor de compostos fendlicos for reduzido.

. Transportador de
Acetoseringona ghicose/zalactose codificado por
'Y chvE
Q .
.. Periplasma

Membrana plasmitica

Citoplasma
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(autofosforilagao)
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imactiva

Sintese de outras proteinas
(vir B, vir C, vir D, vir E...)

Figura 77 — Deteccao de compostos fendlicos e activa¢iao de outros genes vir pelo sistema de dois
componentes, as proteinas vir A e vir G (adaptado de Chriqui, 1995 e Anand e Mysore, 2000).
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8.5.3. Processamento do T-DNA

A activacio dos genes vir tem como consequéncia a clivagem de
uma molécula de T-DNA de cadeia Gnica do plasmideo Ti e que ird ser
incorporada nas células vegetais. Um dos primeiros acontecimentos na
transferéncia do T-DNA é a clivagem do plasmideo Ti entre a 3* e a 4*
base de cada um dos podlos. Duas das proteinas codificadas pelo gene
policistronico vir D, vir D1 e vir D2, funcionam como endonuclease
e executam a clivagem do T-DNA nos podlos. Proteinas codificadas pelo
locus C, proteina vir C1 e vir C2, aumentam a eficicia do processo, através
da sua interac¢ao com a sequéncia overdrive. A clivagem no poélo direito,
onde se localiza a sequéncia overdrive, funciona como um local de ini-
ciagdo para a sintese de uma nova molécula de DNA que ird substituir

o

o T-DNA e cuja sintese se processa no sentido 5’ para 3. A medida que
a nova molécula de DNA vai sento sintetizada, a deslocacio do comple-
x0 enzimdtico desloca o T-DNA do plasmideo Ti ao mesmo tempo que
substitui o DNA removido (Fig. 78). Durante o processo a proteina vir
D2 permanece covalentemente ligada a extremidade 5 do T-DNA (Fig.
78) tornando a cadeia menos susceptivel a ataques de exonucleases
e contribuindo para dirigir o movimento do T-DNA em direc¢do ao nucleo
das células vegetais. Estes dados permitem concluir que o T-DNA nio
€ transportado isoladamente para as células vegetais mas sim sob a forma
de um completo T-DNA/proteina. Como ja foi referido uma dessas pro-
teinas € a vir D2. Outra proteina importante do complexo é a proteina
vir E2 (69 kDa) que envolve completamento o T-DNA e a proteina vir D2
protegendo-os de ataques enzimdticos. Esta proteina pode ser transportada
para a célula vegetal envolvendo o completo T-DNA/Vir D2 (estima-se que
cerca de 600 moléculas de vir E2 sdo necessdrias por cada T-DNA com
cerca de 20 kb) mas pode também ser transportada de forma auténoma,
com o auxilio da proteina vir E1 (chaperona), associando-se ao T-DNA
e a vir D2 apenas no citoplasma da célula vegetal e formando aquilo que
se chama o complexo-T maduro. Ao conjunto do T-DNA e das proteinas
protectoras € também vulgarmente dado o nome de firecracker complex

devido a forma que apresenta.



8.5.4. Transporte e integracio do T-DNA nas células vegetais

Antes da sua insercao no nucleo das células das plantas, o T-DNA deve
ultrapassar uma série de barreiras fisicas tais como as membranas interna
e externa da bactéria, a parede bacteriana, e a parede celular, membrana
celular, citoplasma e invélucro nuclear das células vegetais. A primeira etapa
no transporte do T-DNA € a passagem através da membrana bacteriana.
Este obstdculo ¢ transposto através da formacio de um canal formado por
proteinas segregadas pelo operdo vir B. A proteina vir D4 faz também parte
do aparelho de transferéncia e, juntamente com vir B formam um sistema
de conjugacio do tipo IV que existe em muitos procariotas. As proteinas
vir B formam um pillus que permite a passagem do T-DNA da bactéria para
a célula a infectar enquanto a proteina vir D4 € uma proteina transmem-
branar em que a maior parte da molécula se situa no interior da célula
onde, através da hidrolise de nucleétidos obtém energia para a ligacao
a complexos proteicos envolvidos no transporte de DNA. Também a proteina
vir B11 possui um local de ligacio ao ATP e actividade ATPasica. O papel
de algumas das proteinas codificadas pelo operio vir B ndo estd completa-
mente esclarecido. Algumas destas proteinas tém uma func¢io estrutural (vir
B2, vir B4 e vir B7), constituindo o pillus (poro de conjuga¢io) enquanto
outras como vir Bl e vir B5 parecem ser importantes em sistemas de reco-
nhecimento interagindo com receptores das células vegetais. No entanto,
deve salientar-se que o mecanismo através do qual o T-DNA ¢ transferido
para as células vegetais esta ainda longe da completa elucidagio visto que
alguns autores verificaram o transporte da proteina vir D2 e vir E2 indepen-
dentemente deste sistema. Os dois genes do operdo H codificam enzimas
envolvidas na degradacio de compostos produzidos pelas células vegetais

que podem afectar o crescimento de A. tumefaciens.
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Uma vez no citoplasma da célula vegetal, o complexo T-DNA/proteinas
deve agora atravessar o involucro nuclear. O tamanho deste complexo parece
exceder o limite de exclusio dos poros do invélucro nuclear. No entanto, a
dimensao dos poros pode variar em situagdes em que se verifica o transporte
activo de substancias sugerindo que possa ser esse 0 caso no transporte
do T-DNA. A proteina vir D2 volta a desempenhar um papel essencial no
transporte para o ndcleo pois possui duas sequéncias de localiza¢io nuclear
(NSL) sendo aquela que se encontra localizada no terminal C a que desem-
penha um papel mais importante no transporte para o nicleo. A proteina
vir D2 interage com um grupo de proteinas da familia a-carioferina envol-
vidas em mecanismos de reconhecimento e transporte através do involucro
nuclear. Outras proteinas vegetais importantes no transporte do T-DNA sao
as ciclofilinas e alguns tipos de fosfatases e cinases. Assim, verificou-se que
a ciclosporina A, um inibidor das ciclofilinas reduz a eficiéncia da transfor-
macdo em Arabidopsis e no tabaco. Provavelmente este tipo de proteinas
auxilia o transporte citoplasmatico do complexo T-DNA/proteinas. No que
diz respeito aos processos de fosforilacio e desfosforilacio tem sido suge-
rido que estes mecanismos actuem como reguladores positivos e negativos,
respectivamente, do processo de transformac¢io mediado por A. tumefaciens.
A proteina vir E2 que como ja se referiu envolve completamente o T-DNA
possui também NSLs. Esta proteina vir E2 liga-se a uma outra proteina de-
signada VIP1 (do inglés virE2-interacting protein) e que € funcionalmente
homologa da proteina bacteriana vir E3. VIP1 e vir E3 parecem auxiliar a
interac¢io de vir E2 com o-carioferina e o transporte para o nucleo. Outra
proteina envolvida no processo de transporte do T-DNA ¢é a proteina vir
F. Mutantes de A. tumefaciens incapazes de produzir vir F sdo avirulentos.
A funcido de vir F permanece largamente obscura mas € possivel que esteja
envolvida na protedlise do complexo T-DNA/proteina no interior do nucleo.

Depois da passagem para o nudcleo, VIP1 interactua com a histona H2A
num mecanismo que direcciona o T-DNA para o local de integracio. Antes
da integracio o complexo deve ser digerido de forma a libertar o T-DNA
e neste mecanismo a proteina vir F, desempenha, como ja foi referido, um
papel importante. Finalmente, o T-DNA ¢ integrado no genoma bacteriano,

ao acaso, por um processo designado recombinacgio ilegitima e que explora
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quebras cromossémicas existentes naturalmente no genoma. Ao contrdrio
dos processos de recombinacao homéloga, este tipo de recombinac¢io nao
depende da existéncia de sequéncias idénticas entre o DNA do genoma
vegetal e o T-DNA bacteriano. Uma vez integrado num dos cromossomas
da célula vegetal o T-DNA produz uma coépia complementar passando
a existir na forma de cadeia dupla.

Como se pode concluir daquilo que foi referido anteriormente, o pro-
cesso de integracao do T-DNA nas células vegetais é controlado por uma
multiplicidade de factores. Alguns dos aspectos do mecanismo de infeccio
estdo bem caracterizados mas existem ainda muitas lacunas no processo
que limitam a nossa compreensio do mesmo.

Deste processo infeccioso resultam células vegetais que proliferam devido
a producio de niveis elevados de auxina e citocinina e bactérias que en-
contram onde podem crescer devido a produc¢io de compostos que utilizam
no seu metabolismo. Para além disso, as bactérias nao perdem qualquer
informacido genética pois conseguem restaurar o DNAss que perderam sendo
ainda capazes, por conjugacio bacteriana, de transmitir o plasmideo Ti a
estirpes avirulentas. Este mecanismo de transferéncia horizontal de genes,
dnico na natureza, constitui um eficaz processo de engenharia genética
que os bidlogos vegetais, apds caracterizacio do mecanismo de infecg¢io,
se apressaram a aproveitar para a transferéncia de genes de interesse para
as células vegetais. Curiosamente, este sistema permite a transferéncia de
genes ndo apenas para plantas mas também para outras bactérias, fungos
e mesmo células humanas abrindo um vasto leque de oportunidades para
a manipula¢io genética de muitos organismos.

A figura 79 resume o processo de infeccdo provocado por A. tumefaciens.
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Figura 79 - Infeccao das células vegetais por A. tumefaciens (com base em Otten, 2001; Anand
e Mysore, 2006; Slater, 2008 e Chawla, 2009).

8.6. A utilizacdo de A. tumefaciens na transformacio experimental de plantas

Uma descoberta importante na caracteriza¢io do funcionamento do
plasmideo Ti foi a verificacio que o plasmideo era capaz de transferir
outros tipos de DNA para as células das plantas desde que esse DNA es-
tivesse localizado entre os dois pdlos. O primeiro DNA a ser transferido
foi DNA de Escherichia coli, uma bactéria muito utilizada em ensaios de
manipulacio genética. Esta descoberta mostrou que A. tumefaciens pode-
ria ser utilizada como um veiculo para a introduc¢io de genes nas plantas
permitindo assim a obtencido de plantas geneticamente transformadas.
No entanto, para que o plasmideo Ti possa ser utilizado de forma eficaz
€ necessario que o plasmideo seja desarmado, ou seja, que os oncogenes

(e também os genes de sintese das opinas) responsidveis pela sintese de
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hormonas sejam removidos pois, caso contririo, os tecidos infectados pro-
liferam de forma descontrolada tornando dificil a regeneracio de plantas
in vitro. O desarme da bactéria elimina a capacidade desta causar infeccao
mas mantém intacto o mecanismo de transferéncia do DNA. Para além
disso, os plasmideos Ti naturais sio muito grandes o que torna dificil
a sua manipulacido in vitro devido a sua tendéncia para fragmentarem e
2 auséncia de locais Gnicos de restricio. A remocido dos genes responsi-
veis pela sintese de hormonas e opinas chama-se desarme do plasmideo
e a sua remoc¢ao niao afecta o mecanismo de infec¢ao para o qual apenas
sdo imprescindiveis os genes vir e os pdlos do plasmideo Ti.

A procura de plasmideos Ti mais eficazes em termos de transforma-
¢do genética teve como consequéncia a obtenc¢io de dois tipos diferentes
de vectores para a transferéncia de DNA para as células vegetais. Um
dos tipos de vectores foi designado por vector co-integrado. Neste caso,
o DNA que se pretende transferir para as plantas é introduzida num pe-
queno plasmideo intermédio o qual nio é mais que um plasmideo de E.
coli que possui um local de restricao Gnico para a subclonagem dos genes
a transferir. Para além destes, deve ser inserido um gene de resisténcia
a um antibiético (e.g. ampicilina) que permita a seleccio das bactérias
que possuem 0s vectores co-integrados quando estas sio crescidas na
presenca do antibidtico correspondente. O plasmideo intermédio é entdo
transferido por conjugacio para uma estirpe de A. tumefaciens possuindo
um plasmideo Ti desarmado onde se insere por recombina¢io homodloga.
O resultado € um plasmideo que possui simultaneamente as regides vir
e o DNA que se pretende transferir para as células vegetais, com a regiio
vir a controlar o processo de infec¢io como acontece durante a infec¢ido
em condi¢cdes naturais. Para a obtencao deste tipo de vectores (cointe-
grados), é necessaria a presenc¢a de uma estirpe de E. coli possuindo um
plasmideo que auxilia (plasmideo helper) a transferéncia do plasmideo
intermédio para A. tumefaciens. O sistema experimental para a obten-
¢do destes vectores é complexo e a obten¢io de bactérias possuindo os
vectores co-integrados ocorre a baixas frequéncias (cerca de 1073). Esta
situacdao levou ao desenvolvimento de vectores mais eficazes como é o

caso dos vectores binarios.



Ao contrario do que acontece nos vectores co-integrados, a regiio vir
e o DNA a transferir nio se encontram posicionados no mesmo plasmideo
(cis) mas sim em plasmideos diferentes funcionando em trans. Neste tipo
de vectores a sequéncia de DNA a transferir para as células vegetais € in-
serida num pequeno plasmideo de E. coli que possui os poélos esquerdo
e direito. O plasmideo possui ainda uma origem de replicacio compativel
com virios tipos de bactérias (incluindo A. tumefaciens) e um ndmero va-
riavel de locais de restricio entre os pdélos que permitem a inser¢ido dos
genes a transferir e de genes de resisténcia a antibidticos. Apos insercao
(electroporacgio, choque térmico ou estirpe helper de E. coli) do plasmideo
numa estirpe desarmada de A. tumefaciens, selec¢io e multiplicacio das
bactérias transformadas obtém-se uma estirpe que possui o plasmideo Ti
desarmado com a regido vir e o plasmideo bindrio que possui 0os genes a
transferir. A maioria dos sistemas de transformacoes actualmente utilizados
baseiam-se em vectores bindrios dada a sua mais facil manipulacao e maior

eficiéncia de transformacio.

Mais recentemente foram desenvolvidos novos sistemas para a trans-
feréncia de fragmentos de DNA entre vectores e que se baseiam nio na
utilizacao de locais de clonagem, enzimas de restricio e de ligases para
manipulacio do DNA mas que fazem uso de recombinases que permitem
uma transferéncia mais eficaz de um segmento de DNA de um vector para
outro mantendo a sua correcta orientacdo e funcionalidade numa elevada
percentagem. Um dos exemplos € o sistema Gateway, desenvolvido pela firma
Invitrogen que utiliza uma recombinase de alta especificidade do fago A.
Neste sistema, um fragmento de DNA que se pretenda incorporar num
vector ¢ flanqueado por locais de recombinacido, que na presenc¢a de uma
recombinase sao capazes de inserir esse DNA num vector que apresente
sequéncias de recombinacio homélogas. Este procedimento evita as moro-
sas estratégias de clonagem utilizadas na preparacio dos vectores classicos
como os vectores pBIN19 ou pGreen. Outros sistemas que se baseiam num
principio semelhante sio o sistema Creator Cloning e o sistema Univector
Cloning que utilizam uma técnica de recombinacio mediada pela recom-

binase CRE do bacteriéfago P1.
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8.7. Genes quiméricos

A transformacio genética de plantas com um gene particular implica nio
apenas a transferéncia desse gene mas de mais alguns elementos que vio
ser necessario para a expressio eficaz do gene na planta. Para além disso,
no processo de transformacao € também importante poder identificar e/ou
seleccionar as plantas transformadas pelo que se torna importante associar
ao gene de interesse um gene marcador. Deste modo, as sequéncias a in-
serir nas células vegetais sdo de varios tipos e, no seu conjunto, constituem
aquilo a que se chama uma gene quimérico ou uma constru¢ao quimeéri-
ca. Os diferentes elementos de um gene quimérico podem ter diferentes
proveniéncias. Podemos, por exemplo, ter um promotor de origem viral,
um gene de interesse de origem vegetal e um gene marcador de origem
bacteriana. Em seguida sio analisadas algumas particularidades dos dife-
rentes componentes.

Um promotor é uma regido a montante de um determinado gene e que
controla a sua expressao. O promotor possui regides de ligacio as RNA
polimerases bem como regides que permitem a ligacdo de factores de trans-
cricdo que modulam a expressao de um determinado gene. Existem varios
tipos de promotores. Se um promotor permite a expressio de um gene
numa vasta gama de células e tecidos diz-se constitutivo. Se, pelo contrario,
o promotor apenas funciona em regides particulares (raizes, polen, folhas)
diz-se que é um promotor especifico. Alguns promotores sao particular-
mente Uteis pois apenas funcionam depois de induzidos por determinados
estimulos (agentes patogénicos, temperatura, compostos quimicos, ferimen-
tos), podendo a sua manipula¢do ser controlada. A expressio de um gene
na planta deve estar sob controlo de promotores de origem vegetal ou que
funcionem em plantas como acontece com os promotores de alguns virus
que infectam células vegetais. O primeiro promotor utilizado para promover
o funcionamento de um gene nas células vegetais foi o promotor do gene
da nopalina sintetase (nos). O promotor mais utilizado na transformacio
genética de plantas tem sido o promotor constitutivo do RNA 35S do virus
do mosaico da couve-flor (CaMV 35 S, do inglés cauliflower mosaic virus).

Este promotor tem uma eficidcia mais reduzida em monocotiledéneas pelo



que neste grupo de plantas tém sido utilizados outros promotores com
resultados mais interessantes. E o caso dos promotores da ubiquitina I do
milho, da actina-1 do arroz e da enzima dlcool desidrogenase. Em algumas
situacdes, a presenca de outras sequéncias optimizam a expressio do gene.
Por exemplo, a inclusao de um intrdo heterdlogo em CaMV 35 S aumenta
a actividade do promotor o mesmo se verificando quando um intrdo é adi-
cionado a sequéncia leader do promotor da actina-1 do arroz. A presenca
de um (ou mais) intrdo no gene que vai ser expresso aumenta por vezes 0s
niveis de expressdo. A adi¢cio de uma ou mais cépias da regido enhancer
também pode estimular a actividade do promotor CaMV 35 S,

Para além do promotor os genes quiméricos devem possuir uma sequéncia
de terminacio em que o codio stop é seguido de uma cadeia poliadenilada
(poliA). No caso de genes que nido sejam de origem vegetal esta sequéncia
deve ser adicionada. Normalmente utilizam-se as sequéncias poliA do gene
nos de Agrobacterium ou do promotor 35 S de CAMV. A auséncia de se-
quéncias de terminacio eficazes pode conduzir a producio de transcriptos
anémalos responsidveis pelo inactivacdo ou silenciamento de genes. Sempre
que a proteina a codificar pelo gene de interesse seja uma proteina que
interessa que seja expressa num determinado local da célula (por exemplo
no reticulo), é necessario incluir no inicio da sequéncia codificadora uma
sequéncia sinal que facilite o transporte para o local desejado. Por exemplo,
a sequéncia que se utiliza para descolar proteinas para o cloroplasto é a
proveniente da subunidade mais pequena da enzima Rubisco.

Finalmente, o gene quimérico deve possui uma sequéncia responsavel
pela produc¢io de um factor que permita a selec¢io ou a identificagio das
células transformadas. Esses genes sao designados por marcadores e podem
ser de dois tipos: genes reporter e genes de selec¢do. A utilizaciao destes
sistemas € importante pois durante o processo de infec¢do das células ve-
getais apenas um pequeno numero € geneticamente transformado pelo que
a sua identificacao/seleccio € de importancia primordial.

Os genes reporter sio muito Uteis em ensaios de transformacio genética
pois permitem verificar se o DNA foi inserido nas células vegetais sendo
também utilizados para a andlise da actividade dos promotores. Um bom

gene reporter deve ser ndo destrutivo e altamente sensivel, deve permitir
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uma andlise quantitativa da expressio, a sua andlise deve ser simples e
econdmica e nao deve existir qualquer actividade deste gene na planta em
condi¢des naturais. Este tipo de genes sdo, em regra, analisados ao nivel da
quantificacdo da proteina para a qual codificam ou de outros produtos do
metabolismo (por exemplo opinas). Existem varios tipos de genes reporter.
Nas plantas, os mais utilizados sio o gene da B-glucuronidase (uidA ou
gus), o gene da proteina GFP (do inglés green fluorescent protein) e, com
menos frequéncia, os genes da luciferase (/ux e luc), o gene da enzima
cloranfenicol acetiltransferase (caf), genes envolvidos na sintese de anto-
cianinas e genes envolvidos na sintese de opinas como sejam o gene da
octopina sintetase (ocs) e da nopalina sintetase (10s).

O gene gus € um gene de origem bacteriana responsavel pela producio
da enzima B-glucuronidase a qual utiliza como substrato glucurénidos dando
origem a uma colora¢io azulada que pode ser facilmente visualizada in situ.
Os substratos utilizados sio o composto X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil
B-D-glucurénido) que permite a visualizag¢do da actividade enzimdtica por
um método histoquimico e o composto 4-MUG (4-metilumbeliferil-B-D-
-glucurénido) que permite a andlise por fluorescéncia. No primeiro caso,
a actividade da enzima dia origem a um precipitado insoluvel de tonalidade
azul que pode ser observado in situ, funcionando como um marcador visual
que permite determinar a localiza¢do precisa da expressao do gene (Fig. 80).
O método fluorométrico fundamenta-se também na actividade da enzima
GUS que converte 4-MUG em 4-MU (4-metilumbeliferona) cuja presenca pode
ser detectada por fluorescéncia. Uma modificacio deste método permite
utilizar como substratos glucurénidos associados a citocininas cuja clivagem
resulta na producio de citocininas livres capazes de promover divisdes ce-
lulares nas células transformadas. Neste caso, o gene funciona quer como
reporter quer como gene de seleccdo. O gene gus tem sido muito utilizado
em plantas pois € relativamente simples de detectar podendo ser aplicado
em ensaios quantitativos ou qualitativos. A sua principal desvantagem resulta
do facto de ser necessario provocar a “descoloracio” dos tecidos vegetais para
observar a sua actividade. Uma vez que o gene gus ¢ um gene bacteriano
que pode funcionar em A. tumefaciens a sua insercio nas células vegetais

¢ feita utilizando uma variante do gene que possui um intrio de forma



a assegurar que a marcac¢io observada resulta de facto da transformacio
de células vegetais e ndo da sua expressio em A. tumafaciens. Genes com

introes apenas se expressam em eucariotas.

Figura 80 — Deteccao do gene gus em tecidos de Arabidopsis. As zonas escuras correspondem
ao local em que o gene gus é expresso. Supostamente o gene inserido juntamente com o gene
gus serd expresso nos mesmos locais.

O gene gfp € um gene com origem numa alforreca chamada Aequorea
victoria. Nos Gltimos anos este sistema tem-se tornado o método mais eficaz
para avaliar a expressio dos genes em ensaios de transformacio genética.
Em condi¢des normais a proteina faz parte de um mecanismo de defesa de
A. victoria contra predadores funcionando em conjugacio com uma outra
proteina designada aequarina estando o cdlcio envolvido no desencadear
da bioluminescéncia por estas proteinas. Trata-se de uma proteina de 238
aminodcidos associada a um cromoéforo (B-hidroxi-benzilidina imidazolinone)
que quando submetida a radia¢do na banda do azul ou do ultra-violeta emite
uma fluorescéncia verde. Quando expressa noutros organismos a proteina
nao necessita de qualquer co-factor ou da associagio com aequorina para
emitir fluorescéncia. Apenas oxigénio e um comprimento de onda adequado
sdo necessarios. A fluorescéncia emitida (Fig. 81) pode ser detectada por
microscopia de fluorescéncia ou por outros métodos permitindo a anilise
quantitativa e qualitativa da expressdo sem que seja necessdrio adicionar
qualquer substrato. Além disso, a avaliacdo da expressdo de um gene ao

longo do tempo torna-se mais ficil. Nos ultimos anos esta proteina tem sido
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objecto de estudos detalhados que levaram a obten¢io de GFPs modificadas
capazes de emitir fluorescéncia noutras bandas do espectro permitindo a
analise simultinea de diferentes genes. Em 2008, os cientistas O. Shimomura,
M. Chalfie e R. Tsien foram galardoados com o Prémio Nobel da Quimica
pelos seus trabalhos nesta proteina. No caso particular das plantas os genes
gfps utilizados tiveram que sofrer algumas modificacdes antes de poderem ser
utilizados de forma eficaz. Essas modifica¢des permitiram a remoc¢io de um
intrdo que nas plantas funcionava de forma anémala causando a remocao de
um nimero consideravel de nuclétidos do RNAm e a modificacio de alguns

aminodcidos de forma a tornar a proteina mais andloga a proteinas vegetais.

Figura 81 — Detecc¢io do gene gfp em células de Arabidopsis.

Os genes das luciferases podem ter origens em insectos (pirilampos) ou
em bactérias. O gene /uc do pirilampo Photinus pyralis cataliza a oxidacao
de luciferina e a sua consequente conversao em oxiluciferina na presen-
ca de ATP, oxigénio e ides magnésio. A luminescéncia emitida pode ser
registada num luminémetro (ou numa pelicula fotogrifica) e quantificada.
Os genes bacterianos da luciferase (/uxA e luxB) tém sido obtidos a partir
das bactérias Vibrio harveyi e V. fischerii. As luciferases codificadas por
estes genes sio responsaveis pela oxidacao de aldeidos de cadeia longa
da qual resulta a emissao de luz. A emissio de luz é bastante rapida o
que associada a necessidade de equipamento especifico torna este tipo de

procedimento pouco eficaz.



Genes envolvidos na sintese de opinas podem também ser utilizados
como genes reporter uma vez que as células nio infectadas nao produzem
opinas. Estes sistemas baseiam-se na andlise das opinas ou na medic¢ao
da actividade das enzimas responsaveis pela sua sintese. Em virtude de
implicarem procedimentos experimentais mais elaborados niao sio muito
utilizados. O mesmo se verifica com o gene da cloranfenicol acetil trans-
ferase, o primeiro gene bacteriano a ser introduzido em células vegetais,
que cataliza a acetilacio de cloranfenicol. O ensaio baseia-se na deteccao
de cloranfenicol acetilado ap6s incubac¢io dos tecidos com cloranfenicol
marcado radioactivamente (14C). O facto da realizacio desta técnica impli-
car a manipulacio de materiais radioactivos tem contribuido para a sua
reduzida utilizacao.

Um udltimo tipo de genes repérter que tem sido utilizado sio genes res-
ponsaveis pela sintese de antocianinas. Estes pigmentos que se acumulam
nos vacuolos das células vegetais e que sao responsaveis pela coloragao
azulada, vermelha ou purpura de determinadas estruturas vegetais, podem
ser usados como marcadores visiveis das células geneticamente transformadas
cuja detec¢do ao microscopio 6ptico € facil de concretizar. Genes reporter
deste tipo tém sido utilizados em gramineas como o milho e o trigo tendo
a vantagem de ser um método nido destrutivo e de niao necessitar de subs-
tratos. No entanto, as vias de sintese de antocianinas sdo vias complexas
onde interagem vdrias enzimas e substratos tornando dificil a manipulac¢ao
destas vias por alteragdo de um unico gene.

Em varios tipos de estudos de transformacio genética os genes reporter
sa0 muito interessantes pois permitem avaliar se os procedimentos experi-
mentais que estdo a ser utilizados sido eficazes na transferéncia dos genes
seleccionados para as células vegetais. No entanto, quando os ensaios tém
como objectivo final a obtenc¢do de plantas geneticamente modificadas,
a utilizacdo de genes de seleccio associados ao gene que se pretende inserir
nas plantas torna-se imprescindivel pois s6 assim é possivel seleccionar as
células que de facto incorporaram o gene pretendido daquelas onde essa
situa¢ao nio se verificou, e que sao a esmagadora maioria. O principio da
utilizacao de genes de seleccio baseia-se na toxicidade que alguns com-

postos causam nas células vegetais como € o caso de vdrios antibiéticos
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e de herbicidas. Se as células vegetais forem dotadas de mecanismos que
permitam a sua sobrevivéncia na presenca do composto toxico entio essas
células sobreviverao enquanto as células susceptiveis sao eliminadas. O
nimero de genes de seleccao actualmente disponivel é consideravel pelo
que apenas se fara referéncia a um nimero reduzido de exemplos.

Um dos genes de seleccio mais utilizado nos vectores de transformacio
de células vegetais é o gene da neomicina fosfotransferase I (nptil) que
confere resisténcia a antibioticos do tipo dos aminoglicésidos, produzidos
por exemplo por bactérias do género Streptomyces. Estes antibioticos in-
terferem com a sintese proteica em procariotas e embora as plantas sejam
eucariotas a sintese proteica nos cloroplastos também & afectada por estes
compostos. O gene nptll confere resisténcia a antibioticos como a geneti-
cina, paromomicina e canamicina sendo este ultimo o mais utilizado nas
plantas em concentracdes que variam entre os 50 e 500 mg/l. A seleccio
dos transformantes pode ser obtida através da inclusio do antibiético no
meio de cultura ou da pulverizacio das plantas obtidas com uma solucao
contendo o antibidtico. O facto de algumas plantas apresentarem uma resis-
téncia natural 2 canamicina e de outras serem muito sensiveis ao antibiético,
mesmo quando utilizado a baixas concentra¢des, conduz com alguma fre-
quéncia a seleccio de falsos positivos ou a dificuldade em regenerar plantas
a partir das células transformadas. Desta forma, a utiliza¢do antibiéticos
ou de outro qualquer tipo de agente de seleccio deve ser monitorizada de
forma cuidada com o objectivo de verificar quais as concentragoes toxicas
para os tecidos vegetais.

As dificuldades encontradas com a utilizacio da canamicina levaram
a utilizacao de outros genes de seleccdo. Assim, o gene da higromicina
fosfotransferase (bpt), isolado de E. coli confere resisténcia ao antibiético
higromicina B, um composto que bloqueia a sintese proteica. A higromici-
na é um antibiético mais toxico que a canamicina podendo ser utilizada a
concentra¢des mais reduzidas e permitindo uma selec¢io mais rapida das
células transformadas.

