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RESUMO

A embriogénese somatica € uma das técnicas da cultura de tecidos vegetais que tem
sido descrita para uma gama de espécies, partindo-se de uma grande variedade de
materiais (explante), tais como micrésporos, protoplastos, embribes imaturos,
explantes de tecidos e células cultivadas in vitro. O desenvolvimento e a
diferenciacdo vegetal requeridos nesta via de regeneracdo in vitro sdo regulados
direta ou indiretamente por mudancas na expressao génica. O mecanismo preciso
gue controla a expressédo génica vegetal e os passos detalhados pelos quais estes
genes dirigem o processo especifico da embriogénese somatica ainda nao esta
completamente entendido, contudo, € conhecido que para a formagdo do embrido
somatico vegetal é requisitada a inducao e ativacdo de uma variedade de genes, e
muitos estudos moleculares tém empregado diferentes técnicas de “screening”
(investigacdo) para identifica-los. O objetivo desta revisdo € descrever algumas
familias de genes atuantes no processo de embriogénese somatica vegetal.
PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecidos vegetais, regeneracao in vitro, regulagéao
génica.

GENE EXPRESSION IN PLANT SOMATIC EMBRYOGENESIS

ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a technique of tissue culture which has been described for
a variety of species, starting from a wide variety of materials (explants), such as
microspores, protoplasts, immature embryos, tissue explants and in vitro cells
cultured. The development and differentiation required at this in vitro plant
regeneration are regulated directly or indirectly by changes in gene expression. The
precise mechanisms controlling plant gene expression and the detailed steps by
which these genes direct the specific process of somatic embryogenesis is still not
completely understood, however, it is known that for the formation of somatic plant
embryo is required induction and activation of a variety of genes, and many
molecular studies have employed different techniques of "screening" (research) to
identify them. The objective of this review is to describe some families of genes
active in process plant somatic embryogenesis.
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INTRODUCAO

A biotecnologia é composta por varias areas, dentre elas esta a cultura de
tecidos vegetais, que é extremamente utilizada na propagacdo de plantas. Um
exemplo da versatilidade desta técnica é a regeneracdo de plantas via
organogénese ou embriogénese somatica (direta ou indireta) partindo de uma célula,
tecido ou ainda por meio de cultura de protoplastos (SANTIAGO, 2003).

Varios métodos de cultura de tecidos, utilizando diversas partes das plantas,
foram desenvolvidos com diferentes objetivos. Entre os principais métodos de cultura
de tecidos estdo a micropropagacdo, a cultura de meristemas, a microenxertia, a
cultura de embribes, a cultura de calos, a suspensdo celular, a polinizagdo e
fertilizagc&o in vitro, a cultura de ovarios, a cultura de protoplastos e a embriogénese
somatica. Os principais usos da cultura de tecidos sdo producdo de plantas in vitro,
recuperacdo de plantas isentas de virus (limpeza clonal), conservagéo in vitro de
recursos genéticos de plantas (conservacdo de germoplasma), obtencdo de
mutantes in vitro, obtengcdo de organismos hapldides e haplodipldides e a producéo
de plantas transgénicas (TORRES et al., 1998).

A utilizacdo dos meétodos de cultura de tecidos envolve a separacdo nao
convencional de parte do corpo do vegetal pela excisdo de um explante. Uma nova
planta representando a arvore matriz, ou nova geracdo, € produzida por
organogénese ou por embriogénese soméatica. Estes processos de propagacao
vegetativa sdo adventicios, no sentido de que células ou tecidos ndo produzem
novas plantas normalmente, mas podem ser induzidas a fazé-lo por
desdiferenciacédo, inducao e diferenciacéo (rediferenciacdo) de células em embrides,
gemas ou calos (VENDRAME, 1994) (Figura 1).
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FIGURA 1. Esquema da competéncia organogenética. Os possiveis
estadios onde atuariam diferentes genes que influenciam
a regeneracédo sao indicados em vermelho. Os genes de
sensibilidade, seriam aqueles envolvidos na percep¢ao
(codificacdo de receptores) e transducdo do sinal para
auxinas (AlIA, 2,4D) e citocininas (Cks). Os genes de
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metabolismo hormonal (que codificam enzimas de
biossintese e/ou degradacdo de hormoénios) sdo os
responsaveis pelo estabelecimento de um balanco
hormonal enddégeno necessario para a regeneracgao.
Genes homeoticos controlam a formacdo de 6rgédos e,
portanto, podem estar associados a regeneracdo de
novas gemas caulinares ou raizes. A expressao
desfavoravel de qualquer uma dessas classes de genes
seria suficiente para impedir a regeneracdo de um
determinado explante. Fonte: CHRISTIANSON &
WARNICK (1988).