A utilizac¢do de genes que conferem resisténcia a herbicidas como genes
de seleccao baseia-se em principios analogos ao da utilizacao de tolerancia

a herbicidas. De entre os genes de resisténcia aos herbicidas mais utilizados



destacam-se os genes que conferem resisténcia ao herbicida bialafos (fosfi-
notricina) ou ao herbicida bromoxinil. No caso da fosfinotricina, trata-se de
um composto que inibe a enzima glutamina sintetase, uma enzima chave
do metabolismo do azoto necessaria para a formacao de glutamina a partir
de amonia. A inibicao da enzima tem como consequéncia a acumulagio de
quantidades elevadas de amoénia nos tecidos vegetais que se tornam téxicas
para as células. O gene bar, isolado de Streptomyces bygroscopicus, codifica
a enzima PAT (fosfinotricina acetil transferase) que converte o herbicida
numa forma acetilada niao toxica para as células. No caso do bromoxinil,
trata-se de um inibidor do fotossistema II. O gene da enzima bromoxinil
nitrilase (bxmn), isolado da bactéria Klebsiella pneumoniae, converte o bro-
moxinil num composto inactivo permitindo que as células crescam num
meio contendo o herbicida.

Um outro tipo de estratégia de seleccio consiste em na utilizacao de
fontes alternativas de carbono ou de azoto. Por exemplo, as células vegetais
em cultura utilizam normalmente como fonte de carbono a sacarose sendo
incapazes de proliferar em meios que tenham fontes de carbono que nio
sao normalmente metabolizdveis. O gene da enzima xilose isomerase (xy/A),
isolado a partir da bactéria Streptomyces rubiginous, cataliza a conversiao
de D-xilose em D-xilulose, um isémero do primeiro composto. As células
nao transformadas nio possuem a capacidade de usar D-xilose como fonte
de carbono mas as células transformadas com o gene xy/A4 sdo capazes de
crescer num meio contendo D-xilose como unica fonte de carbono pois
convertem a D-xilose em D-xilulose que € usada como fonte de carbono.

Muitos outros genes de selec¢io existem pelo que se tornaria exaustivo
indicar grande parte deles neste trabalho. Mais informac¢ao sobre o assunto
pode ser obtida em Slater et al. (2008). A disponibilidade de varios tipos
de genes de seleccdo € vantajosa pois pode permitir uma segunda transfor-
macao genética da planta utilizando um tipo de gene de seleccao diferente
do utilizado numa primeira transformacio.

A utiliza¢io de genes de selec¢io que conferem resisténcia a compostos
quimicos tem sido criticada por supostamente permitir a criagio das chama-
das super-ervas ou, no caso dos antibidticos, provocar o aparecimento de

estirpes bacterianas resistentes. Este assunto serd analisado no capitulo 10.
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8.8. A transformacao genética de plantas com A. tumefaciens

O potencial de A. tumefaciens para a introdu¢io de DNA em células
vegetais tem sido explorado desde os primeiros ensaios de transformacio
genética até aos nossos dias com o objectivo de obter plantas genetica-
mente transformadas com as caracteristicas desejadas. A utilizacio de A.
tumefaciens em ensaios de transformacdo genética implica um protocolo
eficaz de transformacio e, nio menos importante, um eficiente sistema de
regeneracdo que permita obter plantas a partir das células em que o gene
de interesse foi inserido. O mesmo se aplica a outros métodos de transfor-
macgao que serdo analisados mais a frente.

Um dos protocolos mais utilizados para a transformacio genética de
plantas envolve a co-cultura em meio liquido de discos ou segmentos folia-
res com bactérias de Agrobacterium possuindo o vector de transformacao
(Fig. 82). Como alternativa aos explantes de origem foliar podem utilizar-se
outros materiais que apresentem um bom potencial de regeneracio. Calos
embriogénicos ou com capacidade organogénica siao frequentemente utili-
zados. Neste método, o material vegetal deve estar em condi¢des assépticas
e, de preferéncia, deve ser material que ja se encontre estabelecido in vitro
evitando assim a necessidade de esterilizacdo. As folhas sio segmentadas
com o auxilio de um bisturi ou sdo obtidos discos foliares usando um fura-
dor de rolhas. Os ferimentos provocados nas plantas induzem a libertacio
de compostos fendlicos que atraem as bactérias permitindo a ligacio das
células bacterianas as células vegetais e a formacao de células competentes
para a infec¢do. A adicio de compostos fendlicos como acetoseringona au-
menta, em muitos casos, as taxas de infeccdo. O processo de transformacao
inicia-se com o contacto dos tecidos a transformarem com as bactérias que
possuem o gene a transferir, um periodo que pode ser relativamente curto
(cerca de 30 minutos). Numa fase seguinte (2 — 4 dias) os discos foliares sdo
removidos do meio de incubacio, o excesso de meio eliminado sendo trans-
feridos para um meio de cultura que nao contém qualquer agente selectivo
para que as bactérias se possam manter e transferir o T-DNA para as células
vegetais. Ulteriormente, os explantes sdo lavados e cultivados num meio

de cultura com um antibiético que elimina as bactérias (e.g. carbenicilina,



cefotaxina). A fase seguinte consiste na selec¢io das células transformadas.
Deste modo, o meio de cultura deve possuir um composto que funciona
como um agente selectivo e que como vimos em secc¢des anteriores pode ser
um antibiético, um herbicida ou outro composto, dependendo da estratégia
que foi utilizada na obten¢io do vector de transformacido. A utilizacio de
canamicina como agente selectivo € muito comum nesta fase. Finalmente, é
necessario que as células transformadas sejam induzidas a formar plantas.
Deste modo, o meio de cultura deve conter as combinacdes hormonais mais
adequadas para o tipo de regeneraciao que se pretende e que pode ser pela
inducio de organogénese ou de embriogénese somatica. Este tipo de pro-
tocolo foi inicialmente desenvolvido para plantas do tabaco pelo que deve
ser adaptado a cada espécie ou tipo de explante, em particular no que diz
respeito aos meios de cultura, sensibilidade dos tecidos vegetais ao agente
de seleccido, concentracao dos antibioticos e concentracdes e combinacdes
hormonais para a regeneracio.

A co-cultura com Agrobacterium pode também ser realizada utilizando
protoplastos em vez de tecidos intactos. O procedimento envolve primeiro o
isolamento de protoplastos. Uma vez isolados os protoplastos sdo cultivados
com A. tumefaciens a densidades da ordem de 1 protoplasto por 100 células
bacterianas. Os procedimentos seguintes envolvem o mesmo tipo de passos
que foram indicados para o método dos discos foliares. No entanto, como
vimos no capitulo anterior, os protoplastos requerem cuidados especiais de
forma a evitar o seu rebentamento. A principal vantagem dos protoplastos
€ que niao possuem parede sendo mais facil a introduc¢io de moléculas nas
células. Por outro lado, como foi referido no capitulo anterior, os ensaios que
permitem o isolamento, cultura e regenera¢do a partir de protoplastos sao,
em algumas espécies, dificeis de concretizar sendo esse o maior obstiaculo a
utilizacio de protoplastos em protocolos de transformacao genética de plantas.

A transformacido de protoplastos pode também verificar-se sem que se
utilize A. tumefaciens através de métodos de transferéncia directa a se-
melhanca do que se verifica na transformacio de células animais. Nestas
situagdes o vector é incorporado nos protoplastos através da fusio com
lipossomas, microinjec¢ao, sonicac¢do, tratamentos com PEG e cilcio ou

electroporacio.
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A transformacido das células vegetais com A. tumefaciens apresenta
algumas vantagens como sejam o facto de se tratar de um sistema natural
capacitado para a introduc¢ao de DNA em células vegetais de forma precisa
e estivel. A capacidade da bactéria transferir fragmentos relativamente
longos de DNA para diferentes tipos de 6rgios vegetais permitindo a re-
generacdo in vitro € também um aspecto interessante. No entanto, existem
igualmente limitacdes importantes que tornam esta bactéria pouco eficaz
em determinadas situacoes. Assim, as monocotiledoneas (onde se incluem
os cereais) tém uma reduzida susceptibilidade a infeccdo com A. tumefa-
ciens o que torna desaconselhavel a utilizacio desta bactéria. No entanto,
nos ultimos anos foram desenvolvidos protocolos eficazes de transforma-
¢do de cereais utilizando A. tumefaciens. Estes protocolos baseiam-se na
aplicacio do composto fendlico acetoseringona que potencia o processo
de infeccio e na utilizacio de estirpes com uma maior capacidade de
infeccao, chamadas supervirulentas (EHA101 ou EHA105), e que possuem
copias extra de alguns dos genes vir tornando-se mais eficazes que as
estirpes vulgarmente usadas (e.g. LBA4404). Outra limita¢ao relacionada
com A. tumefaciens é a dificuldade que frequentemente se observa em
conseguir a transformacio de tecidos com uma elevada capacidade de
regeneracido como sejam calos embriogénicos. Esta situacdo resulta em
parte da existéncia de células embriogénicas em zonas mais interiores dos
calos tornando o acesso das bactérias a estas células problematico e da
dificuldade em eliminar as bactérias nos calos apds a cocultura. A neces-
sidade de utilizar protocolos de regeneracio in vitro, por vezes durante
periodos muito longos de varios meses, causa também algumas limitacoes
como sejam a possibilidade de surgiram contaminag¢des nas culturas ou
a ocorréncia de variacio somaclonal.

Estas limita¢oes tém conduzido ao aparecimento de métodos de trans-

formacao genética alternativos que sdo referidos na seccio seguinte.
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Figura 82 - Protocolo utilizado para a transformacao de plantas com A. tumefaciens.

8.9. Outros métodos de transformaciao

Na generalidade das plantas, o principal método alternativo a utilizacio
de A. tumefaciens como agente de transformacio € a utilizacio de uma téc-
nica conhecida como bombardeamento de particulas, bombardeamento de
microprojécteis ou biolistica. O método foi desenvolvido no final dos anos
80 do século passado por J. Sanford e pelos seus colaboradores na Univer-
sidade de Cornell, nos Estados Unidos, tendo-se tornado rapidamente um
método de eleicdo para a transformacio genética de gramineas e de outras
monocotiledoneas e mesmo de dicotiledoneas. Este método baseia-se na
utilizacao de particulas metdlicas de um metal inerte (ouro, paladio, platina,
tungsténio), de reduzidas dimensdes (0,5 — 3 pm de diametro, dependendo
do metal) e com uma elevada massa volimica revestidas com o DNA que se
pretende introduzir nas células vegetais e projectadas a altas velocidades (250 -

600 m/s) contra os tecidos a transformar. Um grande nimero de células na
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zona de impacto dos microprojécteis morrem mas aquelas que conseguem
sobreviver, e em que o DNA tenha sido incorporado no nicleo podem, nas
condi¢cdes de cultura adequadas, regenerar plantas com o gene de interesse
incorporado. Os primeiros aparelhos (canhio de particulas) desenvolvidos
com este objectivo utilizavam poélvora para projectar as particulas e, para
além do seu preco elevado, tinham o problema dos restos de pdélvora po-
derem ser téxicos para os tecidos. Esta situacio levou ao desenvolvimento
de aparelhos mais simples e eficazes. Actualmente, o sistema de propulsio
baseia-se na utilizacdo de hélio. Na figura 83 encontra-se uma representa¢ao
esquemadtica do processo de transformacao utilizando um canhio de parti-
culas. Os tecidos sao colocados numa cimara de vicuo a alguma distancia
(12 — 15 c¢m) da zona que bloqueia a passagem do macroprojéctil onde as
microparticulas sio inseridas. Quando a pressio de hélio no sistema atinge
um determinado valor que pode ser controlado pelo tipo de discos que per-
mitem suportar uma determinada pressao (500 a 1700 psi), o disco rompe
e o gis expande impelindo o macroprojéctil contendo as microparticulas
a alta velocidade. Ao encontrar a barreira que bloqueia o seu movimento
o macroprojéctil interrompe subitamente a sua trajectoria mas a das micropar-
ticulas prossegue sendo propulsionadas a alta velocidade contra os tecidos.
Uma descri¢io mais exaustiva de aparelhos deste tipo pode ser obtida no
sitio da empresa BioRad, uma das poucas que comercializa este tipo de ins-
trumentos Chttp://www.bio-rad.com). A preparacao das microparticulas ¢ um
procedimento experimental simples que envolve a deposicio do plasmideo
previamente preparado a superficie das esferas. O DNA ¢é precipitado nas
esferas apds tratamento com a poliamina espermidina, cloreto de calcio e,
finalmente, etanol. Os microprojécteis suspendidos em etanol sio colocados
numa membrana que € inserida num suporte (macroprojéctil) sendo este
suporte projectado contra uma barreira que, como ji foi referido, permite
a passagem das esferas revestidas com o DNA.

Este sistema permite controlar varios parametros que podem influenciar
o sucesso do processo de transformacido, em particular a distincia a que
os tecidos se encontram, a profundidade a que as particulas penetram nos
tecidos e a concentracio de DNA. A colocacio dos tecidos numa cimara

de viacuo permite reduzir a resisténcia a passagem das microparticulas.



A biolistica nio implica a utiliza¢io de células desprovidas de parede para
a transformacfio uma vez que as particulas conseguem atravessar a parede
celular e ficar posicionadas no citoplasma ou no nucleo. As construgdes
para a insercio do DNA de interesse nas células vegetais sao também mais
simples pois os genes vir ndo sido necessdrios neste tipo de transformacio.
Analises histolégicas tém permitido verificar que uma grande percenta-
gem das células atingidas apresenta particulas no nicleo ou em regides
citoplasmaticas adjacentes ao nucleo. Ao contririo da transforma¢dao com
A. tumefaciens em que os genes vir controlam a incorporacio do T-DNA
nas células vegetais, neste caso a insercio do DNA nas células ¢ um pro-
cesso puramente fisico pelo que a incorpora¢io do DNA de interesse nas
células vegetais permanece em grande parte obscura niao se conhecendo
exactamente de que forma o DNA é libertado das particulas e através de
que mecanismo de posiciona nos cromossomas. Esta situagdo, juntamente
com a obtencao de quimeras entre as plantas regeneradas e a ocorréncia
de rearranjos e insercido de cOpias multiplas do gene no genoma da planta
tém sido os principais problemas encontrados na aplicacdo da biolistica

como método de transformacgio genética.
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Figura 83 — Transformacao de tecidos vegetais por bombardeamento de particulas
(adaptado de Kikkert, 2001 e Slater et al., 2008).

Um outro método de transformacio foi inicialmente desenvolvido para
Arabidopsis thaliana sem que até agora tenha sido aplicado de forma muito
eficaz em muitas outras espécies. No caso da transformacio de Arabidopsis
thaliana, a planta modelo utilizada em biologia e genética molecular de

plantas, o objectivo € ndo tanto a obtencdo de plantas com caracteristicas



agrondmicas particulares mas sim a possibilidade de analisar de que forma
0s genes se expressam na planta, quais os mecanismos envolvidos no seu
controlo e a possibilidade de obter mutagcdes pela insercao de fragmentos
de DNA num gene provocando assim a sua inactivacio (perda de fung¢io),
um processo conhecido como mutagénese de insercao que permite simul-
taneamente a etiquetagem (gene tagging) dos genes alterados. O método
designa-se floral dip e, ao contrario das técnicas anteriores, trata-se de
um processo de transformacio em que é utilizada a planta e nio células
isoladas tecidos ou 6rgaos, nao implicando qualquer processo de cultura
in vitro, consistindo naquilo a que comummente se convencionou chamar
transformacio in planta. Este método consiste na imersio breve (2 — 3
segundos) das flores numa suspensio bacteriana contendo um surfactante
(Silwet L-77 a 0.05%) por altura da fertilizacio ou nas fases iniciais do
desenvolvimento embriondrio. Apés imersio as flores sio colocadas a
crescer em condi¢des normais procedendo-se a recolha das sementes na
altura propria. Desta forma, o DNA € incorporado nas células do embrido
em desenvolvimento cuja linhagem celular dard origem, na planta adulta,
aos oOrgidos reprodutores. A eficiéncia da transformacido é reduzida mas
como cada planta de A. thaliana pode formar cerca de 10.000 sementes
em geral consegue-se obter uma dezena de plantas transformadas por
cada planta tratada. Algumas das plantas obtidas podem ser quimeras
com zonas transformadas e nio transformadas. Varia¢cdes deste método
incluem a embebicio de sementes de A. thaliana numa suspensio bacte-
riana durante a noite, introducio das bactérias nas flores por infiltracao
no vacuo ou a introducio do DNA em zonas meristematicas. A semelhanca
dos outros métodos as plantas transformadas devem ser seleccionadas com
base no gene de seleccio utilizado, normalmente o nptil. Para o efeito
podem cultivar-se as sementes em solo ou em placas de Petri contendo
canamicina. Como alternativa as plantas podem ser pulverizadas com uma
solucdo contendo o mesmo antibiotico.

Os virus, devido a sua simplicidade em termos de genoma e a capaci-
dade que tém de infectar plantas sio bons candidatos a serem utilizados
como vectores para a introduc¢do de material genético nas células vegetais.

Sequéncias de acidos nucleicos virais podem ser incorporadas no plasmideo
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Ti de A. tumefaciens e, deste modo, serem incorporadas no genoma das
plantas. Este processo é conhecido como agroinfec¢io ou agroinoculacio.

Durante muito tempo, e como resultado de dificuldades de manipulacio
do RNA, pensou-se que os virus de DNA de cadeia dupla (caulimovirus) ou
Unica (geminivirus) seriam os ideais para transformar as células vegetais.
As modernas técnicas de manipulacio dos acidos nucleicos permitem a
conversio de RNA em DNA utilizando a enzima transcriptase inversa o que
permite alargar os potenciais virus a utilizar em sistemas de transformacao
aos virus de RNA, que na realidade constituem a maior parte dos virus
que infectam plantas. Os virus possuem a capacidade de infectar diferen-
tes tipos de células e de rapidamente se espalhar por diferentes partes do
corpo, permitindo uma rdapida expansio de genes estranhos nas plantas. No
entanto, a replicacio dos virus é epissomatica, pelo que o seu DNA nio se
incorpora no genoma da planta o que torna problemadtica a transformacio
estavel das plantas. No entanto, eles podem ser utilizados em casos em que
se pretenda a expressdo de uma determinada proteina em células vegetais.
Podem também ser udteis em estudos de eficacia de promotores através da
expressao transiente (transitoria) de um determinado gene. A expressiao tran-
siente resulta do facto de um determinado gene, mesmo que nio integrado
de forma estdavel no genoma do hospedeiro, se poder exprimir durante um
certo periodo de tempo apds o que os mecanismos de defesa das células o
silenciam. No entanto, durante esse periodo de expressiao ¢ possivel verificar
qual o nivel de expressiao e assim optimizar as condi¢oes de transformacio.
O objectivo do melhoramento de plantas é a expressio estdvel dos genes
inseridos nas plantas para que possam ser transmitidos a descendéncia mas
a analise da expressio transiente tem-se revelado bastante importante para
a definicao das condi¢des de transformac¢ido mais adequadas.

Os virus tém também sido utilizados em estudos de gendémica funcional
através do silenciamento de genes e verificacio da sua func¢io em termos
de desenvolvimento, mecanismos de defesa ou caracterizacio de vias me-
tabolicas.

Métodos de transformacio menos eficazes e com resultados menos
reprodutiveis incluem a utilizacdo de fibras de carboneto de silicio ou de

nanofibras. As fibras de carboneto de silicio, designadas por whiskers, sao



fibras pontiagudas com cerca de 15 a 50 pm de comprimento e 0,5 a 1 um
de diametro. As fibras sio misturadas com o tecido a transformar e com
DNA e agitadas a alta velocidade. As fibras causam ferimentos na parede
celular e na membrana que permitem a passagem do DNA para o interior
das células. As nanofibras sio estruturas de forma piramidal nas quais sao
depositadas moléculas de DNA. As células sio colocadas em contacto com
estas fibras que provocam lesdes nas membranas e a concomitante entrada
do DNA. Este sistema tem sido utilizado em células animais permanecendo

a sua utilizacdo em plantas marginal.

8.10. Transformacido de organitos citoplasmaticos

De acordo com a hipdtese mais aceite, e embora outras teorias possam
ser também consideradas, pensa-se que os plastideos e as mitocdndrias
existentes nas células eucariotas terdo sido o resultado de uma associaciao
simbidtica de que resultou a inclusio daqueles em células primitivas. Ao
longo do processo evolutivo, as actuais mitocdndrias e cloroplastos terdo
perdido muitas da suas caracteristicas originais mas outras mantiveram-se.
Assim, estes organitos sdo, de todos os que existem nas células, os Gnicos
a possuirem moléculas de DNA. O DNA das mitocdndrias e plastideos fun-
ciona independentemente do DNA nuclear e replica-se de forma autébnoma.
O conjunto do DNA extranuclear constitui o genoma citoplasmatico o qual,
tal como o genoma nuclear pode ser manipulado. Nas células vegetais tem
sido dada uma particular atencio ao genoma dos plastideos (plastoma) e,
dentro destes, ao genoma cloroplastidial. Embora variavel de espécie para
espécie a unidade genoémica dos cloroplastos ¢ uma molécula circular de DNA
de dupla hélice com cerca de 120 — 180 kb onde se incluem cerca de uma
centena de genes. O DNA encontra-se associado a estruturas membranares
formando aquilo que se convencionou chamar como nucledides plastidiais.
O numero de nucledides por cloroplasto é variavel podendo ir de algumas
unidades a mais de uma centena. Uma vez que o nuimero de cloroplastos
numa célula do meséfilo foliar pode ultrapassar uma centena isso significa

que o numero de moléculas de DNA cloroplastidial por célula pode ultrapassar
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a dezena de milhar. Quer em termos estruturais quer em termos funcionais,
o genoma cloroplastidial é muito semelhante ao de organismos procariotas
como sejam algumas cianobactérias. De facto, muitos dos genes cloro-
plastidiais funcionam em operdes e possuem mecanismos de controlo de
replicacido, transcricio e sintese proteica com nitidas semelhancas com
o que se verifica em procariotas. No entanto, descobertas recentes, mostra-
ram que alguns genes cloroplastidiais possuem um funcionamento proximo
dos genes eucariotas o que pode significar que durante a evolug¢io, alguns
genes nucleares poderio ter sido incorporados no genoma cloroplastidial.
Um numero considerdavel de genes do genoma plastidial relaciona-se com
a producio de proteinas fotossintéticas em particular aquelas envolvidas na
fase luminosa. No entanto, o genoma nuclear tem um papel determinante
no funcionamento dos cloroplastos pois calcula-se que mais de 2000 ge-
nes nucleares participam na producido de proteinas cloroplastidiais. Essas
proteinas sao sintetizadas no citoplasma e transferidas para o nicleo com
o auxilio de sequéncias sinal no terminal N.

O elevado nimero de moléculas de DNA existente em alguns tipos celu-
lares faz da transformacao genética dos cloroplastos um procedimento com
grande potencial para a expressio de proteinas em elevadas quantidades
com eventual aplicacio industrial ou farmacéutica.

A primeira transformaciao genética de cloroplastos foi efectuada numa
alga unicelular (Chlamydomonas reinbardtii) e, pouco tempo depois, con-
seguida em plantas de tabaco. Desde estes ensaios pioneiros a planta do
tabaco tornou-se um bom sistema para o estudo e compreensio dos me-
canismos envolvidos na transformacio genética de cloroplastos. A unidade
genética de transformacido plastidial é o nucledide. Tendo em considera-
c¢ao o elevado nimero de moléculas de DNA cloroplastidial por célula a
transformacao de cloroplastos apenas ocorre em algumas dessas moléculas
sendo obtidas células quiméricas com um numero reduzido de plastideos
transformados (populacio heteropldsmica). As plantas com o genoma clo-
roplastidial transformado sio designadas por transplastomicas. Através de
uma selec¢io dos plastideos transformados durante o processo de regenera-
¢ao podem obter-se plantas com uma populacio uniforme (homoplasmica)

N

de plastideos geneticamente transformados devido a segregacio ao acaso



do genoma cloroplastidial durante a divisao dos cloroplastos e a segregacio
de cloroplastos durante a divisdo celular.

Embora outros 6rgidos possuam também cloroplastos ou outro tipo de
plastideos a transformac¢io genética do plastoma faz-se normalmente em
folhas sendo a regeneracio de plantas efectuada por organogénese. A téc-
nica de transformac¢io mais comum é o bombardeamento de particulas e
0s vectores possuem, tal como no caso dos vectores para transformacio do
genoma nuclear, genes de selec¢do e/ou marcag¢io com vista a seleccionar
as células transformadas. Embora tenham sido referidos alguns casos de
transformacio de plastideos com A. tumefaciens a utilizacio desta bactéria
nio é adequada visto o T-DNA ser dirigido para o nucleo das células vege-
tais. Os genes de seleccio mais utilizados em protocolos de transformacgio
de cloroplastos sio o da espectinomicina (gene aadA que codifica a enzima
aminoglicosido adenil transferase), estreptomicina e canamicina. No caso da
transformacio de cloroplastos é possivel inserir no vector sequéncias que
flanqueiam os genes de interesse e que permitem a inser¢io do genes em
locais especificos da molécula de DNA cloroplastidial por um processo de
recombina¢io homodloga em que essas sequéncias apresentam homologia com
sequéncias do DNA do plastideo. Este tipo de vectores evita a integraciao
ao acaso dos genes no genoma do plastideo e os consequentes mecanismos
de silenciamento que dai poderiam resultar (ver sec¢io seguinte) devido
a efeitos posicionais da insercio como acontece no genoma nuclear. A se-
melhanca da transformacio genética do genoma nuclear, a transformacao
do plastoma pode ser utilizada para aplicacdes bdsicas ou para aplicacoes
biotecnolégicas. No primeiro caso estd a possibilidade de obter linhas com
genes citoplasmaticos silenciados de maneira a perceber qual a funcao de
um determinado gene. No segundo caso estd a possibilidade de conferir as
plantas novas caracteristicas com interesse na agricultura ou na industria.
Os principais sucessos no caso da transformacio de cloroplastos tém residido
na obtencio de plantas resistentes a herbicidas e a insectos. O nimero de
plantas em que houve sucesso € ainda reduzido (tabaco, tomateiro, batateira,
brassicas, soja) mas nos proximos anos espera-se que a manipulacao do
genoma cloroplastidial possa dar contributos importantes nomeadamente

ao nivel da expressdo heter6loga de proteinas tendo-se verificado que
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as proteinas assim produzidas apresentam uma conformacio correcta devido
a formacio de pontes dissulfidicas permitindo uma correcta conformacio
de proteinas humanas abrindo a porta para a sua producio em larga escala
nestes organitos. Além disso, tem sido também possivel obter producoes
elevadas de proteinas dado o nivel de ploidia do genoma plastidial. Situacoes
em que mais de 40% das proteinas soliveis presentes no estroma plastidial
eram resultado da transformacio genética foram assinaladas. A possibilidade
dos cloroplastos acumularem as proteinas no seu interior permite evitar
a sua modificacio citoplasmitica bem como preservar proteinas que pode-
riam apresentar alguma toxicidade e afectar a actividade celular.

A transformacio de cloroplastos com genes de origem bacteriana € van-
tajosa pois os genes funcionam da mesma maneira nao sendo necessarias
modificacdes nos coddes de forma a tornar os genes mais “adaptados”
a maquinaria dos cloroplastos como frequentemente acontece quando esses
genes sdo inseridos no genoma nuclear. Para além disso, os genes procariotas
funcionam em sequéncias policistronicas podendo ser incluidos mais que
um gene ao mesmo tempo facilitando assim a manipulag¢io de vias meta-
bolicas complexas sendo que algumas vias metabdlicas chave das plantas
ocorrem ou tém uma componente importante nos plastideos. Finalmente
deve referir-se que em cerca de 70% das angiospérmicas os plastideos sio
herdados por via materna niao havendo contribui¢io do genoma plastidial
masculino. Esta situacio impede a disseminacio de pdlen com os genes
modificados evitando assim a eventual dispersio de genes para espécies
vizinhas um dos grandes receios dos grupos ambientalistas relativamente
as plantas geneticamente modificadas.

Um dos principais problemas relacionado com a transformac¢io de plasti-
deos reside no facto de tecidos embriogénicos nao clorofilinos, a partir dos
quais a regenerac¢do € conseguida em algumas espécies, como acontece com
0s cereais, possuirem outro tipo de plastideos (proplastideos, leucoplastos,
amiloplastos) que nio cloroplastos. Tais plastideos apresentam mecanismos
de expressido e regulacio genética diferente dos cloroplastos e estio pouco
estudados em termos moleculares. Neste grupo de plantas, a regeneracio a
partir de tecidos clorofilinos € dificil o que dificulta a regeneragio a partir

de células em que ocorreu transformaciao cloroplastidial.



A transformacio de mitocOndrias tem apenas sido referida esporadicamente
sem grande impacto em termos de ciéncia aplicada ou de biotecnologia. As
principais dificuldades na manipulacio do genoma mitocondrial prendem-se
com a dificuldade em introduzir DNA nas mitocOndrias e com a auséncia

de marcadores de seleccido eficazes.

8.11. Expressio dos genes nas plantas

Os protocolos de transformacido genética actualmente utilizados para a
integracio de genes no genoma hospedeiro nio permitem ainda a sua in-
tegracao em locais especificos do genoma nuclear (recombinacio ilegitima)
uma vez que as plantas ndo possuem um sistema enddgeno que permita
recombinac¢io homodloga, ao contririo do que se verifica com a transfor-
mac¢ao do genoma plastidial. Isto apesar de alguns resultados promissores
utilizando um sistema de recombina¢ido mediado por CRE//oxP do bacte-
ridfago P1 terem permitido uma recombinac¢ao homologa eficaz. Uma vez
inserido no genoma vegetal, de uma forma puramente aleatoria, um gene
estd totalmente dependente da célula hospedeira em termos de mecanismos
enzimaticos de replicac¢io, recombinacio e repara¢io do DNA. A forma como
estes mecanismos interagem com um DNA estranho é ainda, em grande
parte, desconhecida e pode ser responsavel por alteracdes nos padroes de
expressao dos genes relativamente ao que seria esperado. Um processo de
transformacido genética eficaz deve conduzir 2 inser¢io de uma unica cépia
do gene no genoma vegetal sem que a sua insercio modifique a expressio
de outros genes. Para além disso, o gene deve integrar-se de forma estavel
e a sua transmissao aos descendentes deve obedecer as leis da heredita-
riedade mendeliana. Em situacoes ideais a insercdo de um gene na planta
deve conduzir a regeneracio de plantas transgénicas (T0) hemizigoticas ou
seja possuindo o gene num determinado /ocus de um cromossoma sem que
o cromossoma homodlogo tenha uma cépia. Por cruzamento destas plantas
TO obtém-se uma geracdo T1 de plantas em que 50% serdao hemizigoticas,
25% de plantas homozigoticas positivas (com o gene inserido localizado no

mesmo locus de cromossomas homoélogos) e 25% de plantas hemizigoticas
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negativas sem qualquer copia do transgene. Numa terceira geracio (T2) as
plantas homozigoticas positivas permitem, por autofecundacio, a obtencio
de linhas 100% homozigéticas para o transgene.

A realidade, porém, mostra que os padroes de inser¢ao de genes numa
planta sio mais complexos podendo em casos extremos conduzir a meca-
nismos de inactiva¢io genética total ou parcial resultando naquilo a que se
chama silenciamento genético. De facto, € muito comum que virias copias
do gene possam ser integradas no genoma em tandem formando concata-
meros, ou que as copias inseridas sofram rearranjos, inversoes, deleccdes ou
outro tipo de modificacdes estruturais que interfiram com a sua expressio.
Este tipo de alteracdes é mais comum quando se utilizada como método de
transformac¢io o bombardeamento de particulas pois o processo de inte-
gracio depende de parimetros fisicos enquanto na transformacio genética
baseada em A. tumefaciens a integracao é condicionada pelas caracteristicas
do sistema de infecc¢ao sendo, portanto, um processo mais controlado de
que resulta a insercio de um menor nimero de cépias. A primeira vista
poderia supor-se que a insercio de copias multiplas de um transgene seria
mais favordvel pois permitiria niveis de expressio mais elevados. O que se
verifica, de facto é precisamente o oposto pois a inser¢io de uma copia
Unica com elevada expressio permite nio apenas uma melhor actividade
do gene como também facilita a analise da hereditariedade do transgene
em programas de melhoramento. Pelo contrario, a insercao de varias copias
do DNA no mesmo /ocus ou em loci diferentes pode conduzir a padroes de
hereditariedade do transgene complexos e dificeis de analisar. Para além
do método de transformacio, o proprio tecido vegetal onde o DNA ¢é inse-
rido interfere com a forma como o gene se vai inserir no genoma vegetal
tendo sido observados grandes variacdes no nimero de copias consoante
a insercao ocorre na raiz ou em folhas, por exemplo.

O silenciamento de genes em processos de transformaciao genética pode
ter varias causas e ocorrer a diferentes niveis. Uma das causas que tem sido
apontada relaciona-se com a metilacio do DNA. De uma maneira geral, a
metilacio do DNA ao nivel da citosina esta relacionada com uma reducido
da transcricio e consequente inactividade genética. A metilacio do gene

inserido pode ser o resultado de um efeito posicional devido a sua integra-



¢io em regides altamente metiladas do genoma ou pode ser o resultado de
um mecanismo de defesa da célula hospedeira que reconhece o DNA como
estranho inactivando-o através da metilacio. Um aumento dos niveis de
metilacdo tem também sido observado quando virias copias de um mesmo
gene se inserem num mesmo local do genoma hospedeiro.

Outro factor que interfere com a expressio de um gene € a sequén-
cia de bases presente na sua estrutura. Varios estudos tém mostrado que
a insercao de genes ricos em G-C, por exemplo, em zonas do genoma
onde predominam as bases A-T pode conduzir a sua inactiva¢io. Também
a propria estrutura da cromatina onde o gene € inserido pode condicionar
a sua expressdo. Regides heterocromaticas (facultativas ou constitutivas) sao
zonas do genoma onde a expressdo genética € condicionada e a insercao
de genes nestas regides conduz a sua inactivacio. A inser¢io de sequéncias
designadas MAR (matrix-attachment regions) que permitem manter uma
estrutura da cromatina mais aberta tem sido utilizada em algumas situacgoes
para aumentar a expressdo dos transgenes.

A homologia de sequéncias € outra factor importante na expressio dos
genes inseridos nas células e pode afectar nio apenas a expressio do trans-
gene mas também de genes da célula hospedeira. Um dos mecanismos de
silenciamento mais interessantes foi inicialmente observado em petinias.
Nesta espécie a inser¢ao de um gene envolvido na sintese da enzima chalcona
sintetase, responsdvel pela sintese de um pigmento floral com o objectivo
de aumentar a produ¢io desse mesmo pigmento e produzir flores com uma
cor purpudrea mais intensa, levou ao aparecimento de plantas com folhas
brancas ou variegadas. Estes padroes florais resultaram da inser¢io de um
gene na planta homodlogo a um gene ja existente no genoma. O resultado
¢é a inactivacdo dos dois genes ou de qualquer um deles. Este mecanismo
foi designado co-supressido e ao contrario da metilacio que pode ocorrer ao
nivel da transcri¢io, € um mecanismo de silenciamento pds-transcripcional
(PTGS, do inglés post-transcriptional gene silencing) que envolve a degrada-
¢do a formacgio de pequenas moléculas de RNA de cadeia dupla designadas
siRNAs (small interfering RNAs) envolvidas num mecanismo de degrada-
¢ao do RNAm que leva a inactivacao dos genes envolvidos. A descoberta

deste mecanismo de co-supressio em plantas e noutros organismos levou
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a identificacio de novos mecanismos de controlo da expressio genética
com importantes aplicacdoes em medicina e no melhoramento de plantas e
que permitiram a A. Fire e C. Mello ganhar o Prémio Nobel da Medicina e
Fisiologia em 2006 pelos seus trabalhos nesta drea.

Estes dados permitem concluir que a inser¢cao no genoma de um transgene
ou mesmo de um gene homélogo deve ser criteriosamente acompanhada
desde o nimero de copias até ao controlo da sua expressio nas plantas
geneticamente modificadas e nos descendentes onde modificacdes epigené-
ticas podem ocorrer. O nimero de copias pode ser verificado por técnicas
como Southern blot podendo os dados ser complementados por RT-PCR
(real time PCR) enquanto técnicas citogenéticas como FISH (fluorescent in
situ hybridization) podem dar uma ideia do local de inser¢io dos genes no
genoma. A expressio (ao nivel do RNAm) pode ser analisada por northern
blot ou por RT-PCR (reverse transcriptase PCR). O nivel de proteina produ-
zido pelo gene pode também ser avaliado por western blot ou por testes

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).



CAP. 9. PLANTAS COM NOVAS CARACTERISTICAS
OBTIDAS POR TRANSFORMAGCAO GENETICA

9.1. Introducio

No capitulo anterior foram analisados os principios e as técnicas subja-
centes a transformacio genética de plantas por metodologias que permitem
a manipula¢io do DNA em condi¢des laboratoriais e sua inser¢ao nas células
vegetais. Importa agora analisar de que forma esses procedimentos experi-
mentais tém sido aplicados na obtenc¢ido de plantas com novas caracteristicas
e que estratégias tém sido utilizadas para aumentar a produc¢io ou reduzir
as perdas das colheitas resultantes de factores ambientais adversos ou da
interac¢ao com outros organismos ou ervas-daninhas. Milhares de artigos
cientificos tém sido publicados sobre este tema existindo actualmente pro-
tocolos de transformaciao genética para as principais espécies de interesse
economico. Os tipos de plantas produzidas em condi¢des experimentais
sao também muito variadas indo desde a resisténcia a factores bidticos ou
abidticos até a produg¢ido de proteinas recombinantes com interesse farma-
céutico ou a modifica¢do dos alimentos para que possam suprir deficiéncias
nutritivas resultantes de dietas alimentares deficientes. No entanto, uma
coisa é a producido de plantas transgénicas em condi¢des laboratoriais e
outra bem diferente é a produc¢io dessas plantas a uma escala muito maior
resultante da sua utilizacado em termos agricolas ou industriais. Desta forma,
o numero de espécies em que se obtiveram plantas geneticamente modi-
ficadas para uma produciio a uma escala superior é muito reduzido em

comparag¢io com a literatura cientifica publicada sobre o tema o mesmo se
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podendo dizer das caracteristicas manipuladas. Varios factores contribuem
para esta situacdo como sejam as dificuldades técnicas relacionadas com
o proprio processo de obtencio de plantas geneticamente transformadas,
a necessidade de um investimento avultado de alto risco que s6 algumas
empresas ou instituicdes sao capazes de suportar €, nio menos importante,
a apertada legislacio que, de uma forma abusiva em compara¢io com outros
métodos de melhoramento, limita a possibilidade de colocar no campo e
nos circuitos comerciais este tipo de plantas ou os seus derivados, como
sera analisado em mais detalhe no capitulo seguinte.

Apesar destas limitacoes, sdo cada vez mais os agricultores interessados
nesta tecnologia cuja aplicacio tem consistentemente aumentado desde que
as primeiras plantas geneticamente modificadas foram autorizadas. Segundo
os ultimos dados fornecidos pela ISAAA, relativos a 2009, as plantas gene-
ticamente modificadas cultivadas sao essencialmente o milho, algodoeiro,
a colza e a soja mantendo-se esta situacdo inalterada desde que as PGMs
sao comercializadas em larga escala. Também as caracteristicas destas PGMs
se tém mantido incidindo sobre a resisténcia a insectos e/ou herbicidas.
No entanto, os progressos verificados nos dltimos anos em termos de ge-
nética funcional, associados a sequenciacio do genoma num numero cada
vez maior de espécies de plantas e aos métodos cada vez mais eficazes de
manipulacio do DNA e de transformacao genética de plantas tém permitido
progressos assinalaveis na obten¢io de PGMs, esperando-se que nos pro-
ximos anos um grande nimero de plantas com novas caracteristicas possa
chegar aos agricultores e consumidores.

Seria fastidioso referir neste capitulo de forma detalhada todos os ti-
pos de manipulacdes que tém sido realizados com vista a introducgao de
novas caracteristicas nas plantas. Deste modo, serd apenas feita referéncia
aos principais tipos de PGMs ja cultivadas mais utilizados bem como as
estratégias que levaram a sua obtenc¢ao. Serdo ainda analisadas estratégias
que num futuro proximo conduzirio a obten¢io de PGMs com novas ca-
racteristicas bem como estratégias de transformacio que se pensa possam
vir a ter algum interesse nos proximos anos. Deve ainda alertar-se o leitor
para o facto deste tipo de investigacdo ser em grande parte realizado ou

financiado por empresas que, por razdoes econdémicas facilmente compre-



ensiveis, evitam a disseminacio dos resultados antes de poderem patentear
ou comercializar as suas descobertas. Deste modo, ¢ natural que plantas
com novas caracteristicas possam surgir brevemente sem que no momento
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actual se suspeite que particularidades irdo apresentar.

9.2. Plantas tolerantes a herbicidas

O combate as ervas-daninhas estd, com grande probabilidade, entre
as profissdes mais antigas praticadas pelos humanos. A cultura de espécies
agricolas estd associada, de forma muito estreita, a proliferacdo de outras
espécies vegetais que competem com as culturas pelos mais variados factores
como sejam a luz, dgua e elementos minerais contribuindo também para
a propagacio de doencas que afectam as plantas. Quem tem um pedaco de
quintal com relva ou com qualquer tipo de cultura sabe, por experiéncia
propria, que a eliminacido deste tipo de vegetacdo € essencial para que
as plantas cultivadas possam crescer de maneira eficaz.

A eliminag¢io das ervas-daninhas comecou por ser uma actividade manual
situacdo que ainda hoje se verifica em muitas circunstancias, tratando-se de
um trabalho que requer um enorme esforco fisico e que estd longe de ser
compensado pelos modestos salarios de quem o pratica. Para além disso, nos
locais onde ainda se realiza € um servico essencialmente feminino, o que
€ muitas vezes justificado pelos empregadores para pagarem saldrios mais
baixos. Com a mecaniza¢io da agricultura, o combate as ervas-daninhas
passou a ser feito de forma mais eficaz, reduzindo a componente humana
mas, por outro lado, aumentando os gastos de energia e a degradacio
dos solos e alterando a estrutura dos terrenos agricolas tornando-os mais
compactos e menos capazes de reter a dgua. A fase seguinte desta luta
contra estes persistentes invasores foi a utilizacdo de produtos quimicos,
vulgarmente chamados herbicidas que interferem com o crescimento das
ervas-daninhas. A utilizacao de herbicidas, embora eficaz em muitas si-
tuacgdes, trouxe também outros problemas. A contaminac¢ao dos habitats
e os efeitos colaterais noutras espécies sio impactos negativos da utiliza-

¢ao dos herbicidas. De salientar ainda que as culturas agricolas tal como
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as ervas-daninhas também sido plantas pelo que a aplicacio de herbicidas
nio selectivos pode interferir com o seu desenvolvimento. Outro factor
a considerar € o inevitavel aparecimento de plantas resistentes aos herbicidas
situacdo que s6 pode ser contornada pelo desenvolvimento de compostos
quimicos mais eficazes. Finalmente, deve referir-se que nenhum herbicida
por mais eficaz que seja foi ainda capaz de resolver de forma definitiva
o problema das ervas-daninhas. A elimina¢io de um tipo de erva-daninha
é normalmente acompanhada pelo aparecimento de uma outra espécie
que preenche a lacuna deixada pela anterior e que coloca novos desafios
aos agricultores com vista 2 sua eliminacio. E como combater um exército
que € sempre capaz de compensar as baixas sofridas com soldados melhor
preparados para a luta.

Existem varios tipos de herbicidas que podem ser divididos de acor-
do com o modo de ac¢ido, a forma como sio absorvidos pelas plantas,
o grau de translocacido nos tecidos vegetais ou mesmo a altura em que
sao aplicados. Em termos de selectividade os herbicidas podem ser se-
lectivos ou nio selectivos. Os herbicidas selectivos como o nome indica,
afectam tipos particulares de plantas através, por exemplo, da inibi¢io
de uma via metabdlica especifica que nio existe nas plantas que se
pretende proteger. O desenvolvimento de herbicidas selectivos é dificil
em virtude da heterogeneidade das plantas cultivadas e do facto delas
terem mecanismos de desenvolvimento idénticos aos das ervas-daninhas.
Os herbicidas nido selectivos tém um espectro de ac¢do mais alargado mas
possuem o inconveniente de afectarem de forma mais intensa as plantas
cultivadas pelo que a sua aplicacio tem que ser feita em situacdes em
que a planta a proteger nio possa ser afectada, por exemplo antes do
seu crescimento.

O problema das ervas-daninhas € varidvel de regido para regido e esta
também dependente do tipo de plantas utilizadas em termos agricolas
e dos proprios métodos utilizados na agricultura e na conduc¢io das cul-
turas. No entanto, estima-se que as ervas-daninhas sejam responsaveis
por perdas nas culturas da ordem dos 10-15% a nivel global apesar dos
avultados investimentos que os agricultores anualmente fazem na compra

e aplicacdo de herbicidas.



Nesta sequéncia de metodologias que vem sendo aplicada ao combate
das ervas-daninhas surgiram, mais recentemente as plantas geneticamente
modificadas tolerantes a herbicidas. O principio subjacente a esta nova
estratégia baseia-se no facto das plantas serem capazes de tolerar a apli-
cacio de herbicidas de espectro largo, como o Roundup cujo composto
activo é o glifosato, por possuirem algum tipo de mecanismo que as
protege do herbicida e que lhes foi conferido pela inser¢io de um gene
através de métodos de manipulacdo genética. Deste modo, o herbicida
pode ser aplicado em qualquer fase do desenvolvimento da planta sem
que a sua aplicacdo cause danos nas culturas. Pelo contrdrio, outras
plantas presentes no mesmo local sdo inibidas pois nio tém mecanismos
de proteccio.

O exemplo mais comum de resisténcia a um herbicida obtida por ma-
nipulagdo genética ¢ a resisténcia ao herbicida glifosato conferido a varias
espécies como soja, algodoeiro ou milho e que €, refira-se, a caracteristica
mais difundida entre as PGMs com maior impacto em termos de produ-
¢do agricola e as plantas de soja com esta caracteristica (soja RoundUp
Ready) foram das primeiras a ser autorizadas e usadas de forma intensiva
em termos agricolas. O glifosato € um composto derivado do aminoacido
glicina muito parecido em termos estruturais com o fosfoenolpiruvato,
um metabolito essencial para a formacio do acido chiquimico. A via do
acido chiquimico (Fig. 84) que ocorre nos cloroplastos é uma via meta-
bolica crucial para as plantas pois conduz a producio de aminoacidos
aromaticos como tirosina, triptofano e fenilalanina. Estes aminodcidos
sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas e sem a sua formacio
estas rapidamente morrem. Por exemplo, o triptofano é um precursor das
auxinas (capitulo 2) enquanto a fenilalanina é essencial para a producio
de lenhina, um composto estrutural da parede de alguns tipos celulares
vegetais. Na presenca de glifosato (um composto muito semelhante ao PEP -
fosfoenolpiruvato) a enzima EPSPS (5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato
sintetase) € incapaz de formar quantidades adequadas do composto EPSP
(5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato) e, em consequéncia disso, dos compos-
tos que se situam a jusante na via metabolica. O glifosato € um herbicida

nao toxico para os animais (nao possuem a via do dcido chiquimico),
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efectivo a baixas concentragdes e facilmente degradado por microrganis-
mos do solo, nio permanecendo nos ecossistemas durante muito tempo.

A obtenc¢do de plantas tolerantes a herbicidas tem sido conseguida se-
guindo diferentes tipos de estratégias. Uma dessas estratégias consiste na
transformacio genética de plantas com um gene que codifica para uma
forma de EPSPS que ¢é funcional em plantas mas insensivel ao herbicida.
Neste caso trata-se de um gene de origem vegetal que foi inicialmente
isolado de uma linha de Petunia hybrida obtida apds seleccido para o gli-
fosato. Uma estratégia semelhante consiste em utilizar um gene de origem
bacteriana insensivel ao glifosato. Neste Gltimo caso e como se trata de um
gene de origem bacteriana a sequéncia a inserir nas células vegetais deve
codificar também para um peptideo sinal que permita o transito de EPSPS
para os cloroplastos onde ird exercer a sua actividade. Finalmente existe
uma estratégia baseada na degradacio de glifosato. Neste caso tem sido
utilizada uma estratégia dupla em que se utiliza simultaneamente um gene
de Agrobacterium insensivel ao glifosato e um gene de responsavel pela
sintese da enzima glifosato oxidase que degrada o glifosato impedindo a
sua acumulacdo nos tecidos.

Um outro herbicida que tem sido alvo de estudos de tolerincia é uma
formulacio comercializada com o nome de Basta ou Liberty cujo principio
activo € a fosfinotricina (PTT), um sal de aménio do glufosinato. O compos-
to PPT é derivado de um produto natural conhecido como Bialaphos, um
tripeptideo de PPT-Ala-Ala produzido por bactérias do género Streptomyces.
Por remoc¢io proteolitica dos residuos de alanina o Bialaphos é convertido
na sua forma activa que inibe a enzima glutamina sintetase essencial para
o metabolismo do azoto e que ¢é responsavel pela sintese do aminoaci-
do glutamina. A enzima utiliza amoénio para a produc¢iao do aminoacido.
A inibicdo da enzima conduz a acumulac¢io de amonia que atinge niveis
toxicos para a planta. Neste caso a estratégia seguida foi inserir nas plantas
um gene que inactiva o herbicida. Esse gene € proveniente de bactérias da
espécie Streptomyces hygroscopicus que produzem a enzima fosfinotricina
acetiltransferase que inactiva a fosfinotricina. O gene bar, responsavel pela
producido desta enzima, foi isolado e inserido em plantas conferindo a re-

sisténcia a fosfinotricina por destoxificacao.
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Figura 84 — Via simplificada do dcido chiquimico.

Diferentes companhias do sector agroquimico tém tentado obter plantas
resistentes a outros herbicidas como sejam as sulfonilureias, a imidazolinona
e os dcidos fenoxicarboxilicos como o 2,4-D. Actualmente existem plantas
resistentes a estes herbicidas em fase de testes no campo mas cuja utiliza¢ao

em termos comerciais estd ainda muito limitada.

9.3. Plantas resistentes a insectos

Um outro factor que causa danos importantes nas culturas sio varios

tipos de pragas de insectos, em particular as larvas fitéfagas Os insectos
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adultos ou as suas larvas podem ser combatidos pela aplicacio de pesticidas
que, tal como os herbicidas, podem ser responsaveis por danos ambien-
tais. Para além disso, a aplicacdo de pesticidas implica gastos acrescidos
para os produtores com o consequente impacto do aumento de precos nos
consumidores.

A semelhanca do que se verifica com a tolerancia a ervas-daninhas tém
também sido desenvolvidas estratégias de forma a obter, por engenharia
genética, plantas resistentes a insectos. Numa altura em que a procura de
insecticidas de origem bioldgica com reduzidos impactos ambientais é um
objectivo perseguido por muitos dos actores envolvidos no melhoramento
de plantas importa referir que um herbicida biolégico existe hd muito
tempo e tem sido utilizado de forma sistemdtica para combater os efeitos
de alguns insectos nas plantas. Esse insecticida biologico é conhecido
pelo nome de toxina Bt devido ao facto de ser produzido pela bactéria do
solo Bacillus thuringiensis. Estas bactérias Gram®t produzem endésporos
e nesse tipo particular de esporos acumulam-se, sob a forma de cristais,
proteinas designadas CRY (primeiras letras de crystal) com um peso mo-
lecular que pode variar entre 70 e mais de 150 kDa em func¢do do tipo
de endotoxina. Uma mesma subespécie ou estirpe de B. thuringiensis é
capaz de produzir diferentes endotoxinas (§-endotoxinas) sendo cada uma
delas mais eficaz contra um tipo particular de insectos. Por exemplo as
endotoxinas da subespécie kurstaki, pertencentes a familia CRY1, sao mais
eficazes contra lepidopteros enquanto algumas das endotoxinas produzidas
pela subespécie japonensis sio mais eficazes contra coledpteros sendo
conhecidos mais de 50 hol6tipos destas endotoxinas. As endotoxinas sao
codificadas por genes plasmidiais e apresentam actividade especifica para
diferentes grupos de insectos como coledpteros, dipteros, himenépteros
lepidopteros e mesmo nemidtodes. Em condi¢des naturais a ingestdo pelas
larvas de insectos dos cristais proteicos é seguida da sua solubilizacao
e ulterior digestao por proteases especificas no aparelho digestivo dos
insectos onde o pH é alcalino (28). O resultado é a producio de uma
potente toxina (cerca de 70 kDa) capaz de se inserir nas membranas mi-
crovilares das células epiteleiais do aparelho digestivo onde se liga a um

receptor de certas células intestinais e funciona como um poro levando



a um fluxo de catides para as células com a consequente lise osmotica e
ulterior morte das larvas (Fig. 85).

A pulverizacido das culturas com esporos de B. thuringiensis € uma pratica
agricola efectuada desde hda muito com o objectivo de combater pragas de
insectos sendo, inclusive, uma metodologia utilizada em sistemas de agricul-
tura organica devido aos reduzidos impactos ambientais que provoca uma
vez que a toxina nio afecta mamiferos ou os seres humanos sendo ainda
de ficil aplica¢io. Os diferentes tipos de receptores existentes nas células
do sistema digestivo das larvas condicionam a capacidade de diferentes
tipos de toxinas infectarem as células. Também o pH do aparelho digestivo
dos diferentes insectos interfere com a maior ou menor solubilizacio dos
diferentes tipos de cristais proteicos. A pulveriza¢io das culturas com este
tipo de insecticida (na forma de esporos ou cristais) € muitas vezes pouco
eficaz devido ao facto da toxina permanecer durante um periodo limitado
(cerca de dois dias no caso dos cristais proteicos) no meio ambiente e de

nio permitir o ataque a insectos que se encontram nos tecidos internos

da planta.
Meio alcalino (7,5 — 8,0) @E E E a
| Cristal proteico (Cry) | | Subunidades de protoxina (70140 kDa) |
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Figura 85 — Modo de ac¢iio das proteinas digestio e ac¢ao das proteinas CRY de B.
thuringiensis.
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Com base neste sistema natural foram desenvolvidas linhas de investi-
gacdo com o objectivo de caracterizar o gene responsavel pela sintese da
toxina de forma a inseri-lo em plantas podendo estas produzir a sua propria
toxina (producio in planta) e assim combater os insectos prejudiciais. Um
dos casos de maior sucesso com base nesta estratégia foi a obtenc¢io de
variedades de milho capazes de produzir a toxina CRY1A. As plantas assim
obtidas sio tolerantes a uma doenca chamada broca-do-milho provocada
pelas larvas da espécie Ostrinia nubilalis, um lepidoéptero capaz de digerir
os tecidos internos do caule e das macarocas. As larvas deste insecto causam
s6 por si um grande impacto nas culturas mas sao também responsaveis
pelo aparecimento de ataques secundarios de fungos que potenciam a de-
vastacio das culturas e sio produtores, em algumas situacoes, de toxinas
que podem ter efeitos muito graves em termos de saide publica.

As primeiras tentativas de inserir o gene responsavel pela sintese da
toxina em plantas tiveram um sucesso limitado pois a quantidade de toxi-
na produzida pelas células era limitada. Esta situacido resultava em grande
parte do gene ser procariotico tendo sido necessdario molda-lo de forma
a tornd-lo “mais eucariético” para que os niveis de expressio em células
vegetais pudessem ser mais consentineos com a aplicacao pratica desta
tecnologia. Uma dessas modificacdes foi a reducao do teor em bases A-T
e um aumento das bases G-C com o objectivo de facilitar a leitura dos
coddes durante o processo de sintese proteica nas células vegetais. Outras
modificacdes que se revelaram importantes foram a remoc¢iao de potenciais
locais de poliadenilac¢ido e a utiliza¢io de uma versio truncada (mais curta)
do gene responsavel pela sintese da toxina. O gene da toxina € associado
a um promotor forte de maneira a promover a sua expressio em diferentes
locais da planta e, com este tipo de modificacdes, conseguiram-se niveis
de expressiao elevados correspondentes a cerca de 0,01 a 0,03% da proteina
total. Niveis de expressio mais elevados poderdo ser obtidos através da
transformacio cloroplastidial uma vez que o transgene ¢ de origem bacte-
riana (ver capitulo 8).

As primeiras variedades de milho Bt foram inicialmente comercializadas
nos Estados Unidos, em 1996, e trés anos depois, em 1999, cerca de 25%

do milho cultivado nos Estados Unidos era milho deste tipo. Actualmen-



te esses valores ultrapassam em muito os 50%. A tecnologia Bt tem sido
utilizada também com sucesso noutras plantas sendo de destacar o caso
do algodoeiro. Em Portugal foram feitos nos ultimos anos alguns ensaios
pioneiros com milho Bt tendo a resposta dos agricultores sido positiva.
A eficiéncia desta tecnologia depende como € 6bvio da severidade dos
ataques dos insectos e, em anos em que as condi¢des climaticas sio menos
propicias a proliferacio dos insectos, os efeitos positivos da tecnologia Bt
tém menos impacto nos rendimentos dos agricultores que em anos em que
as pragas sado mais agressivas.

A introducao de variedades Bt de milho e algodoeiro beneficia os compa-
nhias produtoras de semente e os agricultores que vém os seus rendimentos
aumentados devido a maior produtividade das culturas e também devido
a reducido dos gastos com pesticidas e fungicidas. De uma forma direc-
ta os consumidores podem beneficiar de uma reducao do preco caso os
produtores facam reflectir o abaixamento de custos na comercializacdo do
produto. Por outro lado, o milho Bt permite a obtencao de griaos de melhor
qualidade sanitiria uma vez que se trata de graos mais “limpos” no sentido
em que a utilizacdo de pesticidas € reduzida e também na perspectiva que
a auséncia de danos devido aos insectos reduz o aparecimento de doencgas
secundarias de origem bacteriana ou fuingica responsaveis pela producao
de toxinas nefastas para os consumidores. Finalmente, a potencial reducao
da aplicacio de pesticidas nio pode deixar de ser referida como tendo um
impacto positivo directo em termos ambientais e indirecto na medida em
que a reducido da utilizacio de pesticidas implica também uma reduc¢io da
pegada ecoldgica e das emissdes de CO,.

A obtencao de plantas resistentes ¢ um exemplo ilustrativo do poten-
cial da transformacio genética aplicada ao melhoramento de plantas, mas
¢ também um bom exemplo das dificuldades que sao precisas ultrapassar
até a obtencdo dos resultados desejados.

A produc¢io de variedades Bt nao € a Unica estratégia que pode ser uti-
lizada no combate a insectos ou outras pragas que afectam plantas. Outras
estratégias que envolvem a producao de plantas geneticamente transformadas
tém também sido seguidas com o objectivo de encontrar métodos alternativos

de combate as diferentes pragas. A semelhanca das variedades Bt o objec-
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tivo € identificar e transferir para as plantas genes que estejam envolvidos
directa ou indirectamente na producido de proteinas ou outros metabolitos
que interfiram com o ciclo de vida dos organismos alvo. Exemplos dessas
estratégias sdo a utilizacao de venenos de escorpides e aranhas, proteinas
que interferem com a digestao, inibindo a actividade digestiva de proteases
ou amilases no sistema digestivo dos insectos, a produc¢io de metabolitos
toxicos para os insectos ou a producio de lecitinas, um tipo particular de
glicoproteinas que tém uma forte capacidade de se ligar a outras proteinas

e que podem ser muito uteis no combate a insectos sugadores.