Essa capacidade dos tecidos vegetais cultivados in vitro para formar gemas,
raizes ou embrides somaticos tem despertado a atencao de pesquisadores, devido a
sua grande implicacdo pratica e importancia para o avango dos conhecimentos nas
areas de fisiologia, bioquimica e genética de plantas. Isso s0 foi possivel depois de
reconhecida a totipoténcia das células vegetais, em que as células sdo autbnomas e
tém a potencialidade de regenerar plantas, desde que submetidas a tratamentos
adequados. A totipotencialidade, todavia, ndo tem sido facilmente demonstrada,
conhecendo-se muitas espécies cuja capacidade regenerativa nédo foi ainda
evidenciada na pratica. Mesmo aceitando-se em principio esta afirmacdo, € bem
conhecido o fato de certos tecidos serem mais favoraveis a regeneracao de gemas,
raizes e embrides somaticos do que outros (KERBAUY, 1998).

EMBRIOGENESE SOMATICA: ASPECTOS GERAIS

A embriogénese somatica é uma das técnicas da cultura de tecidos que tem
sido descrita para uma gama de espécies, partindo-se de uma grande variedade de
materiais, tais como micrésporos, protoplastos, embrides imaturos, explantes de
tecidos e células cultivadas in vitro (SCHMIDT et al., 1997).

O termo “somético” refere-se ao fato de o embrido desenvolver-se
assexuadamente de tecido vegetativo (somatico), em que células somaticas
dipldides desenvolvem-se em plantas diferenciadas sem a fusdo de gametas
(VENDRAME, 1994), num processo morfogenético que se aproxima da sequéncia
de eventos representativos da embriogénese zigotica (TAUTORUS et al., 1991;
ZIMMERMAN, 1993), apresentando, inclusive, estadios de desenvolvimento
embrionério similares (Figura 2).
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FIGURA 2. Estadios de desenvolvimento do embrido durante a embriogénese
somatica e zigoética. Fonte: ZIMMERMAN, 1993 (adaptado).

Células capazes de reagir a sinais especificos do desenvolvimento sao
chamadas de competentes, e determinadas para a embriogénese quando iniciam a
transicdo do estado somatico para o embriogénico (SCHMIDT et al., 1997).

A embriogénese somatica pode ocorrer de forma direta ou indireta, sendo que
na maioria dos sistemas ela ocorre de forma indireta. Na via direta, os embrides
surgem de calos apenas cicatriciais, sem passarem pela fase de calo indiferenciado,
originando-se, aparentemente, de células embriogénicas pré-determinadas
(SONDAHL et al., 1985), que sdo moduladas, aparentemente, por meios ricos em
citocininas e desprovidos de auxinas (DUBLIN, 1981). A embriogénese somatica
indireta, requer a redeterminacéo de células diferenciadas, a proliferacéo de calos e
a inducdo de células embriogénicas determinadas (WILLIAMS & MAHESWARAN,
1986). Os embrides surgem de calos primarios nao diferenciados ou de calos
secundéarios, que sao fortemente embriogénicos (DUBLIN, 1984).

BARROS (1999) ressalta que dentre os processos de micropropagacao, a
embriogénese somatica €, teoricamente, a melhor opcéo para a propagacao in vitro
de frutiferas por apresentar algumas vantagens, tais como: alta taxa de multiplicacéo
comparada a qualquer outro processo de propagacéo; producdo em larga escala
pela manutencdo da cultura em meio liquido; plantio direto da muda obtida via
embriogénese somatica sem necessidade de enxertia, com menor custo de
producdo, além de a planta ser geneticamente semelhante a planta mae, sem as
influéncias do porta-enxerto, como acontece com as plantas obtidas por métodos de
propagacao vegetativa convencionais.

Porém, a embriogénese somatica também apresenta algumas limitacdes que
tém dificultado sua utilizacdo como sistema de micropropagacéo. A primeira e maior
delas diz respeito a necessidade da obtencdo de um sistema de embriogénese
reproduzivel em larga escala. Outra limitacdo € quanto a variabilidade genética
indesejavel (variagdo somaclonal), as vezes, introduzida pelo processo. Essas
anormalidades genéticas, especialmente na forma de poliploidia e aneuploidia, séo
descritas em geral como resultado da passagem pela fase de calo, quando as
células estariam mais sujeitas a sofrerem alteragbes (AMMIRATO, 1983;
KRIKORIAN et al., 1983).
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O processo basico para a embriogénese somatica consiste de dois ciclos
repetitivos caracteristicos evidenciados na figura 3. Este modelo resulta de calos e
suspensdes celulares depois que o tecido matriz (explante) € submetido a
tratamentos que induzem competéncia embriogenética. Isto significa que é
necessario que ocorra a desdiferenciacdo e posterior rediferenciacao celular através
de uma reprogramacdo genética (epigénese — ativacao seletiva e diferencial de
genes) cujos determinantes basicos sédo o estadio fisioloégico do explante e o tipo e
concentracdo do regulador de crescimento que atuara como sinal quimico para a
ativacdo génica diferencial (CHRISTIANSON & WARNICK, 1988).