9.4. Plantas resistentes a agentes patogénicos

Para além das ervas-daninhas e das pragas referidas nas seccdes an-
teriores as plantas estio sujeitas a ataques por uma grande variedade de
organismos que podem também causar danos importantes nas culturas e
que viao desde virus a bactérias e fungos. Um pouco a semelhanca do que
tem sido realizado para a obtencido de resisténcia a pragas de insectos,
tém também sido feitos esforcos para a obtencido de plantas geneticamente
modificadas resistentes a diferentes tipos de doencas.

Existe uma grande diversidade de virus vegetais alguns deles capazes
de infectar diferentes espécies. Muitos dos virus vegetais sao virus de RNA
de cadeia Unica positiva mas também no que diz respeito a organizaciao do
genoma existe uma grande variabilidade sendo conhecidos virus de DNA
de cadeia dupla ou virus de RNA de cadeia Gnica negativa. Os virus vege-
tais sao um grande problema para muitas das plantas cultivadas uma vez
que, ao contrdrio dos animais, as plantas nio apresentam um mecanismo
de defesa imunitdrio. As infec¢des reduzem a producio e o crescimento
das culturas podendo mesmo levar a2 morte das plantas. Para se ter uma
ideia dos danos causados importa referir as perdas anuais de cerca de 50
milhdes de ddlares causadas por virus apenas na induastria de tomate nos
Estados Unidos. O combate aos virus de plantas € dificil por ndo existirem
compostos quimicos eficazes. Muitas vezes a solu¢io estd em combater 0s

vectores responsaveis pela propagacio dos virus (insectos, nematodes, fun-



gos) com pesticidas agressivos em termos ambientais ou manter as plantas
em quarentena de forma a evitar danos mais severos nas culturas. Como foi
referido no capitulo 3, a micropropagacao através da cultura de meristemas
e associada a uma termoterapia permite a obtencao de plantas livres de
virus mas esta situacio nio confere nenhuma proteccao as plantas contra
ulteriores infec¢des virais. Também nesta situagido, a transformacio genética
de plantas pode revelar-se uma tecnologia promissora no combate aos virus.

Observacoes realizadas nos anos 20 do século passado em plantas in-
fectadas com virus mostraram que estas plantas apresentavam resisténcia
a infeccao por estirpes mais virulentas do mesmo tipo de virus ou mesmo
contra virus de outros tipos. Este processo foi designada protecc¢io cru-
zada e, embora o mecanismo da proteccdo cruzada nio seja inteiramente
conhecido, uma proteina da cdpsula do virus parece ser a responsavel por
este efeito protector. Dados experimentais mostram que mecanismo de pro-
teccdo cruzada esta relacionado com a inibi¢io do virus replicar no local
de infeccdo em virtude da incapacidade de sintetizar proteinas da capsula.
Para além disso, a protec¢do cruzada reduz de forma considerdvel os poten-
ciais locais de infec¢io sugerindo que algum mecanismo relacionado com
as fases iniciais de replicacio do virus se encontra afectado. O sistema de
proteccdo cruzada foi utilizada em algumas situagcdes para combater virus
que causam danos importantes nas culturas como sejam o virus da tristeza
dos citrinos ou o virus da papaia.

Tendo por base este tipo de dados tém sido realizados ensaios com o
objectivo de conferir protec¢iao a algumas plantas através da inser¢io no seu
genoma de genes responsaveis pela sintese de proteinas da cdpsula viral que
conferem protec¢io contra 0 mesmo virus ou virus relacionados. Os primeiros
ensaios deste tipo foram realizados em plantas de tabaco susceptiveis ao virus
do mosaico do tabaco (TMV) e permitiram obter plantas tolerantes a estirpes
mais agressivas do virus. No entanto, o caso de maijor sucesso foi consegui-
do no Hawai onde a cultura de papaia assume uma relevante importancia
econOmica. Nos anos 90 do século passado a cultura desta espécie nas ilhas
do Hawai estava em situacio calamitosa devido a um virus que afecta as
plantas de papaia designado “papaya ringspot virus” (PRSV). A recuperacio

da cultura de papaia nesta regido foi conseguida utilizando plantas geneti-
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camente modificadas capazes de sintetizar uma proteina da cdpsula viral de
uma estirpe atenuada. Estas plantas geneticamente modificadas serviram de
base a criacado de uma nova variedade que é agora cultivada nas ilhas do
Hawai. Para além da papaia e do tabaco a transformacio genética de plantas
relacionada com o mecanismo de protec¢io cruzada permitiu obter plantas
resistentes a virus em vdrias outras espécies como sejam a alfalfa, citrinos,
batateira, arroz, trigo e beterraba, entre outras.

O combate aos virus baseada na protec¢do cruzada ndo é a Unica estraté-
gica eficaz para a obtencio de plantas resistentes a estes agentes patogénicos.
Nos ultimos anos outras estratégias promissoras tém sido desenvolvidas e
que tém como alvo mecanismos de replicacio dos virus nos tecidos vegetais.
Uma das estratégias consiste em transformar geneticamente as plantas com
uma sequéncia do genoma viral. A inclusio desta sequéncia do genoma
viral tem como resultado mecanismos de silenciamento genético do genoma
viral que impedem a sua proliferacio. A expressao de sequéncias antisense
(ver secc¢io 9.7) capazes de hibridizar com sequéncias especificas do geno-
ma viral tem sido outra das estratégias utilizada. A produc¢io de proteinas
anti-virais que sio capazes de modificar a estrutura do RNA ribossémico
e assim interferir com a producio de proteinas virais, a utilizacio de ri-
bozimas capazes de clivar o RNA viral ou a producao de proteinas que
condicionam o movimento das particulas virais sao igualmente estratégias
com um grande potencial de utilizagio.

No que diz respeito as bactérias e fungos que causam danos nas plantas as
solugoes utilizadas na agricultura convencional passam pela aplicag¢io de fun-
gicidas ou pela aplica¢io de sistemas de controlo integrado das pragas em que
ocorre uma rota¢io das culturas. Processos de controlo destes microrganismos
com base na utilizacdo de plantas geneticamente modificadas sao ainda escas-
sos e tém subjacentes os mecanismos de defesa que as plantas naturalmente
apresentam contra esses tipos de organismos. Quando os tecidos vegetais
sdo invadidos por microrganismos um dos mecanismos de defesa utilizados
baseia-se numa interac¢io genética conhecida como “gene para gene”. Este
mecanismo consiste na activacao de um gene particular (gene R) responsavel
pela resposta a um determinado factor de viruléncia (codificado por um gene

de viruléncia Avr) produzido pelo organismo invasor. Neste sistema, moléculas



libertadas pelo agente patogénico, designadas elicitores estimulam uma série
de respostas nas plantas que incluem morte celular, sintese de fitoalexinas,
producao das chamadas proteinas PR (“pathogenesis related”) que incluem
quitinases e glucanases e producao de celulose e lenhina de forma a delimitar
a area de infeccdo e inibir a propagacio da invasio. Este tipo de resposta,
conhecida como resposta hipersensitiva, € sistémica pelo que regides que
nio estio em contacto com o agente estio também envolvidas na resposta,
prevenindo a propagaciao do agente patogénico. A resposta hipersensitiva é
precedida pela acumulac¢io de espécies reactivas de oxigénio como o aniio
superoxido, o peroxido de hidrogénio ou o radical hidroxilo e, também pelo
aumento dos niveis de 6xido nitrico um segundo mensageiro em muitos sis-
temas de transduc¢io de sinal em animais e em plantas.

Este tipo de resposta das plantas é conhecido hda muito pelos melhora-
dores de plantas que tém procurado transferir a capacidade de resposta de
espécies selvagens a determinados agentes patogénicos para as espécies
cultivadas por introgressao. Como vimos no capitulo 8 este tipo de proce-
dimento tem algumas limitacdes e apenas pode ser usado entre espécies
filogeneticamente préximas.

Com base neste principio tem-se procurado identificar e isolar genes
responsaveis pela resisténcia a factores de aviruléncia transferindo-os para as
plantas de forma a protegé-las contra os organismos patogénicos, tratando-se
de uma forma de tratamento preventivo semelhante ao conseguido pela
vacina¢io mas que niao envolve mecanismos de producio de anticorpos.
Esta “memoria” adquirida pelos tecidos vegetais como resposta a um agente
patogénico é chamada resisténcia sistémica adquirida (SAR), pode manter-se
durante varios dias e conferir protec¢cao nao apenas contra o microrganismo
original mas também contra outros agentes patogénicos. Como exemplo de
plantas geneticamente modificadas com resisténcia a bactérias pode referir-se
o caso do arroz onde foi obtida resisténcia a bactéria Xanthomonas oryzae
uma bactéria que causa danos no arroz cultivado (Oryza sativa) mas nio
numa espécie de arroz selvagem chamada Oryza longistaminata. O gene R
(neste caso designado XaZ21) foi isolado da espécie selvagem e incorporado
no genoma de O. sativa onde se mostrou eficaz na proteccao das plantas.

O potencial desta estratégia preventiva é enorme e pode ser potenciado se
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os genes R inseridos nas plantas estiverem sob a ac¢io de um promotor
induzido pelo organismo patogénico.

Tendo por base este tipo de tecnologia foram produzidas plantas resis-
tentes a bactérias ou fungos nas mais variadas espécies podendo referir-se
a resisténcia ao fungo Rhbizoctonia solani em plantas de arroz transformadas
com um gene para a producio de quitinase (uma enzima que digere a quitina
presente na parede celular de fungos), a resisténcia de tabaco ao fungo Bo-
trytis cinerea através inclusio do gene da enzima stilbeno sintetase que leva a
producio de resveratrol, um composto toxico para os fungos ou a resisténcia
de plantas de batateira a bactérias do género Erwinia através da introduciao
no genoma da planta de um gene do bacteridfago T4 responsavel pela pro-

duc¢io da enzima lisozima que digere componentes da parede bacteriana.

9.5. Plantas resistentes a factores abidticos

Tal como acontece com diversos factores bidticos responsaveis por
perdas elevadas das culturas, os factores abioticos causam também impor-
tantes problemas em termos agricolas. Entre esses problemas contam-se
a temperatura, a salinidade dos solos, a disponibilidade de dgua ou a acu-
mulacio de poluentes nos solos. Muitos destes factores sao imprevisiveis
e variam ao longo do ano pelo que a manipulacio das plantas com vista
a sua protec¢lo contra estes agentes ¢ problematica. No entanto, factores
de stresse como a salinidade ou a falta de dgua podem ser atenuados atra-
vés da manipulac¢io genética de plantas. O potencial de crescer plantas
em solos com pouca dgua é particularmente interessante nao apenas para
a recuperacdo de solos marginais mas também para um aumento da pro-
ducio visto que as dreas actualmente disponiveis para a utilizacido agricola
estdo praticamente ocupadas ou sdo solos dedicados a outras finalidades.
Face as eventuais altera¢oes climdticas que se avizinham com a consequente
reduc¢io da disponibilidade de dgua no solo e para rega em muitas zonas
do globo, o desenvolvimento de plantas com a capacidade de crescer em
solos com um contetdo hidrico baixo tornar-se-4 de extrema importancia

de forma a evitar uma reduc¢ido na producido alimentar a nivel global.



Muitas plantas respondem ao stresse hidrico através da producio dos cha-
mados solutos compativeis, que sio moléculas como o aminoacido prolina,
glicina betaina, poliaminas, polidis, ou acidos organicos responsaveis por
uma diminui¢cao do potencial hidrico no interior da planta o que permite
retirar 4gua do solo mesmo que este tenha uma elevada concentracio de sais
ou baixos teores de dgua. Estes compostos acumulam-se no sistema vacuolar
das células pelo que a sua presenca, mesmo a concentracdes elevadas nio
¢€ toxica para as células. Uma das estratégias seguida com vista a obtencio
de plantas tolerantes ao stresse hidrico tem sido a de promover a sintese
dos compostos acima referidos através da introduc¢do nas plantas de genes
das vias de sintese destes metabolitos. Deste modo, plantas de arroz trans-
formadas com o gene da betaina aldeido desidrogenase acumulam niveis
elevados de glicina betaina e sio capazes de tolerar severas condi¢des de
stresse hidrico. Da mesma maneira, plantas de tabaco induzidas a produzir
niveis mais elevados de prolina apresentam maiores taxas de crescimento
em condicdes de stresse hidrico ou salino. Outras estratégias que tém sido
desenvolvidas relacionam-se com a tentativa de transferir para as plantas
cultivadas os mecanismos de tolerancia ao stresse salino que existem em
halofitas mais concretamente sistemas de transporte que permitem transferir
0 excesso de ides para os vacuolos das células. Por exemplo, em plantas
de tomateiro transformadas com o gene AtNHX1 responsavel pela sintese
de uma proteina antiporter foi possivel observar o crescimento de plantas
num meio com 200 mM de NaCl em plantas que eram susceptiveis ao sal.
A transformac¢io genética de plantas com genes que codificam proteinas
osmoprotectoras chamadas dehidrinas tem também permitido obter plantas
tolerantes aos stresses hidrico e salino.

A exposicdo das plantas a diversas condi¢des de stresse tem como
consequéncia um efeito comum e que € a producio excessiva de varias
espécies reactivas de oxigénio (ROS) ja anteriormente referidas e que sao
responsaveis pelo stresse oxidativo. As ROS sdo extremamente reactivas ata-
cando as estruturas membranares através da peroxidacio de lipidos e outras
macromoléculas como proteinas e DNA causando assim danos irreversiveis
nas células. Desta forma, a capacidade das plantas reagirem a condi¢des de

stresse esta também relacionada com a forma mais ou menos eficaz como sao
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capazes de inactivar estes produtos do metabolismo extremamente reactivos.
As plantas possuem mecanismos de inactivacio das ROS que passam pela
producido de compostos antioxidantes como acido ascorbico, gluatationa ou
tocoferol, entre outros e, também pela producio de enzimas capazes de os
inactivar. Enzimas do tipo das superdxido dismutases (SODs) sdo capazes
de inactivar o radical superoxido através da ligacao deste a dois dtomos de
hidrogénio com a formacio de oxigénio e perdoxido de hidrogénio, muito
menos reactivos podendo este ultimo ainda ser convertido em oxigénio e
dagua. A transformacio de plantas com genes que codificam para a sintese
enzimas envolvidas na formac¢iao de compostos antioxidantes ou com genes
responsaveis pela sintese de diferentes tipos de SODs tem permitido obter
plantas geneticamente transformadas tolerantes a diversos tipos de stresses
oxidativos causados pelas mais diversas condi¢cdes de stresses abidticos.
Muitos solos sao natural ou artificialmente ricos em metais pesados ou
toéxicos (cadmio, chumbo, mercurio, arsénico) existindo plantas capazes de
acumular alguns desse metais em concentragcdes muito mais elevadas que
aquelas que existem nos solos sendo por isso designadas plantas hipera-
cumuladoras. Para além disso, uma grande percentagem (40%) dos solos
agricolas sio acidicos possuindo niveis elevados de aluminio que causam
problemas ao crescimento das plantas através de uma reducao da disponi-
bilidade de foésforo. Também os solos alcalinos, ricos em cdlcio e magnésio
interferem com a absorcao de fésforo. As actividades antropogénicas tém
provocado a acumulag¢io de compostos organicos nos solos ou nos sistemas
aquaticos que podem interferir com o crescimento das plantas ou de outros
produtores primarios afectando assim os ecossistemas. A descontaminacio
dos solos ou de outros sistemas é um processo caro e moroso que pode
levar varios anos até ser conseguido. O potencial remediador das plantas,
em ambientes terrestres ou aqudticos pode, em determinadas circunstancias,
constituir uma boa alternativa aos métodos convencionais de descontamina-
¢io dos habitats. Esta metodologia, designada fitorremediacio, baseia-se na
capacidade natural que as plantas possuem para remover alguns metais do
solo, como ja foi referido, mas também com a capacidade que possuem de
inactivar compostos quimicos de natureza organica que possam ocorrer no

meio ambiente. As plantas mais adequadas para este tipo de procedimento



sdo plantas capazes de produzir uma grande biomassa num curto periodo
de tempo e que possuem, simultaneamente, 0s mecanismos necessirios
para a absor¢io ou inactivacio dos elementos ou compostos em causa.

As plantas desenvolveram diferentes tipos de estratégias para fazerem
face a acumulacio de poluentes nos solos ou nas dguas. Entre eles encon-
tram-se a capacidade de secretar para o solo, através das raizes, acidos
orginicos capazes de quelar ides nocivos como o aluminio e de promove-
rem a atrac¢do de microrganismos como fungos de forma a aumentaram
a capacidade de absorcio de nutrientes. Outras moléculas queladoras de
metais pesados sio as fitoquelatinas, peptideos derivados da glutationa e
cuja sintese nio ocorre nos ribosomas. A glutationa é um tripeptideo for-
mado por L-cisteina, L-dcido glutamico e glicina e que por transpeptidac¢io
origina moléculas de fitoquelatina de peso molecular variavel em func¢io das
unidades de glutationa utilizadas na sua formac¢ao. As metalotioneinas, um
grupo diversificado de pequenas proteinas ricas em cisteina sio um outro
tipo de moléculas envolvidas na quelagido de metais pesados, ndo apenas
em plantas mas também noutros organismos como mamiferos ou leveduras.
De referir ainda a capacidade de alguns aminoacidos como histidina ou
nicotianamina (um aminodcido nio proteico) e de algumas proteinas do
tipo das chaperonas em funcionarem como agentes queladores dos metais
pesados. A capacidade de quela¢do nao é o Unico mecanismo de defesa das
plantas contra os metais pesados podendo estes ser acumulados nos vacuio-
los através do envolvimento de transportadores especificos e de proteinas
capazes de sequestrar os metais no vacuiolo. De referir ainda que algumas
espécies sdo capazes de transportar activamente para o exterior das células
os metais acumulados. Este ultimo tipo de mecanismo tem pouco interesse
em termos de fitorremediacio uma vez que os poluentes ndao se acumulam
nos tecidos vegetais.

Tendo como base estes processos de fazer face a concentra¢oes elevadas
de metais pesados tém sido feitas tentativas para identificar genes envolvidos
no controlo destes processos os quais podem depois ser transferidos para
plantas de interesse com vista a sua utilizacio em processos de fitorreme-
diacido. Muitos destes estudos tém sido inicialmente realizados na planta

modelo Arabidopsis thaliana onde a identificacio e caracteriza¢io de genes
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estd facilitada devido a sequencia¢io do genoma e 2 facilidade em obter
mutantes. Por sua vez, a expressao dos genes tem sido testada na levedura
Saccharomyces cerevisiae devido a sua facilidade de crescimento em labo-
ratério e a possibilidade de estabelecer sistemas experimentais simples em
que as leveduras geneticamente modificadas sao submetidas a diferentes
condic¢oes de cultura. Virios espécies de plantas tem sido modificadas com
genes de origem bacteriana ou de outras plantas com vista a aumentar a sua
capacidade fitorremediadora. Entre elas contam-se Liriodendron tulipifera
transformada com um gene bacteriano responsavel pela sintese de uma en-
zima (MerA) envolvida na producio de mercurio volatil a partir de mercurio
e Brassica juncea modificada com um gene de Arabidopsis thaliana que
codifica para a enzima ATP sulfurilase envolvida na reduc¢ido de selenato.

Em virtude da complexidade dos sistemas de defesa das plantas contra
metais pesados ou outros poluentes que envolvem por norma mais do que
um mecanismo e que sio, muitas vezes, o resultado de vias metabodlicas
complexas, os resultados praticos da aplicacdo de técnicas de transformacio
genética a este aspecto particular sio ainda reduzidas. No entanto, os re-
sultados mostram que € possivel manipular as plantas de forma a torna-las
mais eficazes na descontaminacio de locais poluidos pelo que nos proximos

anos esta ¢ uma area onde se esperam novos desenvolvimentos.

9.6. Producio de compostos de interesse

A tecnologia do DNA recombinante aplicada as plantas € normalmente
vista como uma tecnologia em que o principal papel € a obtencao de plantas
com determinado tipo de resisténcia com o objectivo de limitar os danos
nas culturas provocados por factores bidticos ou abidticos, como foi visto
nas secgoes anteriores. No entanto, o potencial da transformac¢io genética
das plantas vai muito para além desse tipo de aplica¢des permitindo tam-
bém a producio em plantas de compostos com importantes aplica¢cdes na
producio de firmacos ou de proteinas industriais. As plantas podem assim
ser utilizadas como biorreactores para a produc¢ido de tipos particulares de

compostos num processo conhecido como “molecular farming ou mole-



cular pharming”. No seu sentido mais lato, “molecular farming” pode ser
aplicado a producao de qualquer produto pelas plantas incluindo aqueles
que elas ja manifestam capacidade de produzir. De uma forma mais res-
trita a designacao €, com frequéncia, empregue para se referir a producao
de moléculas ou compostos que as plantas sio induzidas a sintetizar na
sequéncia de manipula¢des genéticas. O tipo de compostos produzidos
€ também variavel podendo ir de alcaldides a macromoléculas como lipidos
(acidos gordos saturados, acido ricinoleico), hidratos de carbono (amilose,
ciclodextrinas, frutanos), enzimas industriais com aplica¢des na producido de
amido, alimentacio animal ou na industria da pasta e do papel e plasticos
biodegradaveis dos quais o exemplo mais conhecido é o da produc¢io de
polihidroxibutirato (PHB), um tipo de polimero biodegradavel utilizado na
producio de plastico, em plantas de A. thaliana. No entanto, o objectivo é
muitas vezes a producido de peptideos de interesse na industria farmacéutica
para a prevencio, tratamento ou diagnostico de doencas.

O principio subjacente a esta aplicacdo € simples e tem como base
o facto das plantas serem capazes de sintetizar compostos, em particular
proteinas, que em condi¢cdes normais nao sio por elas produzidos mas que,
uma vez inserido o gene ou 0s genes responsaveis pela sua sintese, podem
de facto ser sintetizados em plantas. As plantas podem ser cultivadas no
campo em extensas areas ou em estufas, em locais confinados, necessitando
de condi¢cdes minimas para a sua manutencio. Esta situa¢io permite, em
teoria, reduzir os custos de producio e, por outro lado, dada a biomassa
das plantas e as dreas de cultura que podem ser utilizadas, produzir os
compostos em larga escala. Nos nossos dias, muitas das proteinas com in-
teresse farmacéutico sao produzidas por microrganismos em laboratério ou
por animais (mamiferos) geneticamente modificados capazes de produzir
e secretar esses produtos para fluidos orginicos como o leite ou o soro.
A producio e ulterior extrac¢io destes compostos a partir de animais co-
loca alguns problemas como sejam eventuais contaminacdes com agentes
patogénicos. Para além disso, a utilizacio de animais e em particular de
mamiferos de grandes dimensdes, nio é muito bem aceite por sectores
da sociedade, uma dificuldade acrescida na utilizacio destes organismos.

Relativamente aos microrganismos (bactérias e leveduras), as plantas tém
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a vantagem de permitir uma correcta modificacio poés-translacional das
proteinas uma vez que siao células eucariotas e muitas das proteinas de
interesse sio proteinas eucardticas enquanto 0s organismos procariotas sio
incapazes de proceder a estas modificacoes.

Uma grande diversidade de proteinas com interesse médico € actual-
mente produzida em bactérias. Entre essas proteinas encontra-se a insulina,
a primeira a ser produzida desta maneira. Outros compostos produzidos
a uma escala comercial sdao, entre muitos outros, moléculas anticoagulan-
tes, hormonas, interferaos, interleucinas, vacinas e anticorpos monoclonais.
O mesmo tipo de compostos pode também ser produzido em animais.
Embora a produc¢io em larga escala de proteinas recombinantes em plan-
tas nio seja ainda utilizada em termos comerciais em larga escala, ensaios
laboratoriais tém permitido a expressio de proteinas recombinantes em
células de diferentes plantas. O primeiro caso de sucesso foi obtido nos
finais dos anos 80 com a transformacido genética de células de tabaco e
girassol com o gene responsavel pela sintese da hormona de crescimento
humano. Destes estes primeiros trabalhos uma grande diversidade de pro-
teinas recombinantes tem sido produzida em plantas como sejam colagénio
e hemoglobina em células de tabaco, interleucina em tabaco e batateira,
lisozima no arroz e albumina sérica humana também no tabaco. Como se
pode constatar muitas destas experiéncias tém sido realizadas no tabaco
devido a facilidade com que esta planta pode ser manipulada in vitro quer
em termos de regeneraciao quer em termos de transformacio genética. Para
além disso, a planta de tabaco apresenta uma boa taxa de crescimento
com a formacio de folhas grandes permitindo assim obter uma apreciavel
biomassa para extrac¢ao dos compostos de interesse.

A producido de anticorpos (imunoglobulinas) em plantas (planticorpos) €
um dos aspectos que mais interesse tem suscitado nas grandes companhias
do sector agroquimico e farmacéutico. O potencial de producio de anticor-
pos em plantas pode ter diferentes tipos de aplicacdes. Uma das aplicagoes
serd a propria protec¢do da planta contra um herbicida ou uma toxina que
lhe permita uma vantagem selectiva relativamente as ervas daninhas. An-
ticorpos podem ser também produzidos em plantas para fins medicinais.

A complexidade estrutural dos anticorpos constituidos por duas cadeias



proteicas leves e duas cadeias pesadas torna a sua producio em plantas
uma tarefa dificil. Uma das estratégias seguida para a utilizacio das plantas
como bioreactores para a produc¢ido de anticorpos tem sido a de transformar
(com Agrobacterium) um grupo de plantas com o gene responsavel pela
sintese da cadeia pesada e um outro grupo com o gene responsavel pela
sintese das cadeias leves. O cruzamento destes dois tipos diferentes de
plantas leva a formac¢io de uma geracio F1 capaz de sintetizar anticorpos
funcionais. Isto significa que as células vegetais sio nio apenas capazes
de sintetizar as subunidades proteicas que constituem os anticorpos, como
seria de esperar, mas que também possuem os mecanismos celulares apro-
priados para a formaciao de anticorpos funcionais tais como os produzidos
em células animais.

Os primeiros ensaios com o objectivo de produzir anticorpos de ma-
miferos em plantas foram realizados na planta do tabaco e mostraram-se
bastante promissores. Trabalhos mais recentes mostraram que a producio de
antibioticos em plantas pode também ser conseguida através de processos
mais simples utilizando a biolistica como processo de transformacido em
que os genes para a sintese dos dois tipos de cadeias podem ser simulta-
neamente inseridos nas células sem necessidade de efectuar cruzamentos
para a produg¢io dos anticorpos funcionais. No entanto, a eficacia de um
anticorpo pode manifestar-se sem que seja necessario a produ¢io de um
anticorpo completo. Assim, a sintese de regides especificas de um anticorpo,
codificadas por sequéncias simples de DNA pode ser eficaz para a ligacao
a um composto ou a um agente patogénico impedindo deste modo a sua
distribuicdo nos tecidos. E o caso das regides Fab (fragment antigen biding)
responsaveis pela ligacao ao antigénio e em particular, da regido Fv um
componente variavel da regido Fab determinante no reconhecimento dos
antigénios. A introducio de sequéncias de DNA responsaveis pela producao
destas regides particulares dos anticorpos € tecnicamente mais simples per-
mitindo uma mais eficaz produc¢io de moléculas de interesse farmacéutico.
Um exemplo da aplicacio pratica da produg¢io de anticorpos em plantas
com fins terapéuticos é a producio de um composto designado CaroRx™
um anticorpo monoclonal que em testes clinicos se revelou eficaz contra

Streptococcus mutans, uma bactéria que causadora de cdries. A aplicacao
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directa do composto nos dentes inibiu a colonizacio pela referida bactéria
por periodos de 4 meses, conferindo uma protecc¢ido eficaz contra este tipo
de infec¢do bacteriana. Anticorpos totais ou regiodes particulares de anticor-
pos tém sido produzidas por transformacido genética em diferentes tipos de
plantas, incluindo a ja referida planta do tabaco mas também Arabidopsis,
arroz, batateira, bananeira, tomateiro ou alfalfa. Alguns autores sustentam
que a inclusio de anticorpos em frutos ou outras partes comestiveis das
plantas seria util na obtencao de uma imunidade passiva contra diferentes
tipos de antigénios. A producao de anticorpos em plantas apresenta algu-
mas vantagens nomeadamente a eficicia do processo de transformacgao
e a capacidade de sintetizar os anticorpos completos a partir das diferentes
subunidades. A auséncia de eventuais contaminac¢oes e a possibilidade de
producio em larga escala sio também factores a ter em conta. Os ensaios
e os testes ja realizados mostram que este tipo de tecnologia tem um ele-
vado potencial de sucesso. No entanto, importa agora passar de uma fase
de estudos piloto para uma producido a escala industrial nio sendo ainda
evidente que a producio de anticorpos possa competir de forma eficaz com
a producio de anticorpos em plantas ou de outras proteinas heterdlogas
pOr OUtros processos.

Para terminar esta seccdao importa fazer uma referéncia a producgio
de vacinas em plantas e em particular as chamadas vacinas comestiveis.
Varias plantas foram geneticamente modificadas de forma a produzirem
antigénios de virus ou bactérias que infectam humanos ou animais.
Como exemplos podem referir-se a produc¢io da subunidade B da toxina
da codlera, a toxina do tétano, um epitopo do virus da hepatite C, um
antigénio de Bacillus anthracis causar do antrax, uma glicoproteina do
virus da raiva ou o virus de Norwalk, causador de diarreias que todos os
anos causam a morte de milhoes de criangas. O principio subjacente a
utiliza¢cdo de vacinas comestiveis assenta na possibilidade da ingestao de
alimentos (frutos, tubérculos, legumes) contendo determinados antigénios
que possam desencadear uma resposta imunitdria eficaz contra agentes
agressores. A principal vantagem deste tipo potencial de vacinac¢ao reside
no facto das vacinas serem administradas oralmente nao sendo necessaria

0 seu armazenamento a baixas temperaturas, uma dificuldade em muitas



zonas do globo, evitando-se também os problemas relacionados com os
sistemas de distribui¢io e com a aplica¢do por via intravenosa. Os estudos
ja realizados em voluntarios mostraram que o consumo de batatas geneti-
camente modificadas com um antigénio do virus de Norwalk desencadeou
uma resposta imunitaria contra o virus. Num outro ensaio, uma toxina de
Escherichia coli causadora de diarreias severas foi expressa também em
batatas e os ensaios realizados com voluntdrios desencadearam também
uma resposta imunolégica local (mucosa bucal) e sistémica. Uma situagao
semelhante foi observada quando batatas contendo um antigénio de su-
perficie do virus da hepatite B foram administradas a um conjunto de 33
voluntdrios. Ensaios realizados com ratos mostraram que estes desenvol-
viam uma resposta imunitdria quando alimentados com batatas contendo
a toxina da cdlera provocada pela bactéria Vibrio cholerae. Estes resultados
sd0 promissores mas 0s tempos em que as vacinas comestiveis se tornario
uma realidade estio ainda longe devido as limita¢cdes ainda existentes.
Uma das limitacdes tem a ver com o tipo de material vegetal utilizado.
Por exemplo, as batatas ou outros tubérculos ou raizes niao sao comidas
cruas e a sua cozedura ou fritura pode destruir os antigénios responsaveis
pelo desencadear da resposta imunitaria. A expressio dos antigénios em
frutos coloca também problemas de conservaciao dada a rapidez com que
ocorre a sua senescéncia. Por outro lado, a produc¢io de uma toxina em
quantidades necessarias para desencadear uma resposta imunologica pode
interferir com o proprio crescimento das plantas enquanto mecanismos
de silenciamento pés-transcricionais (ver sec¢do 9.8) podem interferir com
a producio dos antigénios. Problemas importantes sio também o controlo
do consumo deste tipo de alimentos pois niao se sabe que efeitos uma
dosagem elevada destes antigénios pode ter no organismo, o controlo da
cultura deste tipo de plantas, devendo a sua producao limitar-se a zonas
confinadas e a eventual destruicio dos antigénios no sistema digestivo
dificultando assim o desencadear da resposta imunitdria. Algumas destas
limitagdes sio tecnicamente ultrapassaveis enquanto outras necessitam de
estudos mais aprofundados que permitam compreender melhor de que
forma este tipo de tecnologia é suficientemente segura para que possa

ser utilizada.
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9.7. Alteracio das propriedades dos alimentos

O caso mais medidtico de plantas com modificacdes da qualidade
alimentar é o chamado arroz dourado, devido a coloracio amarelada
do endosperma em virtude da producio de provitamina A (B-caroteno).
Trata-se de uma linha de arroz obtida com base numa variedade da su-
bespécie indica muito utilizada na Asia designada IR64. Esta variedade foi
desenvolvida por Potrykus e seus colaboradores com o objectivo de fazer
face a um problema de sadde publica que ocorre em muitos paises onde a
dieta alimentar é feita a base de arroz tendo como resultado uma reduzida
quantidade de provitamina A. O arroz € o principal alimento de cerca de
metade da populagio humana tendo particular importincia em muitos pai-
ses asidticos. Uma dieta a base de arroz conduz a deficiéncias em vitamina
A (retinol) uma vez que as células do endosperma de arroz nio possuem
a maquinaria enzimdtica necessdria para a producio de B-caroteno um
composto que 0 nosso organismo € capaz de converter em vitamina A.
Dada a incapacidade das células humanas produzirem vitamina A, esta tem
que ser incorporada na dieta alimentar na forma de vitamina A ou de um
precursor. Fontes importantes de vitamina A s3o a carne, ovos e lacticinios
enquanto precursores da vitamina A sao abundantes em diversos tipos de
frutos e vegetais como cenoura, espinafres, tomates e pimentos. O consumo
destes alimentos pode suprir os niveis de vitamina A necessarios para o
organismo humano visto que as células do intestino e do figado sdo capazes
de converter a provitamina A em vitamina A. Dietas pobres em vitamina
ou provitamina A tém consequéncias nefastas para a saide podendo levar
a problemas de cegueira (nocturna ou total) em particular em criancas,
problemas de crescimento 6sseo e aumento da susceptibilidade a doencas
respiratorias, maldria, sarampo e diarreias. Estima-se que anualmente mais
de cem milhdes de criangas sejam afectadas por deficiéncias em vitamina
A das quais 500.000 acabam por ficar cegas e 1 a 2 milhdes por morrer.
Trata-se pois de um problema de saide publica de grandes propor¢des que
importa combater. A distribui¢ao de cdpsulas com suplementos de vitamina A
tem sido uma das estratégias utilizadas para combater este flagelo mas sem

grandes resultados priticos devido a dificuldades de distribui¢io. Tentativas



de introducido de outros tipos de culturas agricolas com teores adequados
de prévitamina A tém também sido estimulados mas também sem grande
sucesso quer por razdes culturais quer por razdes econdmicas ou técnicas.
Isto significa que o problema ameaca persistir sem que melhorias significa-
tivas da situa¢ido se possam perspectivar num futuro préximo. Preocupados
com esta situacio calamitosa, cientistas de diferentes paises liderados pelo
suico I. Potrykus tém procurado uma solu¢do para este problema através
da obtencio de variedades de arroz capazes de produzir B-caroteno (um
processo chamado biofortificacio) e, deste modo, reduzir os efeitos nega-
tivos desta deficiéncia (Golden Rice Project, www.goldenrice.org). A ideia
subjacente a esta estratégia € dotar os agricultores de alguns paises asidticos
com sementes de variedades de arroz geneticamente transformado capazes
de produzir uma quantidade aprecidvel de B-caroteno com o objectivo de
colmatar as deficiéncias em vitamina A sentidas por uma parte importante
da populacao desses paises.

A via de sintese do B-caroteno estd relacionada com a produ¢do de um
grupo importante de metabolitos secundarios referidos no capitulo 6 desig-
nados terpendides. A sintese ocorre nos plastideos e a molécula precursora
da sintese do B-caroteno é o geranil geranil difosfato (GGPP ou GGDP),
um diterpendide (20 dtomos de carbono). As células do endosperma (tecido
tripléide da semente onde se acumulam substiancias de reserva) embora
sendo capazes de produzir GGPP niao conseguem converter este precursor
em B-caroteno em virtude de nio possuirem as enzimas necessdrias para o
prosseguimento das reac¢des metabolicas subsequentes. Essas reac¢des (Fig.
86) sdo a condensacido de duas moléculas de GGPP em fitoeno catalizada
pela enzima fitoeno sintetase, o estabelecimento de ligacdes duplas adicio-
nais necessarias para a obtenc¢ido de licopeno a partir de fitoeno resultante
da actividade das enzimas fitoeno desaturase e B-caroteno desaturase e,
por ultimo, a conversio de licopeno em B-caroteno através da formacao
de grupos ciclicos.

A produg¢ido de B-caroteno no endosperma do arroz tornou-se possivel
ap6s identificacido, isolamento e clonagem dos genes responsdveis pela
codificacio das enzimas envolvidas nos passos acima referidos e ulterior

transferéncia para plantas de arroz por transformacio genética de embrides
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imaturos. Os primeiros ensaios mostraram que era possivel a obtencido de
plantas de arroz capazes de acumular fitoeno através da insercao do gene
da fitoeno sintetase de Narcissus pseudonarcissus (uma planta que pro-
duz flores amarelas ricas em B-caroteno). Numa fase ulterior foi possivel
obter a produc¢do de B-caroteno utilizando os genes das enzimas fitoe-
no sintetase (psy) e licopeno ciclase de N. pseusonarcissus e o gene crtl
(caroteno desaturase) da bactéria E. uredovora que codifica uma enzima
que possui simultaneamente actividade de fitoeno B-caroteno desaturases.
O gene desta ultima enzima foi colocado sob controlo do promotor 35S
enquanto o gene psy era controlado pelo promotor da proteina glutelina do
arroz estando estes dois genes na mesma construc¢do. A outra construc¢ao
utilizada no processo de transformaciao possuia o gene para a sintese da
licopeno ciclase (Icy) e um marcador de selec¢io de resisténcia a higromi-
cina (aphlIV). As duas construc¢oes foram inseridas em A. tumefaciens e os
tecidos transformados com duas populacdes bacterianas cada uma delas
contendo a sua construc¢ao. Para além disso, sequéncias sinal de forma a
permitir o transito das enzimas para os plastideos (ver cap. 8) foram também
inseridas. Um aspecto interessante deste tipo de manipulagdes foi constatar
que a transformacio de plantas de arroz com vista a produc¢io de licopeno
permitia também a formac¢do de B-caroteno, uma situacio que indica que
as células do endosperma possuem a capacidade de converter licopeno
em fB-caroteno. Com esta tecnologia foi possivel obter as primeiras linhas
de arroz dourado capazes de sintetizar cerca de 2 pg g'! de provitamina
A correspondentes, para uma dieta de 300 g de arroz didrio, a cerca de
100 pg de equivalentes de retinol ou seja cerca de 20% das necessidades
didarias de um adulto. No entanto, linhas de arroz dourado mais recentes
sdo capazes de produzir quantidades de B-caroteno mais elevadas capazes
de suprir as necessidades didrias. Essa situacao foi o resultado da optimi-
zac¢do dos protocolos de transforma¢io nomeadamente a utiliza¢io de um
gene de milho para a sintese de fitoeno sintetase mais eficaz que o gene
de N. pseudonarcissus, a utilizacio do gene manose-6-fosfato isomerase
como gene de seleccao em vez do gene de resisténcia a um antibidtico e a
verificagdo, ja referida, que a insercao do gene /cy nao € necessdria para a

producao da provitamina A. O processo de optimizaciao permitiu a sintese



de B-caroteno a niveis 20 vezes superiores aos obtidos com as primeiras
linhas tornando assim uma dieta diadria a base de arroz suficiente para obter
os niveis de B-caroteno necessirios.

O processo de obtencao do arroz dourado ilustra bem as dificuldades
que tém sido colocadas a cultura e comercializacao de plantas genetica-
mente modificadas. As variedades de arroz dourado que diga-se, ainda
nio tém autorizacio para serem comercializadas, foram produzidas em
parcerias que envolveram instituicdes publicas e a companhia privada Syn-
genta, nao colocam nenhum problema ambiental, nao é possivel antever
nenhum problema de saide publica que possam causar, serdo distribui-
das aos agricultores gratuitamente podendo estes continuar a multiplicar
as plantas através da semente que vio anualmente produzindo, beneficiam
os produtores e os consumidores e nio necessitam de nenhum tratamento
com algum tipo particular de herbicida. Dito de outra maneira, nio se en-
quadram em nenhuma das criticas que as organizacdes ambientalistas fazem
as PGMs (ver capitulo 10). No entanto, e na auséncia de argumentos mais
inteligentes, os ambientalistas opdem-se ao arroz dourado afirmando que
se trata de uma espécie de cavalo de Tréia que se destina a abrir a porta
a PGMs de outras espécies nocivas por alguma razio mais ou menos obs-
cura (ver capitulo seguinte). Apesar destas dificuldades, a que se juntaram
os problemas relacionados com os direitos de propriedade intelectual que
foram necessarios obter de diferentes empresas e instituicbes estima-se que
a cultura deste tipo de arroz se possa iniciar em 2011. Entretanto, e como
refere o responsavel do projecto, perderam-se, por culpa de uma legislacio
absurda adoptada em muitos paises, anos em ensaios experimentais supér-
fulos destinados a provar que o arroz dourado é um produto seguro e que
nao coloca problemas ambientais especificos. Durante este longo periodo,
o aparecimento de problemas de satde graves e a morte de muitas criangas
poderia ter sido evitada.

Para além da sua importincia em termos sociais, o arroz dourado

[©N

também um marco no avanco do conhecimento cientifico, mostrando que
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possivel a manipulagcdo de vias metabdlicas complexas e abrindo as portas
para a criacdao de plantas geneticamente modificadas com um forte impacto

na qualidade de vida dos consumidores. Apesar de todas as dificuldades
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encontradas, os esforcos de I. Potrykus e da sua equipa mostraram que a
colaboracao entre instituicdes publicas e privadas, dois tipos de organizagoes
que nem sempre se compreendem muito bem, pode conduzir a resultados
bastante interessantes.

O arroz dourado nio ¢ o unico tipo de modificacdo genética que permitiu
melhorar a qualidade dos alimentos. De facto, a manipula¢io dos alimentos
de forma a eliminar determinadas deficiéncias nutritivas ¢ uma das mais
promissoras linhas de investigacio no ambito da obtencio de PGMs. Assim,
tém também sido realizadas tentativas com o objectivo de aumentar os niveis
de ferro no endosperma de arroz. Estima-se que um quarto da populacio
mundial sofra de caréncias de ferro e, em alguns paises em desenvolvimento,
esse valor chega a atingir os 60%. Os niveis reduzidos de ferro no endosperma
sfo apenas um dos factores que condiciona os niveis de ferro no organismos
de pessoas sujeitas a uma alimentagdo a base deste cereal. A existéncia, nos
graos de arroz, de elevadas quantidades de fitato, um composto capaz de
inibir a absorcao de ferro no intestino, contribui também para a reducao
dos niveis de ferro no organismo. O aumento dos niveis de ferro em plantas
de arroz transformadas com um gene da ferritina de feijoeiro, ou a inclusiao
de um gene de origem fingica para a sintese de fitase resistente a elevadas
temperaturas permite reduzir os niveis de fitato no arroz cozinhado sio
exemplos de estratégias que tém sido utilizadas para ultrapassar o problema
dos baixos niveis de ferro numa dieta a base de arroz.

Na impossibilidade de referir todos os exemplos de modificacdes nos
niveis de nutrientes que tém sido modificados por engenharia genética,
assinale-se o caso dos ensaios realizados com o objectivo de aumentar os
niveis de vitamina E nos tecidos vegetais.

A vitamina E engloba um conjunto de compostos hidrofébicos (lipossolu-
veis) dos quais o o-tocoferol representa o composto com maior actividade.
Os compostos em causa desempenham uma importante actividade antioxi-
dante, evitando a oxidacio de lipidos e protegendo, desta forma, os sistemas
membranares. A principal fonte de vitamina E sio os 6leos vegetais e os
chamados “frutos secos” e a ingestio das doses adequadas desta vitamina
ajuda a prevenir problemas vasculares e o aparecimento de doencas de-

generativas, reforcando ainda o sistema imunitario. Os 6leos alimentares
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Figura 86 — Formagao de B-caroteno em plantas de arroz apos inser¢do dos genes responsaveis
pela sintese das enzimas necessarias para completar a via metabdlica.

possuem reduzidos niveis de o-tocoferol, possuindo no entanto quantidades
apreciaveis de y-tocoferol um composto com uma actividade 10 vezes infe-
rior a do a-tocoferol. A via de sintese dos tocoferdis € uma via complexa
resultante de duas das principais vias de sintese de metabolitos secunda-
rios, a via do 4cido chiquimico e a via do MEP (ver capitulo 6). Todos os

tocoferdis tém como precursor o acido homogentisico que, dependendo
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Figura 87 — Via de sintese dos tocoferéis em plantas (adaptado de Primrose e Twyman, 20006).

das enzimas envolvidas, pode levar a formac¢io dos tocoferdis y e o ou
d e B (Fig. 87). Os produtos finais desta via metabdlica sao o tocoferol o
produzido a partir de tocoferol y pela enzima y-tocoferol metil transferase
(y-TMT) e o tocoferol B produzido a partir de tocoferol § pela mesma enzima.
A transformacido genética de plantas de Arabidopsis thaliana com o gene
de uma cianobactéria (Synechocystis) usando um promotor especifico das
sementes de cenoura (DC3) permitiu obter niveis elevados de y-tocoferol
nas sementes das plantas geneticamente transformadas. E claro que a planta
Arabidopsis thaliana nio faz parte da dieta alimentar dos humanos mas
este tipo de estudos mostra que a via de sintese dos tocoferdis pode ser

modificada de forma a aumentar os niveis de sintese dos tocoferdis mais



interessantes. Estudos recentes na soja, uma planta muito usada na producio
de 6leos alimentares, confirmaram os resultados obtidos em Arabidopsis e

abrem a porta ao aparecimento de variedades enriquecidas em vitamina E.
339

9.8. Alteracdes no amadurecimento dos frutos

Todas as caracteristicas obtidas por transformagio genética que foram
referidas nas sec¢des anteriores tém como base a introduc¢ao nas plantas
de novos genes aquilo que se costuma designar como ganho de funcio.
No entanto, a inactivac¢io de genes das plantas pode também ser uma
ferramenta muito util nio apenas para a compreensio das func¢oes dos
genes mas também no melhoramento das plantas. Uma das técnicas que
se utiliza para modular ou inibir a expressio de um gene baseia-se num
mecanismo de controlo pds-transcricional em que se estimula a producgao
de um RNA antisense que seja complementar de um RNA mensageiro res-
ponsavel pela formac¢io de uma proteina. Quando os dois tipos de RNA
coexistem na mesma célula e uma vez que as sequéncias das suas bases
sdo complementares eles tém tendéncia a formar moléculas de RNA de
cadeia dupla. Desta forma as células nio conseguem produzir a proteina
que seria formada apos traducao do RNAm nos ribossomas. O mecanismo
exacto de inactivagdo do DNA nio se encontra bem estabelecido exis-
tindo varias possibilidades de explicacio. A mais 6bvia é que a ligacao
estequiométrica entre as duas moléculas impeca a leitura do RNAm nos
ribossomas e que as moléculas duplex sejam degradadas por RNAases
reduzindo ou inibindo completamente a formacio de uma determinada
proteina. No entanto, pode também acontecer que o RNA antisense afecte
directamente, por metilacio por exemplo, o gene alvo no nucleo impedindo
a sua transcri¢do, interfira com o processamento do RNAm, ou se ligue
a locais especificos dos ribossomas que impec¢am o inicio da traducio.
Qualquer que seja o mecanismo envolvido, o resultado é um processo de
inactivacdo genética que tem como consequéncia a perda de uma deter-
minada fun¢ido. Deste modo pode estudar-se qual o efeito da auséncia

de expressio de um gene no fendétipo da planta o que em termos
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funcionais corresponde a ocorréncia de uma mutacido. As plantas com
esta particularidade sio chamadas knockouts funcionais ou fenocopias.
O silenciamento de genes através da formacio de moléculas de RNA
antisense € um mecanismo natural de controlo da expressio genética co-
mum em procariotas embora se manifeste também em células eucariotas.
Em termos praticos, a inactivacio de um gene num determinado local ou
em determinada altura do desenvolvimento de uma planta pode revelar-se
importante para a eliminacido de caracteristicas indesejaveis. O silenciamen-
to de um gene pela tecnologia do RNA antisense é conseguido inserindo
no genoma da planta uma sequéncia de DNA codificadora desse mesmo
gene mas que se posiciona com uma orientaclo inversa relativamente ao
promotor que controla a sua transcricao (Fig. 88). Um efeito idéntico pode
ser conseguido inserindo directamente nas células um RNA antisenso ou
nucleétidos complementares de um RNAm. No entanto, neste caso, a inacti-

vacao genética € apenas transitoria.

Gene Gene antisense

Cadeia codificadora [ 1

ATTGCAGCCC GGGCTGCAAT

TAACGTCGGG CCCGACGTTA

Cadeia molde ¢ ]

R S T

RNAmM RNA antisense

AUUGCAGCCC GGGCUGCAAU

57 3? 57 3?

Figura 88 — Estratégia do RNA antisense para inactiva¢io de genes.

A utilizag¢dao da tecnologia do RNA antisense foi a primeira técnica de
transformacio genética de plantas a ser aplicada em termos comerciais
tendo sido utilizada para a obtenc¢io de variedades de tomateiro em que

o amadurecimento dos frutos se encontrava afectado. O amadurecimento



dos frutos consiste numa séria complexa de modificacdes morfologicas,
fisiol6gicas, bioquimicas e moleculares que ocorrem na fase final de desen-
volvimento dos frutos. De entre as modificacdes mais notorias destacam-se
a diminuicao dos teores de clorofila e o aparecimento de novos pigmentos
(no tomateiro o licopeno), o amolecimento dos tecidos, a producio de
varios agdcares a partir da digestio do amido e a liberta¢io de aromas.
Muitas destas modificacdes destinam-se a atrair agentes que se alimentam
dos frutos podendo assim promover a dispersio das sementes. Em muitos
frutos o amadurecimento é desencadeado por um aumento das concen-
tracoes de etileno, uma hormona vegetal que controla varios mecanismos
de desenvolvimento nas plantas (capitulo 2). Estes frutos, como a banana,
o tomate ou a manga, sio chamados frutos climatéricos e o pico observado
na formacio de etileno é seguido por um aumento acentuado da activida-
de respiratéria. Pelo contririo, existem frutos onde estas modificacdes nos
niveis de etileno nio se verificam. E o caso das cerejas, morangos, laranjas
ou uvas, sendo estes frutos chamados nao climatéricos.

Para os produtores e distribuidores de frutos o controlo do processo
de maturacio é fundamental uma vez que muitas vezes os frutos sio con-
sumidos muito longe do local de producio (por exemplo as bananas) e
uma matura¢do normal pode conduzir a perdas importantes. Esta situacao
¢é de extrema importancia em paises tropicais onde as elevadas temperatu-
ras aceleram o processo de amadurecimento. Uma das estratégias seguidas
para diminuir as perdas é proceder a colheita dos frutos ainda verdes
estimulando depois o seu amadurecimento submetendo os frutos a uma
atmosfera rica em etileno. No entanto, a colheita dos frutos verdes e o seu
ulterior amadurecimento ja separados da planta mae altera muitos vezes
o processo normal de amadurecimento conduzindo a modificacdes no sabor
que os consumidores ndo apreciam.

Na sequéncia de uma caracteriza¢ao aprofundada dos mecanismos
de amadurecimento dos frutos e no isolamento e clonagem de genes en-
volvidos nesse processo, algumas companhias langcaram-se, nos anos 90,
na producio de plantas em que o amadurecimento dos frutos pudesse ser
retardado por manipulagao genética. Uma dessas companhias foi a empresa

americana Calgene que, em 1994, viu aprovada pela agéncia americana que
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controla os alimentos e medicamentos consumidos (Food and Drug Adminis-
tration), uma variedade (Flavr Savr) de tomateiro geneticamente modificada
com o objectivo de retardar o amadurecimento dos frutos.

O tomate Flavr Savr foi obtido através da insercdo na planta de uma
sequéncia codificadora para um RNA antisense da enzima poligalacturonase
(PG). Esta enzima ¢ responsivel, embora nio seja a Gnica, pela degradacio
de compostos pécticos da parede das células vegetais contribuindo assim para
uma das altera¢cdes que ocorrem nos frutos durante o seu amadurecimento e
que €é o amolecimento dos tecidos. De referir que esta modifica¢cdo apenas
interferia com o amolecimento dos tecidos e ndo com outras caracteristicas
do processo de maturacio. Por exemplo, o pigmento licopeno continua
a acumular-se o que permite manter a coloracao vermelha dos frutos.

Uma estratégia diferente foi seguida pela empresa britinica ICI (Imperial
Chemical Industries) mais tarde chamada Zeneca. Os investigadores desta
empresa decidiram manipular a matura¢io do tomate através da modifica¢iao
na sintese de etileno. O etileno € um gas produzido nos tecidos vegetais
a partir do aminodcido metionina numa via metabdlica relativamente
simples (Fig. 89) que tem como intermediarios metabdlicos os compostos
S-adenosilmetionina (SAM) e o precursor directo do etileno acido 1-amino-
-ciclopropano-1-carboxilico (ACC). Neste caso, o mecanismo alvo foi a inibi¢io
da sintese da enzima ACC oxidase através da insercao de uma sequéncia
codificadora para um RNA antisense da referida enzima. Em termos praticos
o resultado obtido é completamente diferente uma vez que neste processo
todos os mecanismos de maturacio dos frutos sio afectados e nio apenas
o amolecimento. O tomate assim produzido foi mais utilizado por esta firma
para a producio de pasta sendo comercializado na forma enlatada uma
vez que se verificou que estes frutos apresentavam uma maior viscosidade
devida a reduc¢ao na degradacio das pectinas.

Qualquer dos tipos de tomate referidos niao foi um grande sucesso
comercial e, apds algum tempo, estas variedades foram retiradas do mer-
cado devido ao reduzido nivel de interesse manifestado pelos produtores
e consumidores. No caso do tomate produzido pela firma Zeneca, embora
comercializado a um preco inferior ao da concorréncia, as embalagens faziam

alusdo ao facto de se tratar de um alimento geneticamente modificado numa



altura em que na Europa acontecimentos recentes (vacas loucas) tinham
provocado receios nos consumidores relativamente aos produtos alimen-
tares. No que diz respeito ao Flavr Savr verificou-se que a sua producgao
no campo era inferior relativamente a outras variedades de tomate mais
competitivas e que, por melhoramento convencional, apresentavam ja uma
maior capacidade de resistirem ao armazenamento. Para além disso, a firma
Calgene nio se encontrava vocacionada para a producio e distribuicio de
tomate pelo que a escolha da variedade inicial ndo foi a mais indicada e
o processo de integracio dessa variedade em esquemas de melhoramento

também nio foi o mais apropriado.

Metionina

ATP

S-adenosilmetionina

ACC sintetase

Acido 1-amino-
ciclopropano-1-
carboxilico

ACC oxidase

Etileno

Figura 89 — Via de sintese do etileno.

Estes falhan¢cos mostram que nio basta apenas produzir plantas geneti-
camente modificadas para que elas se tornem, como que por magia, num

produto apetecivel para os consumidores. E preciso ter um conhecimento
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aprofundado das particularidades do mercado, utilizar estratégias de marke-
ting adequadas e inserir as técnicas de melhoramento genético molecular
em programas mais alargados de melhoramento onde as variedades de
partida e o esquema de seleccdo ulterior desempenham um papel crucial.

Os exemplos acima referidos sdo apenas duas das estratégias que podem
ser utilizadas no retardamento da matura¢io de frutos. A descoberta que
existem enzimas capazes de degradar compostos intermedidrios da sinte-
se de etileno permitiu inserir no genoma de algumas plantas (tomateiro,
meloeiro) os genes que controlam a sintese dessas enzimas e, como con-
sequéncia, uma diminuicio nos niveis de etileno produzidos. E o caso do
gene da enzima ACC deaminase de Pseudomonas chloraphis que degrada
ACC e o gene da enzima AdoMet hidrolase, responsavel pela hidrdlise da
S-adenosilmetionina, existente no fago T3 de E. coli.

Como foi referido no capitulo 3, o etileno controla diversos mecanis-
mos de desenvolvimento das plantas. Desta forma, a manipulacio dos
niveis de etileno ou dos seus precursores nos tecidos pode ser utilizada
para manipular outros aspectos para além da maturacio dos frutos. Um
desses aspectos, também muito importante do ponto de vista econémico,
€ a manipulac¢ido da senescéncia das flores, em particular das pétalas, apos
colheita. E desde hd muito conhecido que no processo de senescéncia das
flores esta envolvido o etileno pelo que a redugao dos niveis desta hormona
nas flores tem também vindo a ser estudada (por exemplo nos craveiros,
Dianthus sp.) com o objectivo de limitar as perdas durante o processo de
colheita e comercializacdo pois, 2 semelhanca dos frutos, também as flores
sao muitas vezes vendidas a grandes distincias dos locais de produc¢io. Uma
situacio semelhante verifica-se no comércio de alguns vegetais utilizados

na alimentacio.

9.9. Alterac¢des na coloracao das flores

O mercado de comercializacdo de flores é extremamente importante

em termos econémicos representando uma fonte interessante de divisas em

muitos paises. Todos os anos sio langadas no mercado novas variedades



de flores com formas e padrdes de coloracio distintos com o objectivo de
estimular o interesse dos consumidores por novos produtos.

A colorac¢io das flores é em grande parte devida a formacao de flavo-
noéides e, de entre estes, as antocianinas, metabolitos secundarios que se
acumulam nos vacuolos das células, em particular nas pétalas. Outros pig-
mentos como os carotendides e as betalainas sio também importantes no
estabelecimento dos padroes de coloracido. Sendo assim, uma grande parte
do esforco realizado com o objectivo de modificar as cores das flores tem
residido na modificacao das vias de sintese dos pigmentos antocidnicos.
Trata-se de vias metabdlicas complexas que envolvem um grande nimero
de enzimas e intermediarios metabdlicos mas que, apesar disso, tém sido
manipuladas de forma a atingir os objectivos perseguidos.

A tentativa de manipulacio das vias de sintese das antocianinas conduziu
a uma descoberta da maior importancia em termos da compreensio dos
mecanismos de controlo da expressio dos genes e permite constatar como
estamos ainda longe de compreender o funcionamento dos genomas em
toda a sua plenitude. Os ensaios que conduziram a esta descoberta tinham
como objectivo a produc¢ido de flores de petinia, um género muito utilizado
como ornamental e que pertence a familia solanacea, com uma colorac¢iao
purpura mais intensa que o fenétipo original. Deste modo, as planta foram
transformadas com uma cépia do gene da chalcona sintetase (CHS) uma
enzima envolvida na sintese de chalcona um precursor chave na via biossin-
tética de varios tipos de flavonoides. No entanto, o resultado obtido nio foi
o esperado e em vez da acumulac¢io de uma maior quantidade do pigmento
antocianico responsavel pela colora¢io pdrpura o que se observou foi que
algumas das flores apresentavam as pétalas variegadas com sectores bran-
cos e purpura e, noutros casos, apenas pétalas plantas. A conclusio é que
a insercio de uma copia de um gene inactivou o proprio gene endoégeno
num processo de silenciamento genético que ficou conhecido como co-
-supressiao. A co-supressido pode também verificar-se entre um transgene e
o seu homologo ou mesmo em processos de transformacio com sequéncias
de DNA antisense suspeitando-se que um dos possiveis processos de inacti-
vacdo de genes pela tecnologia do RNA antisense funcione por intermédio

de mecanismos de co-supressiao (ver seccio 9.8.). Resultados semelhantes

345



346

foram depois observados nos mais variados organismos tendo-se chegado
a conclusao que a este mecanismo de inactiva¢cio genética é comum na
natureza e funciona como um processo de inactivacao de DNA estranho
(por exemplo virus) que possa invadir as células. Estudos mais detalhados
levaram ao esclarecimento do mecanismo de inactivacao que se baseia na
produciao dos chamados RNAs de interferéncia (RNAi), pequenas (21 — 25
pares de bases) moléculas de RNA de cadeia dupla resultantes da clivagem
de moléculas maiores por uma nuclease (Dicer ou membros desta familia
de nucleases). Estes RNAs de interferéncia, em associacido com proteinas,
funcionam como marcadores de moléculas de RNAm que serdo degradadas
por um complexo enzimdtico (RISC) de forma a evitar a sua tradu¢io nos
ribossomas. A descoberta e a clarifica¢cdo deste tipo de inactivacio genética
tem-se revelado uma importante ferramenta médica e de investigacio e vem
sendo utilizada para as mais variadas aplicagdes como sejam a inactivaciao
de genes responsiveis por tumores, no caso dos humanos, ou tentativas
de alterar caracteristicas das plantas como acontece com a cor das flores.
Para além disso, os RNAs de interferéncia sio ferramentas bastante efica-
zes para a inactiva¢do de genes e consequente compreensio do seu papel
no desenvolvimento dos organismos. A descoberta destes mecanismos de
inactivacdao genética € uma evidéncia do quio tdo pouco ainda sabemos
sobre os mecanismos de controlo da expressio genética bem como so-
bre a interac¢io entre os diferentes agentes envolvidos nestes processos.
A este prop6sito convém nido esquecer que uma grande parte do genoma
das células eucariotas nio codifica para RNAm ou qualquer outro tipo de
RNA sendo a sua func¢io desconhecida. Outro aspecto interessante destas
descobertas foi a constatacio de que a ciéncia fundamental também pode
beneficiar com as aplicacdes tecnoldgicas resultantes dessa mesma inves-
tigacio fundamental sendo importante uma estreita interaccio entre estes
dois ramos do conhecimento.

Uma das empresas mais dinimicas na procura de flores com novas
cores € a Florigene (www.florigene.com), uma empresa australiana que
tem procurado obter flores azuis de espécies como o craveiro ou a ro-
seira nas quais nunca foi possivel obter flores com estas caracteristicas

apesar das intmeras tentativas realizadas. Em 1996 esta empresa iniciou



a produc¢io de uma variedade de cravo chamada Moondust o qual, niao
sendo azul, apresentava uma cor malva. Esta empresa possui actualmen-
te varias variedades de craveiro com diferentes tons de purpura obtidas
por transformacido genética. Seguiram-se tentativas com vista a produgao
de rosas azuis por uma empresa japonesa (Suntory) em colabora¢ao com
a Florigene e uma empresa australiana (CSIRO). Em 2004 a companhia
anunciou a cria¢io das primeiras plantas capazes de produzir rosas azuis
através da insercao de gene de petunia responsavel pela sintese do pig-
mento azul delfinidina (nido existente em roseiras). Na realidade as rosas
assim obtidas niao eram verdadeiramente azuis devido a contaminacio
com o pigmento vermelho cianidina presente na variedade original.
No entanto, a possibilidade de sintetizar o pigmento azul delfinina em
roseiras abria as portas a criacdo de rosas verdadeiramente azuis. Mais
recentemente foi criada uma variedade capaz de produzir rosas com
uma coloracdo ja mais proxima do verdadeiro azul mas que se encontra
ainda na transicdo entre o malva e o azul. Estas rosas foram produzi-
das utilizando a interferéncia de RNA para silenciar o gene responsavel
pela sintese da enzima dihidroflavonol-4-reductase (DFR) e que, através
de modifica¢cdes nos precursores, conduz a formacio dos trés tipos de
pigmentos mais abundantes nas flores: cianidina (vermelho), delfinidi-
na (azul) e pelargonidina (laranja). Como os precursores nao possuem
cor qualquer mutagcao no gene dfr origina plantas com rosas brancas.
A transformac¢io genética foi completada com a introduc¢io de um gene
para a delfidina da planta do amor-perfeito e um novo gene dfr de Iris.
Deste modo, evitou-se a contaminac¢io com cianidina e as rosas obtidas
possuiam uma coloragdo ja mais proxima do azul. A dificuldade em obter
uma coloracio verdadeiramente azul pode estar relacionada com o pH va-
cuolar nas pétalas de rosa. De facto, é conhecido desde hd muito que o pH
influencia a colorag¢io dos pigmentos antocidnicos com o mesmo pigmento
a apresentar tonalidades diferentes para valores de pH diferentes. No caso
das células de roseira o valor de pH ronda os 4,5 enquanto o valor ideal
para uma tonalidade mais azul seria um pH menos acido, a volta de 5,5.
Deste modo, embora em termos genéticos as células tenham todas as con-

di¢des para produzirem um pigmento azul existe um factor fisiolégico que
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condiciona o resultado final, mais um exemplo das dificuldades técnicas

que condicionam a transformacio genética de plantas.

9.10. Alteraciao nos teores de lenhina

Nos tdltimos anos e ao contrario do que seria porventura expectivel o
consumo de papel aumentou e as industrias de producio de pasta e de
papel sio hoje industrias florescentes em diferentes partes do globo, Por-
tugal incluido. Grande parte da matéria prima para a industria do papel
€ proveniente de recursos florestais sendo as espécies utilizadas variaveis
de regido para regiio. Um passo chave na producio de pasta de papel é a
separac¢ido da celulose de outros componentes existentes na parede celular
das células vegetais como pectinas e lenhina. Este procedimento é eco-
némica e ambientalmente pouco eficaz pelo que qualquer melhoria neste
processo terd importantes aplicagcdes naquelas duas vertentes.

A engenharia genética tem sido também aplicada a transformacio ge-
nética de espécies arboreas. A primeira drvore geneticamente modificada
foi obtida em 1987, numa espécie de choupo, e desde entio mais de 20
espécies de arvores geneticamente modificadas foram ja testadas no campo.
Em termos comerciais apenas duas espécies arboreas tiveram sucesso, uma
variedade de papaia resistente a um virus (sec¢io 9.4) e uma variedade de
choupo cultivada na China. O choupo tem sido o género mais utilizado
devido por um lado a sua facil manipulacio in vitro e ao facto do genoma
de uma espécie de choupo (Populus trichocarpa) se encontrar sequenciado.
Por outro lado, trata-se de uma espécie de crescimento rapido o que facilita
a sua incorporacdao em programas de seleccao e melhoramento. Em termos
de caracteristicas os ensaios tém incidido em grande parte na resisténcia
a herbicidas, resisténcia a insectos e modificacio ou reducio da lenhina.

Nas paredes secunddrias das células do xilema a lenhina constitui uma
parte importante da biomassa variando entre 15 e 40% do peso seco em fun-
cao das espécies e do tipo de xilema. A lenhina ¢ um composto de natureza
fenodlica produzida a partir de alcoois aromaticos derivados do aminoacido

fenilalanina e designados por coumaril dlcool, coniferil dlcool e sinapil dlco-



ol. No processo de polimeriza¢io dos trés tipos de alcoois aromiticos estio
envolvidas enzimas do tipo das peroxidases e lacases que dio origem a um
polimero bastante resistente que permite as células onde se encontra (essen-
cialmente xilema e esclerénquima) suportarem tensdes ou pressoes elevadas.

Viarios genes envolvidos na sintese de lenhina foram jd identificados
e analisados e a sua manipulacio efectuada utilizando a técnica do RNA
antisense ou mecanismos de co-supressio. Esta manipulacio tem tido
como objectivo dois aspectos principais. Por um lado a reducio dos teo-
res em lenhina sem que isso afecte a arquitectura e a estrutura do lenho
e desse modo interfira com o desenvolvimento das arvores. Por outro lado,
tentativas de modificar a composicao da lenhina de forma a tornar a sua
separa¢do da celulose mais eficaz. Apesar de resultados promissores obtidos
em choupos, eucaliptos e algumas gimnospérmicas a utilizacio comercial
de arvores geneticamente modificadas com altera¢cdes no teor ou caracte-

risticas da lenhina estd ainda longe de ser uma realidade.

9.11. Rendimento das culturas

O rendimento das culturas depende de uma multiplicidade de factores
que tém a ver com factores endégenos das plantas e com as condi¢des am-
bientais onde as plantas se desenvolvem. Uma das maneiras de aumentar os
rendimentos de culturas € através da reducdo das perdas devidas a factores
bidticos e abidticos como foi referido em algumas das sec¢des anteriores.
No entanto, é também possivel aumentar os rendimentos tornando as plan-
tas mais eficazes em termos fotossintéticos ou através de uma mais eficaz
absorciao dos elementos minerais de que necessitam.

No decurso da fotossintese as moléculas de carbono podem ser fixa-
das em compostos com 3 ou 4 dtomos de carbono. A fixa¢do do CO, em
moléculas de quatro atomos de carbono, como acontece por exemplo no
milho ou na cana-do-a¢icar é um processo energeticamente mais eficaz
que a fixacdo em C3. O processo de fixacio em C4 depende da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PPEC) que é responsavel pela formacio de

acidos organicos de 4 carbonos enquanto na fotossintese em C3 (formacao
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de acido 3-fosfoglicérico) a enzima chave € a Rubisco, que devido a sua
actividade de oxigenase, limita a eficiéncia fotossintética em virtude da fo-
torespira¢cio. Com base nestas diferencas tém sido realizados ensaios com
o objectivo de expressar em plantas C3 os genes responsdveis por enzimas
da via fotossintética C4. Assim, o gene do milho responsivel pela producio
de PPEC foi transferido para plantas de arroz tendo-se verificado elevados
niveis de expressio da enzima e um aumento dos rendimentos (10 — 30%)
em ensaios experimentais realizados no campo. No entanto, deve referir-se
que as plantas em C4 possuem nio apenas diferencas em termos bioquimicos
relativamente as plantas C3 mas também altera¢cdes importantes na anatomia
do mesofilo com os tecidos vasculares a serem rodeados por uma bainha
formada por células bastante desenvolvidas e uma camada mais exterior
de células do mesdfilo de tamanho mais pequeno. Este tipo de disposi¢io
dos tecidos é chamado anatomia de Kranz e € essencial para o mecanismo
de fotossintese em C4 uma vez que a enzima PEPC estd limitada as célu-
las do mesofilo enquanto as enzimas do ciclo de Calvin se localizam nas
células da bainha. A manipulacio genética permite alteracdes nas enzimas
presentes mas a modifica¢cio da estrutura dos tecidos € uma caracteristica
dificil de modificar pelo que os resultados estario sempre condicionados
por esta limitacio.

Um outro aspecto que tem merecido algum interesse pelos investigadores

[eN

a interac¢do entre o pigmento fitocromo e a fotossintese. O fitocromo

[eN

na realidade um conjunto de proteinas detectoras da luz envolvidas no
controlo de diferentes aspectos do desenvolvimento como sejam a flora-
¢lo, germinacio de sementes ou o crescimento das plantas. E sabido que
as plantas sio capazes de detectar a intensidade e qualidade da radiacao
através do fitocromo e modificar algumas das suas caracteristicas de forma
a responder a diferentes condi¢cdes de luz. Também importante é a consta-
tagdo de que a distribuicao dos produtos da fotossintese depende também
da actividade do fitocromo. Ensaios de manipulacio genética do fitocromo
realizados no tabaco mostraram que a inser¢ao de copias adicionais do gene
do fitocromo A de aveia conduz, em determinadas condi¢des ambientais
e de densidade das culturas, a uma diminui¢io do tamanho das plantas

e uma maior distribuicao dos assimilados para as folhas, aumentando o in-



dice de colheita em cerca de 20%. Estes resultados mostram que o fitocromo
€ um alvo interessante em termos de transformacio genética de plantas de
forma a aumentar os rendimentos das colheitas sendo necessario uma maior
compreensido do papel deste tipo de pigmento em processos fisiologicos das
plantas que podem afectar a producio como sejam a fotossintese, crescimen-
to e transporte de produtos da fotossintese para locais de armazenamento.

O desenvolvimento das plantas depende dos elementos minerais que elas
sdo capazes de retirar do solo. Nas culturas agricolas onde se pretendem
elevadas taxas de crescimento, os elementos minerais constituem muitas
vezes um factor limitante pelo que sio adicionados ao solo na forma de
adubos. A utilizacdo de adubos permite optimizar o crescimento mas pode
ser também uma causa importante de poluicio com a lixiviacio destes
elementos a contaminar as dguas de superficie e os len¢dis fredticos. Para
além disso, a utilizacao de adubos aumenta os custos de produ¢ido e como
consequéncia o prec¢o final dos produtos agricolas.

Um dos elementos mais importantes para o desenvolvimento das plantas
€ o0 azoto. As plantas nio tém a capacidade de captar o azoto atmosférico
onde existe em elevadas quantidades pelo que a nutricio azotada ¢ feita
através da absor¢io de compostos azotados do solo como nitrato e amonio
que as plantas depois convertem em compostos organicos. No entanto, al-
gumas espécies, em particular as leguminosas, sio capazes de estabelecer
associacoes simbiodticas com bactérias fixadoras de azoto e obter assim este
elemento de uma forma mais eficaz, nio estando dependentes da maior ou
menor presenca de compostos azotados no solo. A possibilidade de bactérias
fixadoras de azoto poderem estabelecer associacdes simbidticas com outras
espécies, em particular com os cereais, seria de grande interesse em termos
agricolas e ambientais pois estes sao as espécies mais cultivadas a nivel glo-
bal. O estabelecimento de associa¢des simbidticas entre bactérias do género
Rbizobium e as raizes de leguminosas € uma interac¢do complexa que leva
a formacdo de nédulos que alteram a estrutura das raizes. O estabelecimento
deste tipo de associa¢io depende de mecanismos especificos de reconhe-
cimento entre as bactérias e as células deste grupo de plantas que nao se
verificam noutras espécies impossibilitando assim o alargar deste tipo de inte-

racg¢do a outras espécies de plantas. A questdo que se coloca € se sera viavel
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a manipulacio genética de plantas de forma a permitir o estabelecimento de
associacoes simbidticas entre bactérias fixadoras de azoto e, por exemplo,
o trigo, o milho ou o arroz? No estado actual do conhecimento é situagao
¢ impossivel. No entanto, este desafio deve ser encarado com algum opti-
mismo. Alguém imaginava, ha 50 anos atrds, a possibilidade de as plantas
produzirem o seu proprio insecticida? Ou de se inactivarem genes utili-
zando moléculas de RNA? Provavelmente nio. Os progressos obtidos nos
anos mais recentes no Ambito da genémica funcional deixam antever que
estamos apenas a dar os primeiros passos no ambito da compreensio dos
mecanismos de controlo genético e da manipulacio de plantas. Convém
ainda lembrar que hd bem pouco tempo atrds, a transformacio genética
de cereais com A. tumefaciens (uma bactéria da mesma familia do género
Rbizobium) era praticamente impossivel devido ao facto de em condi¢oes
naturais a bactéria nio infectar monocotiledéneas. No entanto, a descoberta
de estirpes mais virulentas e a utilizacio de compostos quimicos como a
acetoseringona veio tornar a manipulacio de gramineas com Agrobacterium
uma realidade. A possibilidade que uma situacio semelhante se verifique
no caso das bactérias do género Rhizobium parece assim plausivel embora

seja dificil antever para quando.

9.12. Tecnologia terminator

A chamada tecnologia terminator também conhecida como TPS (7e-
chnology Protection System) ou GURT (Genetic Use Restrictive Technology)
afecta a viabilidade de sementes impedindo que elas possam ser utilizadas
em novos ciclos de propagacio. A tecnologia foi inicialmente desenvolvida
e patenteada por uma empresa americana (Delta and Pine Land Co.) em
colabora¢io com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (US
Department of Agriculture, USDA). A polémica surgiu em grande parte
quando a empresa Monsanto se envolveu na aquisi¢io da referida compa-
nhia a da respectiva patente provocando os receios de que esta tecnologia
pudesse cair nas maos de um gigante do sector agroquimico com eventuais

consequéncias na proibiciao de utilizacao de sementes pelos agricultores.



Existem varios modelos de tecnologia terminator desenvolvidos por dife-
rentes instituicdoes e normalmente protegidos por patentes mas, em termos
gerais, a tecnologia baseia-se em trés genes que sao inseridos nas plantas.
Esses genes sdo o gene letal responsavel pela sintese de uma proteina le-
tal para as plantas, o gene que codifica para uma recombinase e o gene
repressor. A figura 90 ilustra o processo que leva a formacio de sementes
nio vidveis utilizando os trés genes acima referidos e que em seguida se
descreve de forma resumida.

O gene letal pode ser um gene que codifica para uma proteina inibido-
ra dos ribossomas (RIP) que vai interferir com a sintese proteica. O gene
€ associado a um promotor especifico que € funcional apenas em fases
adiantadas do desenvolvimento da semente, por exemplo o promotor das
proteinas LEA produzidas apenas nas fases tardias do desenvolvimento em-
brionario. De forma a evitar a expressio do gene RIP na primeira geracio
de sementes uma sequéncia bloqueadora ¢ colocada entre o promotor LEA
e o gene RIP. Esta sequéncia possui locais de reconhecimento especificos
para uma recombinase que, uma vez produzida, ird remover a sequéncia
bloqueadora colocando o gene sob ac¢io do promotor permitindo assim a
sua expressio. Por sua vez, a recombinase € controlada por um promotor
especifico para uma proteina repressora codificada pelo terceiro gene.
A proteina repressora torna-se inactiva quando se liga a um composto es-
pecifico, por exemplo a tetraciclina.

As sementes produzidas pelas plantas geneticamente transformadas com
as sequéncias acima referidas sao vendidas aos agricultores apds tratamento
com tetraciclina. Estas plantas de primeira geracio irdo produzir uma semente
normal que germinarda e darda origem a uma segunda geracao de plantas,
uma vez que, o tratamento com tetraciclina € ulterior a fase em que o pro-
motor LEA estd activo. No entanto, nas sementes produzidas pelas plantas
de segunda geracio, semeadas pelos agricultores, a proteina repressora esta
inactiva devido ao tratamento inicial com tetraciclina. Em consequéncia dis-
so, o promotor da recombinase é activado permitindo a sintese da enzima
correspondente e a remoc¢do da sequéncia bloqueadora entre o gene RIP
e o promotor LEA, que numa fase precisa do desenvolvimento da semente

estard funcional. Desta forma, a proteina RIP € activada, a sintese proteica
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inibida e as sementes ficam impossibilitadas de germinar o que nio im-
pede, todavia, a sua utiliza¢io na alimentaciao. Uma estratégia alternativa
consiste em produzir duas linhas de plantas geneticamente transformadas
que sio depois cruzadas. Numa das linhas estio presentes o gene RIP,
o promotor LEA e as sequéncias bloqueadoras. Na outra linha estd presente
o gene responsavel pela producio da enzima recombinase associado a um
promotor especifico da germinacio. As sementes hibridas (vendidas aos
agricultores) germinam sendo o gene da recombinase activado durante
o processo de germinac¢do. No entanto, o promotor LEA apenas sera activo
durante uma fase tardia do desenvolvimento das sementes produzidas pelas
sementes hibridas impedindo assim a sua germinacao e a possibilidade dos
agricultores usarem estas sementes no ano seguinte.

Devido a polémica resultante deste tipo de tecnologia as empresas
responsaveis por estas patentes nunca utilizaram a tecnologia em termos
comerciais embora novas patentes tenham sido conseguidas para este tipo
de plantas transgénicas o que significa que a hipoétese de poder vir a ser
utilizada nao estd posta de parte. Os principais beneficidrios destas PGMs
seriam as empresas vendedoras de sementes pois anualmente os agricultores
seriam obrigados a comprar novas sementes o que, apesar de tudo, é uma
situacdo que nio € nova. No entanto, a tecnologia terminator pode também
ter algum interesse em evitar a disseminacido de sementes geneticamente
modificadas, um dos principais receios das organiza¢cdes ambientalistas

(ver capitulo 10).
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Figura 90 — Um dos possiveis métodos usados na tecnologia terminator.

9.13. Outras caracteristicas

As metodologias de transformacio genética de plantas permitem possibi-
lidades quase infinitas no que diz respeito a modificacio das caracteristicas
das plantas. Para além dos exemplos ja referidos outros que tém sido ob-
jecto de ensaios laboratoriais ou ensaios de campo podem se referidos de
forma mais sintética.

Uma das aplicacoes de grande interesse € a obtenc¢ido de plantas incapa-
zes de formar podlen vidvel e, em consequéncia disso, gaimetas masculinos.
O resultado é a obtencido de plantas funcionalmente femininas. Estas
plantas podem ser facilmente cruzadas com linhas normais dando origem
a sementes hibridas sem necessidade de despender um enorme esforco
na polinizacdo artificial. A sua obtencao tem um interesse particular em

plantas como o milho em que as sementes vendidas aos agricultores s3o
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hibridas. O problema destas plantas é que as sementes obtidas possuem
também esterilidade masculina podendo essa dificuldade ser ultrapassada
pela utilizacdo de genes capazes de restaurar a fertilidade nos hibridos.
A esterilidade masculina pode resultar da actividade de genes nucleares ou
citoplasmaticos sendo neste ultimo caso designada por cms (cytoplasmic
male sterility) e estd, por norma, associada a anomalias nas células do ta-
pete que acabam por degenerar impedindo o desenvolvimento normal do
podlen. Por transformacao genética foi possivel obter linhas cms em brassicas
e no tabaco utilizando um gene bacteriano responsavel pela sintese de
uma ribonulease associado a um promotor especifico das células do tapete.

Outra aplicacio das plantas geneticamente modificadas que pode vir
a ter um grande interesse num futuro préximo € a producio de biocombus-
tiveis. Os elevados precos dos combustiveis fésseis e a eventual diminui¢iao
destes recursos tem estimulado o desenvolvimento de fontes alternativas
de combustiveis. A produc¢iao de biocombustiveis nio € uma tecnologia
nem uma ideia recente sendo este tipo de combustiveis usados desde ha
muito. O etanol pode ser produzido a partir de plantas como o milho mas
os custos de producgio, para a maior parte das variedades, parecem ser
demasiado elevados para uma producio sustentdvel. A utilizacio de plantas
de milho geneticamente modificadas e capazes de efectuar as fases ini-
ciais de digestiao do amido em agulcares mais simples de maneira a tornar
mais eficaz a ulterior digestio desses acucares em alcool por leveduras é
uma das estratégias que pode ser utilizada para a obtenc¢io de melhores
rendimentos. A producio de etanol a partir de biomassa que normalmente
nio € utilizada € outro aspecto interessante. No entanto, a conversio de
celulose em acgtcares e em etanol é um processo pouco eficaz em parte
devido a presenca de lenhina que interfere com a degradacido da celulose.
A manipulagio das vias de sintese da lenhina, a semelhanca do que foi
referido na sec¢ao 9.10, tornando mais eficaz a extrac¢iao da celulose € um
dos possiveis caminhos para tornar a utilizacido de biomassa mais eficaz
na produc¢io de etanol. No Brasil, a utilizacio da cana-do-agtcar para a
produciao de etanol utilizado como combustivel em automoéveis é um bom
exemplo da utilizacao de plantas como fontes alternativas de combustiveis,

ainda que neste caso nio se trate de plantas geneticamente modificadas.



As plantas sio também promissoras na producio de diesel. O biodiesel
¢ produzido a partir de plantas ricas em 6leos como sejam a soja, a canola e
a purgueira. Embora a informacgao relativa 2 manipulacio genética de plantas
na produc¢ido de biodiesel seja escassa convém referir que duas das espécies
mais importantes na producio de biodiesel sao em grande parte cultivadas
como PGMs. A manipulac¢ido das vias de sintese dos lipidos com o objectivo
de aumentar a eficiéncia do processamento dos Oleos com vista a producio
de biodiesel pode permitir aumentar a produc¢io deste tipo de combustivel.

Para terminar convém referir que a transformacio genética pode per-
mitir a modificacdo de alguns alimentos tornando-os mais ricos num tipo
particular de nutrientes, menos prejudiciais para a saude reduzindo os
niveis de determinados compostos ou mais eficazes para uma utilizacao
industrial fazendo variar os seus diferentes componentes. Por exemplo,
¢é possivel aumentar os niveis de aminoacidos basicos (lisina ou arginina) ou
ricos em enxofre (cisteina ou metionina) das proteinas vegetais tornando-se
mais parecidas com as proteinas animais, mais ricas nestes compostos.
Também a composi¢do do amido pode ser modificada de forma a torna-lo
mais eficaz em termos industriais impedindo a sua floculacio. E o que
acontece no amido de batata quando a proporc¢io de hidratos de carbono
lineares (amilose) e ramificados (amilopectina) é alterada inibindo as enzi-
mas envolvidas na formaciao de um dos componentes. Pode-se assim obter
um amido com um teor mais elevado de amilose indicado para aplicacoes
industriais. Batatas com um teor de amido mais elevado absorvem menos
oleo durante a fritura um aspecto importante na reduc¢io dos niveis de
lipidos ingeridos.

Muitas outras caracteristicas podem no futuro vir a ser melhoradas algumas
delas dificilmente as conseguiremos imaginar no presente. A maneira como
as plantas geneticamente modificadas vdo influenciar o futuro da huma-
nidade depende muito da forma como a sociedade vier a aceitar este tipo
de tecnologia. Para ja os receios da sociedade sio muitos, em grande parte
infundados, como veremos no capitulo seguinte, mas que tém dificultado
em muitos paises, em particular na Europa, a adop¢iao desta tecnologia de
uma forma mais eficaz. O papel dos investigadores é aqui de primordial

importancia tentando explicar a sociedade as metodologias utilizadas e os
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beneficios que podem advir da utilizacio deste tipo de tecnologia bem
como as suas limitagdes. A confianca nas entidades reguladoras é também
crucial e os escindalos mais ou menos recorrentes que se tém verificado
com varios produtos alimentares nio contribui em muito para a abertura
da sociedade a alimentos vistos por muitas pessoas como “nao naturais”
e resultantes de “sinistras manipula¢des genéticas” que ocorrem nos labo-
ratérios de perigosas empresas de biotecnologia cujo unico objectivo é o
lucro facil e o controlo da humanidade através de uma perigosa producao
industrial de alimentos.

A compreensdo dos procedimentos experimentais utilizados na mani-
pulacio genética de plantas nio € facil para a generalidade da populacio.
Esta situacio presta-se a manipulacio daqueles que, por ignorincia ou por
razdes bem definidas, sio contra a utilizacio das PGMs. Importa pois infor-
mar para que as pessoas possam julgar com base em informacido credivel
e nao em receios infundados que sao muitas vezes propalados como se de

verdades absolutas se tratassem.



CAP. 10. IMPACTO DAS PLANTAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS

10.1. Introduciao

Cada vez que se cria um novo conbecimento bhd pessoas que resistem,
que o negam. Mas no final a verdade e a ciéncia triunfam.
(Rajendra Pachauri, Presidente do IPPC — Painel Intergovernamental

para as Altera¢oes Climaticas. Jornal Publico, 30/4/2010)

A tecnologia actual permite a modificacio genética das plantas de forma
bastante eficaz e a obtencao de uma grande diversidade de caracteristicas
que, como vimos no capitulo anterior vao desde a possibilidade de resis-
téncia a insectos ou herbicidas até a produc¢io de compostos quimicos de
interesse industrial. Como resultado da aplica¢ido desta tecnologia, a cultura
de plantas geneticamente modificadas tornou-se comum em alguns paises
como os Estados Unidos, Canada, Brasil, Argentina e China sendo de es-
perar aumentos considerdveis na cultura e comercializa¢do deste tipo de
plantas nos proximos anos, especialmente em paises asidticos. A cultura em
larga escala e a consequente comercializacdo de produtos geneticamente
modificados levantou novas questdes que em muitos paises, tém provocado
acesas controvérsias entre oponentes desta tecnologia e aqueles que sdo
favoraveis a sua implementacio.

Os receios surgidos em relacdo a utilizacio de plantas geneticamente

modificadas s3o, na maior parte dos casos, infundados e sem qualquer

sustentacdo de natureza cientifica limitando-se a explorar os medos que
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muitas pessoas manifestam relativamente ao consumo de alimentos resultante
essencialmente dos escandalos alimentares que em anos recentes agitaram
alguns paises como sejam a doencga das vacas loucas, a febre aftosa, os
nitrofuranos, entre outros. Em muitos casos, trata-se de manter uma agen-
da com objectivos politicos, no caso dos movimentos ambientalistas, ou
econdmica, no caso de agricultores ou associacdes ligadas a agricultura
orginica, lan¢ando na opinido publica, através de uma imprensa dvida de
escandalos e assuntos polémicos, informagdes erroneas baseadas em factos
pseudo-cientificos ou na propagacio de mitos urbanos.

Talvez nao tdo surpreendente quanto isso estes movimentos consegui-
ram, em alguns paises, e em particular na Unido Europeia, condicionar a
legislacio existente sobre PGMs tornando-a absurda ao ponto de apenas
grandes empresas do sector agroindustrial poderem desenvolver este tipo
de investigacio. De facto, os custos associados a investigacido e, numa fase
ulterior, ao cumprimento das normas de seguranca ambiental e de saude
sao de tal modo elevados que empresas de pequena ou média dimensio
ou organismos publicos sio incapazes de conduzir este tipo de ensaios.
Acrescem aos custos os direitos de propriedade intelectual ou de patentes
existentes sobre muitas das tecnologias ou dos produtos que é preciso
utilizar. O resultado absurdo desta situacio é que, ao contrario do que acon-
teceu durante a revolucio verde, em que o melhoramento das variedades
foi realizado, em grande parte, por organismos publicos encontramo-nos
actualmente numa situa¢ao em que sao 3 ou 4 empresas gigantes do sector
agroquimico que lideram este tipo de investigacido. Para além disso, ao im-
por restricdes draconianas ao comércio e cultura de plantas geneticamente
modificadas cria-se na populac¢io em geral a ideia de que se trata de uma
tecnologia perigosa o que sO contribui para agravar os receios ja existentes.
Como pode alguém sentir-se seguro a consumir plantas geneticamente mo-
dificadas se o legislador condiciona de forma tao apertada a sua utilizagdo
permitindo ao mesmo tempo que as plantas obtidas por outros métodos
como mutac¢oes ou poliploidia nio sofram um controlo tio rigido?

A agricultura nao nasceu com as plantas geneticamente modificadas e
uma correcta avaliacio dos riscos das PGMs s6 pode ser feita em com-

paracdo com os riscos e impactos colocados pelas variedades e praticas



agricolas que tém sido utilizadas até aqui. Pretender avaliar o impacto das
PGMs como se antes niao houvesse agricultura e os alimentos crescessem
em prateleiras de supermercado sem qualquer impacto ambiental €, no
minimo, surrealista.

A actividade agricola, como qualquer outra actividade humana tem um
custo ambiental que pode ser diminuido mas nio pode ser eliminado. Se
alguma utilidade existe nas plantas geneticamente modificadas, e os factos
tém mostrado que existe, ela é com toda a certeza a diminui¢io dos im-
pactos ambientais resultantes da agricultura.

Nas seccdes seguintes siao analisados os possiveis impactos das plantas
geneticamente modificadas a luz dos conhecimentos que existem e nio com
base em teorias da conspira¢do. Alguns dos argumentos utilizados pelos
movimentos anti-PGMs serdo também discutidos. Como se compreende,
a interpretaciao dos factos é a do autor e, ndo sendo a biologia uma ciéncia

exacta, outros pontos de vista sio certamente possiveis.

10.2. Eventuais impactos em termos de saude

Na fase inicial de cultura e comercializacio das plantas geneticamente
modificadas as principais criticas que se apontaram a tecnologia foram os
seus riscos em termos de satde publica. Antes de analisar com mais detalhe
este aspecto convém deixar muito claro que, apds 14 anos de cultura de
PGMs em larga escala, os udltimos seis (2004-2009) com dreas de cultura
superiores a 80 milhdes de hectares/ano, nio se registou qualquer proble-
ma de saide em humanos ou animais que possa ser apontado as plantas
geneticamente modificadas. Assim, qualquer informacao que até hoje possa
ter sido encontrada referindo acidentes com a utilizacio de PGMs é falsa.
Um exemplo de uma tentativa de manipulacio de factos com o objectivo
de imputar as PGMs a responsabilidade por acidentes € analisada na sec-
¢do seguinte. Vejamos entdo quais os eventuais problemas que tém sido
apontados as PGMs em termos de satude publica.

Um dos argumentos utilizados contra as PGMs tem-se baseado no facto

da selecciao das células geneticamente transformadas, durante o processo de
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regeneracio das plantas em condi¢des laboratoriais, se fazer com base na
utiliza¢do da resisténcia a um antibiético, como foi referido no capitulo 8.
A ideia subjacente a esta critica € que o gene responsavel pela resisténcia
ao antibiético, normalmente o gene nptil que confere resisténcia a canami-
cina possa ser, de alguma maneira, transferido para as bactérias existentes
no sistema digestivo dos humanos ou dos animais domésticos alimentados
com PGMs levando assim 2a criacdo de estirpes resistentes aos antibidticos
utilizados no combate a infecgdes bacterianas. O que seria preciso para que
o gene de resisténcia a um antibiotico localizado numa planta de milho e
ingerido pudesse ser incorporado numa bactéria? Em primeiro lugar con-
vém referir que estamos a falar de um gene localizado num genoma que
terd, no minimo, uns 30.000 genes. Depois, € também importante salientar
que apenas uma parte muito reduzida do genoma codifica para proteinas.
Nos humanos essa percentagem anda a volta dos 2%. Supondo que numa
planta de milho a percentagem de DNA que codifica para proteinas é
semelhante, o gene de resisténcia a canamicina inserido no genoma de
milho representa menos de 0,0033% do nimero de genes presente numa
célula, nio contando com o genoma citoplasmatico. Fazendo uma propor-
¢io para o genoma total do milho esse valor seria inferior a 0,00001% do
genoma. Outro facto que teria de se verificar seria que o gene em questao
nao fosse danificado durante a digestio e conseguisse passar incélume a
accao dos agentes quimicos que existem no sistema digestivo. Suponhamos
que isso de facto acontecia e que o gene se mantinha intacto. A probabi-
lidade seguinte seria que o gene intacto de alguma maneira passasse para
o interior das bactérias. Diga-se que as bactérias podem incorporar DNA
estranho, um processo chamado competéncia. Essa capacidade ¢ mesmo
usada para transformar bactérias em condi¢des laboratoriais em situagdes
muito especificas (competéncia artificial). Depois, seria ainda preciso que o
gene se integrasse num plasmideo ou no cromossoma bacteriano sem que
os sistemas de defesa das bactérias o destruissem. Um gene nido € apenas
uma sequéncia de DNA pelo que o seu funcionamento implica a existén-
cia de mecanismos de controlo de expressido, por exemplo promotores, 0s
quais teriam também que acompanhar neste processo o gene em questio,

ou entdo, que o gene fosse incorporado num local do genoma bacteriano



associado a um promotor endégeno. Finalmente, o gene teria que ser trans-
mitido a outras bactérias através de mecanismos de conjugacio bacteriana.

Esta situac@o implicaria um conjunto de ocorréncias cuja probabilidade de
se verificarem é remota. E claro que a probabilidade de todos estes eventos
acontecerem em simultaneo nao é zero e, nio sendo zero pode eventualmente
vir a acontecer. Também pode acontecer que alguém acerte no euromilhdes
em 5 semanas consecutivas mas até agora parece que nenhum felizardo
teve essa sorte. A ciéncia nio pode demonstrar que um determinado facto
nao se venha a verificar. Esse exercicio é impossivel. Mas pode indicar, com
um grau de certeza elevado, se um determinado acontecimento pode ou
nao ocorrer. Para isso os cientistas usam tratamentos estatisticos que per-
mitam sustentar as hipéteses que colocam. Quando o valor de significincia
para uma determinada anilise é inferior a 0,05, ou se quisermos ser mais
exigentes a 0,01, isso implica que a hipotese de um acontecimento nao se
dever ao acaso € superior a 95 ou 99%, respectivamente.

Uma via alternativa para a aquisi¢io de resisténcia a antibidticos através
de transferéncia horizontal de genes poderia ser a passagem do gene de
resisténcia ao antibidtico de restos de PGMs que ficam no campo onde siao
degradadas, podendo o gene ser incorporado em bactérias do solo e depois
eventualmente transferido para bactérias que causam doencas nas pessoas
ou em animais. Também neste caso as probabilidades sdo reduzidas pois
as plantas sofrem processos de senescéncia que degradam o DNA e outras
macromoléculas, para além das outras dificuldades ja referidas. Como al-
guém dizia de forma jocosa relativamente a esta hipotese de transferéncia
horizontal de genes, se as bactérias incorporassem genes de plantas, ao longo
de milhoes de anos de permanente contacto com os tecidos vegetais algumas
delas, por certo, ja se teriam tornado plantas.

Apesar desta improbabilidade, as companhias produtoras de PGMs tém
desenvolvido estratégias com o objectivo de remover os genes de seleccao
utilizados durante o processo de obten¢ido das PGMs para que eles nio se
mantenham nas plantas que vio ser usadas no campo. Um dos exemplos
€ o arroz dourado referido no capitulo anterior. Para as companhias este
procedimento tem a vantagem de permitir usar estas plantas em futuros

ensaios de transformacao genética utilizando o mesmo material vegetal.
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Caso contrdrio ter-se-ia que utilizar um gene de selec¢io diferente. Uma
das estratégias utilizadas para remocdo dos genes consiste na utilizacao
de recombinases que reconhecem sequéncias marcadoras que delimitam o
gene em causa provocando assim a sua elimina¢io do genoma. Outro tipo
de procedimentos envolve a obtencao de PGMs em que a inser¢do do gene
de interesse e do gene marcador é feita em separado. Esta situa¢io conduz
a que os dois genes possam ser inseridos em locais diferentes do mesmo
cromossoma ou em cromossomas diferentes. A realizacio de cruzamentos
em as plantas transformadas simultaneamente com os dois genes permitira
na F1 obter linhas em que apenas o gene de interesse estard presente.

Como se pode concluir, nao s6 a probabilidade de um gene de resisténcia
a um antibiético se transferir das plantas para as bactérias é diminuta, como
existem solugdes técnicas que permitem evitar que isso acontec¢a. Deste
modo, pode concluir-se que a principal causa de resisténcia aos antibioticos
reside na facilidade com que as pessoas tém acesso a este tipo de agentes
antimicrobianos, em muitos casos usados indevidamente na automedicacio.
A utilizag¢dao destes compostos na alimentag¢do animal € outra possivel via
de aquisi¢do de resisténcia.

Uma segunda fonte de preocupagio com as PGMs é que elas possam
introduzir na alimentacio humana novas proteinas responsaveis pelo
aparecimento de alergias. Esta possibilidade foi muito explorada devido a
um incidente ocorrido nos Estados Unidos com uma variedade de milho
geneticamente modificada designada StarLink. Esta variedade foi aprovada
pela EPA (Environmental Protection Agency) apenas para consumo animal.
O milho StarLink continha uma proteina Bt do tipo Cry9C contra insectos.
A EPA autorizou esta variedade apenas para consumo animal devido ao facto
das analises de risco terem indicado que a proteina apresentava uma maior
estabilidade durante a digestao e maior tolerdncia a elevadas temperaturas.
Estas caracteristicas podem ser indicios de uma maior alergenicidade pro-
teica o que aconselha cautelas na utilizacao deste tipo de proteinas para
consumo humano. Ao mesmo tempo que a companhia Aventis realizava
mais testes requeridos pela EPA para provar a inocuidade da utilizacao
desta variedade de milho em humanos surgiu a noticia de que tracos do

milho StarLink tinham sido detectados em tacos (uma comida muito popular



no México e nos USA) comercializados por uma empresa de alimentacio.
Como resultado desta situag¢ido, as companhias alimentares retiraram os
produtos dos supermercados e a comercializacao deste tipo de milho foi
descontinuada pela empresa Aventis mesmo para consumo animal. Testes
ulteriores realizados pelo CDCP (Center for Disease Control and Prevention)
em pessodas que supostamente teriam desenvolvido alergias como conse-
quéncia do consumo deste tipo de milho mostraram que nio foi possivel
relacionar nenhum dos casos com o consumo de milho StarLink (para mais
detalhes consultar Lemaux, 2008; 2009).

A presenca do milho StarLink em produtos alimentares onde ele supos-
tamente nio deveria existir pode ter surgido por contaminacdo durante
o processamento do milho apds colheita ou ser o resultado de poliniza-
cdo cruzada com outras variedades de milho. Este acontecimento levanta
questdes relacionadas com a rotulagem dos produtos alimentares, com
a possibilidade de mistura de alimentos de diferentes proveniéncias e com
a possibilidade de ocorréncia de cruzamentos entre variedades com dife-
rentes caracteristicas que serdo abordadas mais a frente.

Outra situac¢ido relacionada com alergias e plantas transgénicas surgiu
com a transformacio genética de plantas de soja com o gene de uma albu-
mina presente nas sementes da noz-do-Brasil (Bertholletia excelsa) de forma
a aumentar os teores de metionina, um aminodcido que existe em reduzidas
quantidades na maioria dos frutos e legumes o que pode causar deficiéncias
nutritivas em pessoas com uma dieta vegetariana desequilibrada. A com-
panhia (Pioneer Hi-Bred International) produtora desta variedade de soja
identificou problemas de alergenicidade o mesmo tendo concluido a agéncia
americana que controla a seguranc¢a de alimentos e medicamentos (FDA,
Food and Drug Administration). Tendo em conta estes dados a empresa
e a FDA concluiram que nio seria seguro comercializar esta variedade.
De referir que o caracter alergénico da albumina produzida na noz-do-
-Brasil ja era conhecido pelo que seria de alguma forma expectavel que a
introducio do gene desta proteina numa outra espécie levasse igualmente
a producgao de uma proteina alergénica. A eventual alergenicidade de uma
proteina pode ser prevista com algum grau de certeza comparando a sua

sequéncia de aminodcidos com outras proteinas de alergenicidade conhecida.
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Essa informacio estd disponivel online no sitio http://www.allergenonline.
org onde este tipo de pesquisa pode ser efectuado. No entanto, o facto de
nao existirem semelhancgas entre uma determinada proteina e uma outra ja
referida como alergénica nio significa, logo a partida, auséncia de caracter
alergénico devendo ser realizados testes adequados. Como ja foi referido,
a estabilidade da proteina no sistema digestivo ou a sua capacidade de
tolerar temperaturas elevadas sio outros indicadores potenciais do caridc-
ter alergénico. Por outro lado, uma proteina nao alergénica numa planta
nio se ird tornar alergénica apenas por ser expressa numa outra planta na
sequéncia de um processo de transformaciao genética. Por exemplo, a fer-
ritina, uma proteina transportadora de ferro nio se ird tornar alergénica se
for expressa em variedades de arroz para consumo humano uma vez que
a proteina nio tem esse caridcter alergénico no material de origem.

As alergias resultam de uma reacc¢ido a determinados antigénios que tem
como consequéncia a producdo de imunoglobulinas. As reac¢oes alergénicas
sd0 mais ou menos comuns numa percentagem de 1-2% dos adultos e 5-8%
das criangas. O grau de sensibilidade a um determinado alergénico ¢é varidvel
em pessoas alérgicas e o tipo de produtos a que as pessoas sio alérgicas
€ também varidvel. Em termos alimentares, produtos como amendoins e 0s
chamados frutos secos, peixe, leite, marisco, trigo e soja estao entre aqueles
que causam maiores problemas de alergias. Nos Estados Unidos, os amendoins
causam todos os anos alguns problemas de satide graves e mesmo algumas
mortes. No entanto, nenhuma referéncia é feita em termos de rotulagem
a este problema o mesmo se verificando com os outros produtos referidos.

Os conhecimentos cientificos actualmente disponiveis, associados a um
controlo eficaz pelas autoridades competentes e a testes adequados de ava-
liacao de risco tornam pouco provavel que as PGMs possam vir a ser um
problema grave de saide publica relativamente a sua eventual alergenicida-
de. Importa ainda referir que problemas de alergias podem também surgir
em variedades produzidas pelos métodos convencionais de cruzamento e
selec¢io pois pode ocorrer a incorporacio de genes cuja fun¢io nio esteja
determinada e que podem conduzir a producao de proteinas alergénicas.
A diferenca é que as PGMs sofrem um maior controlo e, em consequéncia

disso, sao mais seguras no que se refere a este aspecto.



Ainda no que se refere aos problemas de alergias convém referir que a
tecnologia de manipulacio do DNA pode permitir que plantas produtoras
de produtos alergénicos sejam manipuladas de forma a evitar a producao
dessas proteinas por exemplo no trigo e na soja. De forma irénica, as PGMs
surgem assim como uma ferramenta de elevado potencial para combater
as alergias.

De acordo com alguns sectores de opinido, outro possivel impacto ne-
gativo da utilizacio de PGMs prende-se com a eventual entrada na cadeia
alimentar de proteinas ou de outros compostos produzidas pelas PGMs
e com as quais os humanos nio teriam tido contacto. A ingestao destes
compostos pode resultar em problemas de toxicidade aguda a curto prazo
ou no aparecimento de cancro a longo prazo. Este risco eventual tornou-se
uma bandeira do movimento anti-PGMs quando um investigador escocés,
do Instituto Rowett, em Aberdeen, sugeriu que ratinhos alimentados com
batatas geneticamente modificadas apresentavam alteracoes intestinais. Estes
resultados foram tornados publicos num programa televisivo antes de serem
publicados numa revista internacional com arbitragem cientifica, situacao
que s6 ocorreu depois da polémica estar instalada e a pedido da revista.
De acordo com A. Pusztai, ratos alimentados com batatas geneticamente
modificadas contendo um gene da planta Galanthus nivalis (campainhas-
-de-inverno) para a produciao de uma lectina com vista a reduzir o ataque
por insectos apresentavam anomalias no sistema imunitirio e em orgdos
do sistema digestivo o que afectava o seu desenvolvimento quando este era
comparado com ratos alimentados com batatas nio transgénicas. Curiosa-
mente, o investigador atribuiu o problema nio a lectina consumida (t6xica
para insectos) mas sim ao proprio método de transformacio genética que
fazia uso do promotor CaMV 35S usado em muitos protocolos de transfor-
macao. Tentativas para repetir os resultados obtidos revelaram-se infrutiferas
tendo uma comissdo da Royal Society analisado os resultados sem que
tivesse chegado 2 mesma conclusio. No final, A. Pusztai acabou por ser
despedido do instituto onde trabalhava por alegada manipulacio de resul-
tados. Embora esta variedade de batateira nunca tenha sido comercializada
e dos resultados nada terem provado, a polémica estava instalada tendo

sido aproveitada de forma eficaz pelo movimento anti-PGMs com a ajuda
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da imprensa sensacionalista. Importa acrescentar que o eventual perigo da
utilizacio do promotor CaMV 35S nio faz o mais pequeno sentido. O virus
CaMV que fornece o promotor é comum em muitas plantas e é continua-
mente ingerido pelas pessoas. Tanto quanto se sabe nenhum problema de
saude publica foi alguma fez relacionado com este virus.

Num outro exemplo de eventuais efeitos negativos do consumo de PGMs
ou de produtos derivados a cientista russa I. Ermakova anunciou, também
neste caso fora do ambito das publicacdes em revistas da especialidade
com arbitragem cientifica, a ocorréncia de uma elevada taxa de mortalidade
infantil em ratos alimentados com soja transgénica resistentes ao herbici-
da glifosato: mais de 50% de mortalidade em comparacio com o controlo
onde esse valor era de 9%. De acordo com a autora estes resultados seriam
o resultado da elevada actividade mutagénica causada pela inser¢io do
DNA de resisténcia ao herbicida na variedade de soja em questdo. Estes
resultados nunca foram confirmados por outros autores € a autora nunca
acedeu a publicar os resultados numa revista cientifica onde pudessem ser
escrutinados.

Se alguma coisa ha de positivo a retirar dos casos Pusztai e Ermakova
¢ a necessidade de efectuar testes toxicolégicos sempre que seja previsivel
que a introducio de um determinado gene numa planta possa causar alguma
toxicidade. Essa toxicidade potencial deve ter em conta o préprio produto
do gene inserido, por exemplo proteinas que funcionem como lectinas, para
usarmos como exemplo o caso Pusztai, e a possibilidade do gene inserido
provocar altera¢cdes nio expectdveis na planta geneticamente transformada
devido a activacio/inactivacio de genes nio alvo.

Quanto ao eventual aparecimento de doengas cancerigenas a longo termo
como resultado do consumo de plantas geneticamente modificadas muitas
vezes sugerido por algumas pessoas trata-se de um argumento dificil de
rebater. Uma andlise correcta deste tipo de problemas s6 poderia ser feita
com estudos epidemioldgicos de longa dura¢io em voluntarios ou através
do conhecimento de habitos de consumo de PGMs. Essa informaciao nio
existe pelo que ha aqui uma lacuna de informaciao que é aproveitada para
incutir receios nas pessoas. O argumento é primario mas eficaz: se nao

conhecemos se um determinado produto provoca algum tipo de problema



entdo o melhor é nio consumirmos. E o principio da precaucio utilizado
com muita frequéncia pelos movimentos contra as PGMs. E claro que deve
haver alguma precaucio no que diz respeito a qualquer produto que en-
tre na cadeia alimentar. As pessoas estao saturadas de uma sucessio de
escandalos alimentares e reagem negativamente a possibilidade de novos
problemas surgirem. No entanto, se os testes conduzidos pelas empresas
que pretendem comercializar as PGMs nido detectaram nenhum problema,
se esses testes foram analisados e validados pelas agéncias reguladoras,
que argumentos racionais existem para que se possa impedir o consumo
desses alimentos? A resposta € nenhuns, a nio ser trazer para o campo
de discussao aspectos dificeis de contrariar cientificamente. Se aplicado
de maneira consistente o principio da precaucio teria como consequéncia
o fim prematuro de qualquer nova tecnologia ou produto. Por exemplo, de
acordo com este principio seria muito dificil a cria¢io de novos medicamen-
tos. Como todos sabemos, muitos medicamentos podem ter efeitos laterais
graves que em casos extremos podem conduzir 2 morte dos pacientes.
Nesta perspectiva parece mais sensato adoptar o principio da equivaléncia
substancial seguido pelas autoridades reguladoras canadianas e americanas,
segundo o qual, se um produto que é equivalente a outro que ja existe
nio deve ser tratado de forma diferente. Por exemplo, uma variedade de
soja resistente a um herbicida tem as mesmas caracteristicas da variedade a
partir da qual foi obtida. Elas diferem apenas num tnico gene. Em termos
alimentares elas sao substancialmente equivalentes nao havendo raziao para
que sejam tratadas pelo legislador de forma diferente.

Mais uma vez os aspectos toxicologicos das PGMs nio devem ser anali-
sados separadamente do contexto mais vasto que € a utilizacdo das plantas
pelos humanos. Problemas toxicolégicos podem, teoricamente, também surgir
com variedades obtidas pelos métodos convencionais de melhoramento de
plantas ou com plantas produzidas pela agricultura organica. Nenhum ali-
mento € 100% seguro e natural nido significa sem risco como muitas vezes,
por questdes econdmicas, se quer fazer querer. Todos os dias ingerimos
uns bons miligramas de produtos potencialmente cancerigenos existentes
nos mais diversos alimentos, mesmo nos “naturais”. Para muita gente, se-

ria surpreendente conhecer os quimicos potencialmente cancerigenos que
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diariamente ingere. Niveis elevados de compostos nocivos podem surgir
em variedades obtidas por qualquer processo de melhoramento como ja
aconteceu com niveis elevados de alcaldides (solanina) em batateira ou de
psoraleno, um potente mutagénico detectado no aipo.

A finalizar esta sec¢do é importante mencionar que ao contrario do que
€ por norma veiculado, as PGMs tém importantes beneficios em termos de
saude publica. Por exemplo, o milho obtido a partir de PGMs resistentes a
insectos tem um teor mais reduzido de toxinas de origem fingica (micoto-
xinas) que o milho de variedades tradicionais. Algumas dessas micotoxinas
como as aflotoxinas sdo venenos extremamente toxicos que podem causar
envenenamentos mortais.

A diminuic¢ido da aplicacio de pesticidas com a reduc¢io dos efeitos ne-
gativos noutros organismos e a reducio da exposi¢io dos trabalhadores
agricolas a este tipo de compostos sio dois aspectos que nao devem ser

negligenciados.

10.3. Eventuais impactos ambientais

A semelhanca do que foi analisado na seccio anterior os argumentos
de natureza ambiental ou ecolégica contra as PGMs sdo de diferentes tipos
e, também neste ambito, alguns casos sensacionalistas contribuiram para
lancar a polémica e desviar a discussao do essencial.

Um dos casos mais medidticos foi a divulgacio de um estudo que su-
geria que o consumo de pdlen de uma variedade de milho geneticamente
modificada (milho Bf) por borboletas monarca (Danaus plexippus) diminuia
a taxa de sobrevivéncia destas borboletas. A borboleta monarca é muito
apreciada nos Estados Unidos e México, onde efectua longas migracdes en-
tre zonas a norte dos Estados Unidos e o México. A borboleta alimenta-se
das folhas de Asclepias syriaca uma planta herbicea perene produtora de
litex da familia Apocynaceae, comum em zonas agricolas ou nas bermas
de estradas e caminhos. De acordo com um estudo realizado em estufa por
cientistas (liderados por J. Losey) da Universidade de Cornell, nos Estados

Unidos da América, e publicado em 1999 na reconhecida revista Nature,



as larvas de monarca alimentadas com pélen Bt apresentavam uma taxa de
mortalidade de 44% enquanto no caso das larvas alimentadas com polen
ndo Bt nio se verificou a morte de qualquer larva. Segundo os autores, os
resultados mostravam também uma diminui¢do do consumo em borboletas
alimentadas com podlen transgénico bem como uma reducido nas taxas de
crescimento. Os dados obtidos por estes autores indicavam que as PGMs
podiam ter efeitos negativos em organismos nio alvo com a consequente
alteracdo da diversidade ecoldgica e do funcionamento dos ecossistemas.

As organiza¢des ambientalistas tiveram aqui o seu momento de gléria.
Finalmente uma vitima (ainda que niao humana) das perigosas PGMs e
ainda por cima com base em dados publicados por uma prestigiada revista
cientifica. Foram dias de gloria e a nostalgia por esses dias maravilhosos
ainda hoje se faz notar na maneira como os militantes destas organizacoes
se vestem em manifestacoes contra as PGMs. Se procurarmos bem ha sem-
pre uma boa meia dizia vestidos de borboletas.

Infelizmente, a realidade nem sempre € quilo que gostariamos que
fosse. Resultados publicados por outros grupos de investigacio com base
em ensaios de campo nio mostraram qualquer efeito negativo do pdlen
Bt na sobrevivéncia das borboletas (Sears et al., 2001). Este tipo de estu-
dos, realizado em condi¢des experimentais muito diferentes daquelas que
ocorrem naturalmente foi criticado por varios cientistas em virtude de nao
corresponder as condi¢cdes naturais onde as borboletas possuem capacida-
de de escolha em termos de alimento. Analise mais detalhadas mostraram
que as doses necessarias para que as larvas fossem afectadas teriam que
corresponder a densidades de pdlen superiores a 1000 grios de milho Bt
por cm™. De acordo com Chawla, em condicdes naturais, e para a area
referida, o nimero médio de graos anda a volta de 170, raramente se ten-
do encontrado densidades superiores a 600 grios/cm?. Além disso, em
condi¢cdes naturais, o peso dos grios de polen de milho nio permite que
eles sejam transportados a distincias muito grandes pelo que a densidade
de griaos rapidamente diminui 2 medida que nos afastamos das zonas de
producao. Mais algumas consideracdes parecem importantes. Apenas 10%
do habitat de borboletas monarca nos Estados Unidos se situa préximo

de campos de milho. Os Estados Unidos sao o principal produtor mundial
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de milho Bt nio havendo noticia que essas extensas culturas tenham pro-
vocado diminui¢des nas populacdes de monarca. O insecticida Bt é usado
na agricultura organica sem que se tenha verificado qualquer problema com
as borboletas monarca ou outro tipo de insecto. As asclépias sdo indeseja-
das pelos agricultores sendo eliminadas dos campos de cultura de plantas
nio transgénicas pela aplicacio de herbicidas que supostamente afectarao
também as borboletas. De toda esta informacido parece poder concluir-se
que o perigo do milho Bt para as borboleta monarca é negligenciavel.
No entanto, os estudos realizados pela equipa de J. Losey sao de grande
interesse pois permitem alertar para eventuais problemas que s6 uma cui-
dadosa avalia¢do de riscos ambientais permite clarificar. Como dizia J. W.
von Goethe, e numa traducio livre, tudo é mais simples do que se possa
pensar e, ao mesmo tempo, tudo é mais complexo do que se possa imaginar.

Outro caso polémico em termos ambientais foi assinalado no México, na
regiao de Oaxaca. Tratou-se aqui da deteccao de sequéncias do promotor
35S do CaMV e do gene da enzima desidrogenase alcodlica em variedades
locais de milho. Este facto alertou para a possibilidade de genes poderem
passar de PGMs para outras plantas aquilo que alguns designam como po-
lui¢io genética. A poluicio genética € muito comum na natureza e sem ela
dificilmente haveria evolu¢io. Plantas pertencentes a espécies filogenetica-
mente muito préoximas podem cruzar-se resultando em novas combinacoes
genéticas ou seja, variabilidade. Nas células dos organismos também ocorre
poluicio genética. Transposoes sdo responsaveis pela deslocag¢io de genes
no genoma. Os dados acima referidos foram também publicados na revista
Nature. No entanto, depois de uma série detalhada de estudos conduzi-
dos pelo CIMMYT, um instituto publico internacional sediado no México
e dedicado ao estudo do melhoramento do trigo e do milho, e conduzido
em 23 linhas existentes em bancos de genes e na zona de Oaxaca, nao foi
detectada a presenca de qualquer sequéncia transgénica em linhas locais.
O resultado foi o reconhecimento pelo editor da revista de que o artigo
originalmente publicado nio o deveria ter sido. No entanto, parece 6bvio
que o problema existe, ou seja, € natural que ocorra fluxo genético entre
PGMs e variedades tradicionais. O poélen de PGMs pode ser transportado

pelo vento ou por insectos para variedades da mesma espécie ou mesmo



para espécies semelhantes levando a dispersio do transgene. A legislacio
de alguns paises ultrapassa este problema pela obrigatoriedade de deixar
uma zona tampao entre as culturas com PGMs e os outros tipos. No entan-
to, parece possivel que, mesmo assim, cruzamentos possam ocorrer ainda
que em menor NUMero.

Deve referir-se, mais uma vez, que esta situacio niao é exclusiva das PGMs
e também pode acontecer quando em campos proximos temos variedades
tradicionais diferentes. Por exemplo, pode cultivar-se lado a lado um campo
de milho mais vocacionado para a producio de farinha para alimentacao
animal e milho para produc¢ido de broa, por exemplo. Também convém nao
esquecer que o fluxo genético pode ser nos dois sentidos. Um agricultor
que investiu em milho Bt também pode nio querer o seu milho polinizado
com poélen nio resistente a broca-do-milho. Esta situa¢io é muitas vezes
esquecida porque se parte do principio, sem fundamento diga-se, que um
agricultor que cultiva variedades nido tradicionais tem uma maior legitimi-
dade para cultivar esse tipo de variedades que um agricultor que usa PGMs
pois as suas variedades sao “naturais” enquanto as PGMs sido “artificiais”.

O problema do fluxo genético pode assumir maior importancia quando
se trata de genes que conferem uma vantagem selectiva as plantas. Por
exemplo, a possibilidade de um gene de resisténcia a um herbicida poder
ser transferido para uma espécie relacionada levando a cria¢io das chama-
das super-ervas. Outra hipdtese para o aparecimento de super-ervas seria
a possibilidade das proprias plantas cultivadas, devido a sua resisténcia
a herbicidas poderem proliferar descontroladamente no ambiente. E sabi-
do, no entanto, que ao longo do processo de selecc¢io artificial praticado
na agricultura grande parte das plantas cultivadas perderam mecanismos
eficazes de dispersido estando dependentes dos humanos para a sua pro-
pagacido. A proliferacao de plantas invasoras tem-se acentuado nos ultimos
anos devido as facilidades de comunicacido e troca de germoplasma entre
paises, apesar das politicas bastante restritivas que alguns paises imple-
mentaram relativamente 2 entrada nas suas fronteiras de material vegetal e
sem que essa situacio esteja relacionada com cultura de PGMs. E também
sabido que muitas plantas adquiriram resisténcias a herbicidas sem que

essa situacdo tenha levado ao aparecimento de super-ervas. Outras plantas,
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mesmo nio sendo resistentes a herbicidas, como acontece com a espécie
Ailanthus altissima (arvore-do-céu) apresentam mecanismos tao eficazes de
propagacio que a sua eliminacdo é bastante dificil, mesmo recorrendo a
herbicidas. Na actualidade n3o é conhecida nenhuma super-erva que tenha
resultado da utilizacao de PGMs. Essas super-ervas podem surgir no futuro?
A resposta mais correcta € que nao sabemos mas é uma hipétese que nio
deve ser descartada. Deve deixar-se de comercializar PGMs por causa dessa
eventualidade? A resposta € seguramente ndo. Super-servas ja existem e
continuarao a existir mesmo sem o contributo das PGMs.

Algumas solucdes técnicas podem vir a ser utilizadas para reduzir ou
eliminar o fluxo genético entre PGMs e outras plantas. Uma das tecnologias
€ o recurso a variedades com esterilidade masculina do citoplasma incapazes
de produzir pélen viavel. A utiliza¢io de promotores especificos que nio
se exprimam no pdlen ou a aplicacao da tecnologia terminator sio outros
métodos que podem ser algum interesse nesta perspectiva.

Ainda na ambito do aparecimento de resisténcias tem sido referido como
bastante preocupante o facto da utilizacio de milho e de outras espécies Bt
poder conduzir ao aparecimento de insectos resistentes perdendo-se assim
uma arma poderosa de combate as pragas e que tem sido usada com sucesso
na agricultura convencional. Seria irrealista negar esta possibilidade. A his-
toria da agricultura e, também da propria medicina, tem sido um combate
sem tréguas entre os humanos e os diferentes tipos de pragas ou doencas.
Cada vez que um novo pesticida ou medicamento entra no mercado para
combater determinados organismos existe a possibilidade dos organismos alvo
desenvolverem mecanismos de defesa. O combate de agentes microbianos
com antibi6ticos é bem ilustrativo desta situacio. Com as PGMs resistentes
a determinadas pragas ou doencas a situacdo nao é diferente. No entanto,
para além de alguns caso pontuais que tém sido assinaladas, nio se verifica
ainda nenhuma resisténcia generalizada a algum tipo particular de praga.
No caso das variedades Bt, e como foi referido no capitulo anterior, existe
uma grande variabilidade de toxinas potenciais produzidas por diferentes
tipos de bactérias o que torna o desenvolvimento de novas toxinas promissor.
De forma a prevenir este eventual problema muitos agricultores cultivam

linhas nio geneticamente modificas a periferia ou misturadas com as PGMs



que funcionam como refigio para os organismos alvo, reduzindo assim a
possibilidade de se desenvolverem resisténcias.

A utilizacdo em larga escala de PGMs resistentes a herbicidas tem sido
também alvo de muitas criticas. O argumento aqui utilizado €é que, como
o herbicida nido afecta as culturas, os agricultores tém tendéncia a fazer
um maior nimero de aplica¢des provocando assim danos maiores no meio
ambiente em compara¢io com a utilizacdo de herbicidas nas culturas con-
vencionais. Este argumento parte de um pressuposto errado que é o dos
agricultores gostarem de gastar dinheiro em herbicidas. Como se sabe, os
herbicidas sao compostos caros, que aumentam os custos de producio.
Nio se percebe assim que tipo de masoquismo podera afectar a generali-
dade dos agricultores que os leva a querem diminuir os seus rendimentos.
Por outro lado, os herbicidas associados as PGMs, como o glifosato, sio
herbicidas facilmente degradaveis e que nido afectam outros organismos.
E claro que nio existe nenhum herbicida ideal mas, se algum se aproxima,
esse é com certeza o glifosato. Esta critica as PGMs também contradiz tudo
aquilo que siao dados conhecidos sobre a aplicacio de herbicidas a nivel
mundial. Uma consulta a pagina da ISAAA (http://www.isaaa.org/) permite
verificar que as PGMs tém tido um impacto bastante positivo em termos
ambientais devido a reducao das quantidades de pesticidas (herbicidas
incluidos) aplicados pelos agricultores.

Na tentativa de apresentar factos contra a utilizacio de PGMs algumas
organiza¢des chegam mesmo a cair no ridiculo tal é a pobreza intelectual
dos argumentos que apresentam. Um caso tipico pode ser consultado na
pagina da organizacio Transgénicos Fora (http://stopogm.net/node/179).
A noticia comec¢a com a seguinte afirmacio “Este sitio da Plataforma Trans-
génicos Fora é dedicado a Silvino Talavera, uma das vitimas mais jovens
que a agricultura intensiva com transgénicos tem feito no mundo”. Esta
informacio pressupde que, para além desta putativa vitima, outras terao
ocorrido o que é manifestamente mentira. Para além disso, também a re-
ferida crianca, a ser verdade a noticia morreu devido a aplicacio de um
herbicida, que igualmente por um mero acaso se destinava, supostamente,
a uma cultura de PGMs. Se uma pessoa cair de um escadote sera que a

culpa € da empresa que produziu ou vendeu o escadote? A fazer fé nesta
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organiza¢io nao restam duvidas que sim. Todos os anos morrem, infeliz-
mente, centenas de pessoas devido a aplicaciao de pesticidas. Serd que se
a cultura nao fosse de PGMs a crianca nio teria morrido? Se a noticia nao
fosse triste seria, certamente, hilariante. Se nao ha vitimas reais devido as
PGMs nio faz mal, inventa-se uma. Este tipo de demagogia pseudo-cientifica
utilizado pelos modernos selenitas € tdo basico que nao se julgaria possivel
de utilizar por pessoas supostamente tio esclarecidas. Mas, pior do que
isso é que esta argumenta¢io encontra eco em alguma imprensa e assim
chega a opiniao publica como se de verdades se tratasse.

Para concluir esta sec¢do com algo mais positivo, deve salientar-se que
a utilizacao de plantas resistentes a herbicidas permite também realizar
uma agricultura com menos impactos ambientais. Na realidade a aplicaciao
de herbicidas como o glifosato nio implica uma intervenc¢io no solo tio
profunda como no caso de outros herbicidas em que é necessario arar o
solo antes de iniciar novas culturas para remover as erva-daninhas. Este
tipo de pritica agricola designado no-till para além de reduzir a erosio do
solo conserva a sua humidade permitindo uma melhor gestao dos recursos
hidricos.

Num mundo ideal e romanceado, imaginado pelos ambientalistas
urbanos, a agricultura é uma actividade lddica em que as culturas cres-
cem em perfeita sintonia numa natureza pristina e sem intervenc¢io da
perigosa mao humana. A realidade €, porém, bem diferente. O sucesso
da agricultura depende do combate eficaz contra as mais variadas pragas
e sem as ferramentas disponiveis de combate a essas pragas os rendi-
mentos agricolas seriam consideravelmente mais reduzidos com todas
as implicacdes dai resultantes. Mesmo a chamada agricultura organica
faz uso de compostos quimicos para o combate a pragas embora essa
situacio tente ser camuflada e se tente passar a ideia que os alimentos
organicos nunca foram sujeitos a tratamentos quimicos. Basta consultar
a legislacio e ver que muitos compostos quimicos sao permitidos na
agricultura organica. Como se trata de compostos que niao sao de sintese
ha tendéncia para pensar que siao produtos naturais. Mas os produtos
naturais também sio compostos quimicos, alguns deles sio mesmo pes-

ticidas muito potentes.



10.4. Eventuais impactos s6cio-econémicos

As plantas geneticamente modificadas sio actualmente cultivadas por cerca
de 13 milhoes de agricultores em todo o mundo. Cerca de 12.000 milhoes
destes agricultores siao proprietarios de pequenas parcelas agricolas em paises
em desenvolvimento, nomeadamente na India e em alguns paises do Oriente.
Esta situac¢do contrasta com o facto do comércio das PGMs se encontrar nas
maos de um conjunto restrito de empresas do sector agroquimico. Por esta
razdo, tem sido referido que as PGMs irdo agravar ainda mais o fosso entre
os paises desenvolvidos e os paises em desenvolvimento. E um facto que o
sector agroquimico, a semelhanca do sector farmacéutico, ¢ dominado por
um nimero limitado de companhias uma situacao que tem muito a ver com
a legislacio extremamente exigente que existe em alguns paises, nomea-
damente na Europa. Como ji se referiu, a investigacao na drea das PGMs
implica a realiza¢io de testes laboratoriais e de campo que necessitam de
um investimento avultado s6 ao alcance de grandes empresas. No entanto,
é também verdade que durante as duas ultimas técnicas um grande nimero
de cientistas de paises em desenvolvimento tiveram acesso a formacido pri-
vilegiada em laboratérios de biotecnologia europeus e americanos e podem
agora aplicar os conhecimentos obtidos ao desenvolvimento de variedades
mais adaptadas aos seus paises de origem. Paises como a China, India, Coreia
do Sul, Filipinas e Brasil fizeram um forte investimento nesta area estando
agora a comecar a recolher os resultados.

Algumas organizagdes internacionais tém também procurado transferir
alguma tecnologia para paises em desenvolvimento nomeadamente em
Africa e em zonas economicamente débeis da Asia. O arroz dourado an-
teriormente referido é um desses exemplos, pretendendo-se distribuir aos
pequenos agricultores, de forma gratuita, as sementes necessidrias para
iniciarem a cultura deste tipo de arroz. Infelizmente, os contratempos lo-
gisticos, econdmicos e legislativos tém sido dificeis de ultrapassar e s6 no
proximo ano se espera que o arroz dourado pode ser cultivado livremente
em alguns paises.

O arroz dourado € um bom exemplo de como uma atitude negativa

perante uma tecnologia pode condicionar a sua aplicacio sem nenhuma
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razao cientificamente sustentada. Refira-se que o arroz dourado, pelas suas
caracteristicas biologicas dificilmente se poderd tornar uma super-erva ou
transferir para outras espécies genes que levem ao aparecimento de plan-
tas com alguma vantagem selectiva. Também nido apresenta nenhum tipo
de resisténcia a insectos ou a herbicidas e foi produzido por uma parceria
publico-privada com objectivos humanitarios, longe portanto de constituir
um interesse para multinacionais do sector agroquimico. Também nio possui
nenhum novo produto quimico que possa causar algum problema em termos
de saude publica e as plantas nao possuem nenhum gene de tolerancia
a antibidticos. Apesar de nao apresentar nenhuma contrariedade aparente
o arroz dourado é visto, como ja se referiu pelas organizacdes ambientalistas
como uma ameaga que, na opinido de alguns servird como um cavalo de
Troéia destinado a abrir a porta a outras PGMs, essas sim realmente malé-
volas. Mais uma vez a argumentac¢ao roc¢a a insanidade.

Em sociedades de economia nao planificada é legitimo que dentro das
regras estabelecidas as empresas obtenham lucros do seu investimento. Isso
sO € possivel se os produtos disponibilizados forem interessantes para os
consumidores ou para os agricultores que os utilizem. Desta forma, o fun-
cionamento de um mercado concorrencial encarregar-se-4 de seleccionar os
produtos de facto interessantes e qualquer companhia tem em atencio este
principio basico. O que € importante € que a legislacdo nido crie distorcoes
abusivas como com frequéncia acontece quando pde em planos diferentes
as PGMs e as plantas obtidas por outro métodos. Nao é legitimo criar di-
ficuldades a um produto s6 porque a sua produc¢io segue procedimentos
inovadores. A legisla¢io deve regular as caracteristicas do produto final
e nio a forma como foi produzido, a menos que o desenvolvimento do
produto resulte de praticas ilegais ou que ponham em risco os cidadios.

Na Europa a rotulagem dos alimentos OGMs ou de produtos com mais
de 0,9% de contetido derivado de OGMs & obrigatoria desde 2004. Curio-
samente, alguns produtos em que utilizam enzimas obtidas por engenharia
genética para o seu fabrico, como acontece com alguns tipos de queijo,
nio necessitam de rotulagem. O rotulagem obrigatéria parece sensata pois
os consumidores devem estar tao bem informados quanto possivel. Um

consumidor pode, por principio, nio querer utilizar PGMs assim como



existem pessoas que nio querem consumir alimentos de origem animal.
E um direito que assiste a cada um. No entanto, se analisarmos mais aten-
tamente a obrigatoriedade de rotulagem facilmente nos apercebemos de
lacunas que s3o, no minimo, incongruentes. Porque razdo apenas as PGMs
ou os seus derivados devem ser rotulados? Por exemplo, um amido obtido
a partir de uma variedade de trigo ou milho resultante de mutagénese nao
deveria fazer também referéncia a sua origem? Afinal trata-se também de
uma manipulacio genética. Nos medicamentos € feita alguma referéncia a
forma como siao obtidos? Os refrigerantes ou as margarinas discriminam o
processamento a que foram submetidos. Os produtos da agricultura organi-
ca mencionam se foram utilizados quimicos na sua produc¢io? Todas estas
questoes tém uma resposta negativa. Nao se percebe assim porque razio
0s PGMs devem ser tratados de forma diferente.

Nos Estados Unidos, ao contrario da Europa, a rotulagem nao é obri-
gatoria para PGMs. Exceptuam-se 0s casos em que os produtos sejam
substancialmente diferentes dos produtos equivalentes ndo transgénicos.
Mas esta situacdo aplica-se a qualquer tipo de produto independentemente
da forma como foi obtido. Por exemplo, a soja transgénica € tratada da
mesma maneira que a soja nio transgénica pois a Unica modifica¢do sio
quantidades infimas de uma enzima que permite a tolerincia ao herbicida.
Apesar disso, um grande nimero de companhias procede a rotulagem vo-
luntdria dos produtos. Esta atitude parece a mais sensata pois responsabiliza
as companhias e fornece a informaciao adequada ao consumidor. Para além
disso, a rotulagem nos USA pode funcionar de forma inversa ou seja os
produtos podem ser rotulados como sendo livres de OGMs.

A rotulagem esta relacionada com a rastreabilidade de um determinado
produto, ou seja, a possibilidade de seguir o seu percurso desde a produ-
¢do até a sua disponibiliza¢ao aos consumidores. Tal como a rotulagem a
possibilidade de seguir um produto ao longo da fileira de producio parece
uma medida adequada. No entanto, também aqui ha algumas limitacoes
logisticas e algumas incongruéncias quanto a forma como o procedimento
¢ aplicado. Nos Estados Unidos, como as PGMs sao considerados equiva-
lentes as plantas variedades tradicionais mesmo que produzidas de forma

-

diferente ¢ possivel a mistura de milho OGM e nao OGM. Dito de outra
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maneira, isto significa que um agricultor americano que produza milho
transgénico e nio transgénico que difira apenas na resisténcia a broca
do milho pode processia-lo da mesma forma pois os dois tipos sao con-
siderados iguais. Se esse milho for destinado a alimenta¢do humana para
a producao de farinha, por exemplo, essa farinha vai ter uma mistura de
milho geneticamente modificado e nio geneticamente modificado. As au-
toridades reguladoras americanas consideram que este milho é todo igual
e sem problemas de saude pelo que os consumidores nao necessitam de
conhecer a sua origem. Na Europa isso nio é possivel pois o milho OGM
deve ir para uma fileira diferente e ndo deve haver mistura com milho nio
geneticamente modificado pois os dois tipos nao sio considerados iguais.
Em termos da exporta¢io de produtos agricolas esta situacio também causa
problemas complexos que tém sido objecto de acesas discussdes no ambito
da Organizac¢ao Internacional do Comércio. As fortes barreiras comerciais
colocada pela Uniao Europeia a produtos de paises terceiros, incluindo
OGMs € também uma causa importante de conflitos entre as autoridades
europeias e de outros paises.

Cada PGM deve ser considerada pelas caracteristicas que apresenta e nao
com base em posi¢cdes de principio em que, sem sustentacio cientifica, se
parte do principio que OGM ¢ sinénimo de maiores riscos para 0s consu-
midores. Nesta perspectiva a existéncia de entidades reguladoras fidedignas
e a confianga que os consumidores nelas depositam € essencial para avaliar
os riscos potencias de novos alimentos. Nos Estados Unidos as PGMs estao
sob a alcada de trés entidades reguladores que tém sido referidas ao longo
deste trabalho: FDA, EPA e USDA. Cada uma delas deve avaliar aspectos
particulares das plantas. No caso da FDA a sua ac¢ao prende-se mais com a
qualidade dos alimentos enquanto a EPA estd mais vocacionada para avaliar
o impacto ecologico das PGMs relacionado com a utilizacio de pesticidas
e de herbicidas. Finalmente, o USDA avalia o impacto das PGMs mais em
termos dos seus potenciais efeitos noutros organismos e do eventual im-
pacto nos ecossistemas. O principio orientador destas 3 instituicdes é que
as PGMs devem ser vistas nio como um perigo potencial mas sim como
sendo substancialmente equivalentes as variedades existentes desde que

nao existam modificacdes assinalaveis que facam pressupor o contrario.



Nesta perspectiva, o arroz dourado, devido a produc¢io de provitamina
A, seria avaliado pela FDA devido ao facto de produzir um composto que
nio se encontra noutras variedades e por ser utilizado na alimentacao.
Uma variedade de soja resistente a um herbicida estd mais no dominio da
EPA pois a planta produz moléculas com actividade contra um herbicida
que vai ser utilizado no campo em larga escala e do USDA pelo facto de
ser necessario avaliar o risco relacionado com a eventual transferéncia da
caracteristica para outras espécies.

Na Unido Europeia a entidade reguladora é a EFSA (European Food
and Safety Authority, http://www.efsa.europa.eu/). No entanto a legislacao
europeia sobre OGMs tem cldusulas de salvaguarda que permitem aos
paises membros aprovar legislacio mais restritiva que a aplicada pela pro-
pria UniZo. Cada pais tem depois os seus organismos de controlo. Existe
ainda a possibilidade de aplicar moratérias aos produtos PGMs o que na
realidade ja se verificou relativamente a algumas PGMs. Em Portugal, a
entidade responsavel pela cultura e comercializacio de PGMs é a Agéncia
Portuguesa do Ambiente (http://www.apambiente.pt/Paginas/default.aspx)
sendo consultadas durante a elabora¢io dos processos a Direccido-Geral
da Saude e a Direcc¢io-Geral de Proteccdo das Culturas. No Reino Unido a
instituicdo reguladora ¢ o DEFRA (Department for Environment Food and
Rural Affairs, btip,/ww2.defra.gov.uk/). As directivas europeias sobre PGMs
tém sido transcritas para a legislacao nacional. A legislacio sobre esta ma-
téria esta disponibilizada online no sitio da Direcciao-Geral de Agricultura
e Desenvolvimento Rural Chttp://www.dgadr.pt/) e também na pagina Web
da Agéncia Portuguesa do Ambiente.

Informacio independente sobre PGMs pode ser obtida através de do-
cumentos da FAO (Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura, http://www.fao.org/biotech/) e da OCDE (Organizac¢io para a

Cooperac¢io Economica e Desenvolvimento - http:/www.oecd.org/topic/0,3373,

Limitagdes de caracter editorial e o proprio objectivo deste livro con-
dicionam uma abordagem mais aprofundada e o refutar de muitos outros

argumentos utilizados contra a cultura das PGMs. Em particular os argumen-
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tos de caracter religioso contra a utilizacio de organismos geneticamente
modificados foram deixados de fora desta andlise por se entender nio ser
este o local mais apropriado para proceder a sua discussdao. Para além
disso, argumentos respeitantes a consciéncia de cada um sao dificeis de
rebater e esse ndo € o objectivo primordial da ciéncia. Nos livros e artigos
indicados na bibliografia pode encontrar-se informac¢iao mais detalhada
sobre os assuntos aqui tratados. Muita da informacio relativa as PGMs esta
disponivel em enderecos de internet fidedignos e que sio indicados no

final da bibliografia e ao longo do livro.

Cada PGM tem as suas particularidades e a sua utilidade deve ser anali-
sada caso a caso pelas autoridades competentes. Uma vez avaliados os pros
e os contras a nova variedade deve ser aprovada ou rejeitada. A mesma
situacio deveria ocorrer com variedades obtidas por outros métodos. Infeliz-
mente isso nao acontece e uma correcta avaliacio de riscos das variedades
tradicionais nunca foi feita. Assim, parece 6bvio poder concluir-se que as
plantas PGMs foram até hoje os mais escrutinados organismos quanto aos

seus eventuais impactos na sociedade.

A transformacio genética de organismos, e das plantas em particular,
é uma tecnologia recente que comeca a dar os primeiros passos em termos
de aplicacoes praticas. Uma maior consciencializacio da necessidade de
produzir mais alimentos e um melhor esclarecimento da opinido publica
relativamente aos procedimentos adoptados na produc¢ido de PGMs e ao seu
potencial tornardo, no futuro, esta tecnologia mais aceitdvel por parte de uma
grande parte da opinido publica e dos governantes que ainda manifestam
sérias reservas a sua aplicacio. Apesar de terem uma utilizacio recente, as
plantas geneticamente modificadas tém ja uma historia de cultura que, em
15 anos, nao revelou qualquer problema grave quer em termos de saude
publica quer em termos ambientais. Parece pois poder concluir-se que se

trata de uma tecnologia segura.

Dentro de 20 anos, talvez menos, a analise das objec¢des agora levan-

tadas as PGMs fara rir muita gente e corar muitos outros.
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ENDERECOS INTERNET

Na internet encontra-se uma quantidade apreciavel de informacio sobre
assuntos relacionados com biotecnologia vegetal, em particular sobre plan-
tas geneticamente modificadas. Uma parte consideravel desse informaciao
€ puramente especulativa e sem grande fundamentac¢iao cientifica.

Os 30 locais que a seguir se apresentam foram seleccionados de acordo
com algumas especificidades. Assim, decidiu-se incluir dois enderecos de
organizacdes ambientalistas, uma nacional e outra internacional. A ideia
¢ dar a conhecer as posicoes destas organizacdes e os argumentos que
apresentam contra a utilizacio de plantas geneticamente modificadas.
Os locais internet de algumas empresas foram também incorporados. Trata-se
de empresas do sector agroquimico que realizam grande parte da investiga-
¢do que se faz nesta drea. Enderecos de associacoes cientificas relacionadas
com a cultura in vitro de plantas ou com a utilizacio de técnicas de enge-
nharia genética foram também incorporados. Os enderecos de institui¢coes
relacionadas com o controlo das plantas geneticamente modificadas estiao
igualmente disponibilizados. Seleccionaram-se os enderecos das instituicoes
americanas que fazem esse controlo, da instituicdo europeia e das institui-
¢Oes nacionais. Nesses locais pode ser encontrada a legislacio que se aplica
as plantas geneticamente modificadas. Os outros locais sao de institui¢coes
que se dedicam a investigacio ou a divulgacio de assuntos relacionados
com a biotecnologia vegetal. Muitos dos enderecos tém ligacdes para outros

locais de interesse.
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Agéncia Portuguesa do Ambiente — http://www.iambiente.pt/portal/page?_pageid=73,1&_
dad=portal&_schema=PORTAL
Institui¢ao que controla as PGMs em Portugal. Disponibiliza legislacao sobre PGMs.

American Society of Plant Biologists — http://www.aspb.org/
Associacao cientifica americana que redne cientistas interessados na Biologia das Plan-
tas. Nas suas publicacdes periddicas e nos livros que edita a biotecnologia é um tema
central.

APBio - http://www.apbio.pt/
Associacao Portuguesa de Bioindustrias que congrega os investidores e industriais do sector.

Biocant — http://www.biocant.pt/
Parque tecnoldgico onde estao localizadas varias empresas do sector.

Centro de Informacao de Biotecnologia — http://www.cibpt.org/
Organizac¢ao portuguesa dedicada a divulgaciao da biotecnologia. Possui um grande nimero
de ligacoes para outras instituicdes dedicadas a biotecnologia e a utilizacao de PGMs.

Direccao-Geral de Agricultura e do Desenvolvimento Rural — http://www.dgadr.pt/
Nesta Direc¢ao-Geral do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pes-
cas pode encontrar-se informacdo sobre legislacao relacionada com as PGMs.

EFSA - http://www.efsa.europa.eu/
European Food Safety Authority. Agéncia europeia responsavel pelo controlo dos ali-
mentos.

EPA - http://www.epa.gov/
Environmental Protection Agency. Agéncia americana envolvida em assuntos relaciona-
dos com o ambiente. Participa também no controlo da decisiao sobre a libertacao de
PGMs.

Encyclopedia of Life Sciences — http://www.els.net/
Enciclopédia disponivel online onde se podem encontrar muitos artigos relacionados
com a engenharia genética e com os mais diversificados temas na area da biologia.

Europabio — http://www.europabio.org/
Associacao Europeia de Bioindustrias. Criada em 1996 defende os interesses das indus-
trias biotecnologicas na Europa. Reine associacdes de varios paises europeus, Portugal
incluido.

FAO - http://www.fao.org/biotech/
Organizag¢dao das Nag¢oes Unidas dedicada aos problemas da agricultura e alimentacao.
Uma parte do site é dedicada exclusivamente a biotecnologia.

FDA - Food and Drug Administration

Agéncia Americana envolvida no controlo dos medicamentos e alimentos. E outra das
agéncias americanas envolvida no controlo das PGMs.

Florigene - http://www.florigene.com/
Empresa que utiliza a engenharia genética para alterar os padrées de coloragio em
plantas ornamentais.

Glossario — http://www.fao.org/DOCREP/004/Y2775E/Y2775E00.HTM#Contents
Glossario da FAO sobre biotecnologia.

Greenpeace - http://www.greenpeace.org/international/
Organizacao ambientalista internacional que se opoe a utilizacao de PGMs.

Hormonas vegetais — http://www.plant-hormones.info/
Informacido sobre as caracteristicas dos diferentes tipos de hormonas vegetais.



IRRI - http://beta.irri.org
International Rice Research Institute (Filipinas). Dedicado ao estudo do arroz com inci-
déncia particular no melhoramento genético

ISAAA - http://www.isaaa.org/
International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications. Organizacao sem
fins lucrativos dedicada a divulgacio de informacio relacionada com as PGMs. Disponi-
biliza dados sobre as dreas de cultura e comercializa¢ao.

Molecular-Plant-Biotechnology-info — http://www.molecular-plant-biotechnology.info/
Recursos disponiveis online sobre biotecnologia e biologia molecular.

Monsanto — http://www.monsanto.com/
Grande companhia americana do sector agricola. Investiga, produz e comercializa plan-
tas geneticamente modificadas.

NCBE - http://www.ncbe.reading.ac.uk/
National Center for Biotechnology Education. Organizacao da Universidade de Reading
com o objectivo de divulgar a biotecnologia.

NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
National Center for Biotechnology Information. Organiza¢io que disponibiliza informa-
¢ao sobre a genoémica de diferentes organismos. Neste local encontram-se varias bases
de dados relacionados com investigacio médica e biotecnoldgica.

Pioneer - http://www.pioneer.com/web/site/portal/
Grande companhia lider em investigacio no sector agricola. Investiga, produz e comer-
cializa plantas geneticamente modificadas.

Projecto Golden Rice — http://www.goldenrice.org/
Trata-se de um projecto internacional resultante de uma iniciativa da Fundag¢iao Ro-
ckefeller (USA) que tem como objectivo a modificacao genética dos alimentos com
objectivos humanitarios.

Public Understanding of Biotechnology — http://www.pub.ac.za/index.php
Iniciativa do Departamento de Ciéncia e Tecnologia da Republica Sul Africana com o
objectivo de esclarecer a populaciao sobre os processos biotecnoldgicos.

SIV — http://www.sivb.org/
Society for In Vitro Biology. Sociedade internacional que reune cientistas interessados em
técnicas de cultura in vitro de animais ou plantas.

SPBT — http://www.spbt.pt
Sociedade Portuguesa de Biotecnologia. Sociedade cientifica que congrega cientistas e
outros interessados nesta drea.

Syngenta - http://www.syngentafoundation.org/
Grande companhia lider em investigacio no sector agricola. Investiga, produz e comer-
cializa plantas geneticamente modificadas.

Transgénicos Fora — http://stopogm.net/
Segundo os préprios, movimento orientado para a defesa de uma agricultura sustentavel
de acordo com os valores da biodiversidade. Destaca-se pelo seu combate a utilizacao
de PGMs.

USDA - http://www.usda.gov/wps/portal/usda/usdahome

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. Possui uma agéncia envolvida no
controlo de PGMs.
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