No primeiro, um explante da planta matriz é inoculado em meios de cultura
contendo hormonio vegetal auxina, sendo a mais utilizada o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Estas culturas geram complexos ou massas celulares
pré-embrionarias, que por processos de embriogénese repetitiva, resultam em um
ciclo repetitivo de divisbes celulares, formando embrides somaticos globulares. No
segundo ciclo, chamado de ciclo de maturacéo, esses pro-embrides sdo estimulados
a prosseguir o seu desenvolvimento pela retirada da auxina do meio de cultura, ou
pela inclusdo de acido abscisico (ABA), citocininas e de agentes que promovam
estresse osmotico. Nesta fase as culturas sdo mantidas em condi¢cdes de
luminosidade. Esse ciclo de maturacdo forma embrides somaticos que podem ser
convertidos a plantas (GUERRA et al., 1999).

De maneira geral, a perspectiva de sucesso em extrair resposta
embriogenética neste modelo depende da utilizacdo de explantes juvenis ou
embrionarios e da manipulacdo adequada de uma auxina forte, como o 2,4-D
(KOMAMINE et al., 1992). Esta auxina atua como indutora do processo, contudo sua
presenca no meio de cultura depois da inducdo pode causar anormalidades
ontogenéticas (DURZAN, 1985). Modelos como estes foram obtidos para o cafeeiro
por SONDAHL & MONACO (1981), para palmeiras por TISSERAT (1979), para
gramineas por VASIL & VASIL (1982), para soja por CHRISTIANSON (1985) e para
cenoura por LITZ (1987), cujos artigos ampliam e aprofundam detalhes sobre este
modelo.
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FIGURA 3. Modelo representando os ciclos da embriogénese somatica.
Fonte: GUERRA et al., (1999).
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EXPRESSAO GENICA NA EMBRIOGENSE SOMATICA

O desenvolvimento e a diferenciacdo vegetal sdo regulados direta ou
indiretamente, por mudancas na expressdo génica, especialmente durante a
embriogénese (DONG & DUNSTAN, 2000). O mecanismo preciso que controla a
expressao génica vegetal e os passos detalhados pelos quais estes genes dirigem o
processo especifico da embriogénese vegetal ainda ndo estdo completamente
entendidos. E conhecido que para a formacdo do embrido vegetal é requisitada a
inducéo e ativacado de uma variedade de genes, e muitos estudos moleculares tém
empregado diferentes técnicas de “screening” (investigacdo) para identifica-los
(SCHMIDT et al., 1997).

Estudos moleculares da embriogénese vegetal comecaram na década de
1980, e desde entdo tem evoluido de forma interessante (JIMENEZ, 2001). Os
estudos iniciais, na embriogénese zigotica de sementes em desenvolvimento, em
geral, foram desenvolvidos com o intuito de estimar a quantidade, analisar a
distribuicdo espacial e temporal de diferentes RNAs, e também, isolar e caracterizar
0S genes que codificam proteinas abundantes neste estadio (MEINKE, 1995). No
entanto, a estratégia experimental basica para a analise molecular da embriogénese
somatica, em sua maioria, se baseou na comparagdo de genes e proteinas,
expressos em ceélulas embriogénicas e nao-embriogénicas, bem como nos
diferentes estadios da embriogénese (RAO, 1996).

Estudos da expresséo génica durante os diferentes estadios desse processo
tem sido realizados (HENRY et al., 1994; KAWAHARA & KOMAMINE, 1995;
MEINKE, 1995; WILDE et al., 1995; DONG & DUNSTAN, 2000; CHE et al., 2006;
KISELEV et al., 2009) e sugerem que o numero de genes especificamente
expressos durante esses eventos sejam bastante limitados. Esta sutil mudanca,
relatada na expressdo génica durante o processo de embriogénese, confere as
células somaticas a habilidade de demonstrarem seu potencial embriogénico
(RAGHAVAN, 1997).

Os genes relacionados a regulacdo da embriogénese somatica foram
reunidos em grupos funcionais pelas suas caracteristicas em comum (Figura 4).
Embora as fungbes desses genes se sobreponham, a figura 4 representa uma forma
de categoriza-los e, dessa forma, tornar mais lUcida a compreensdo da
embriogénese somatica.
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FIGURA 4. Representagdo esquematica dos varios grupos de genes identificados
que influenciam a embriogénese somética nas plantas superiores. Fonte:
CHUGH & KHURANA, 2002.
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E importante ressaltar que boa parte dos genes investigados na
embriogénese somatica foram identificados e caracterizados a partir de células
embriogénicas de cenoura (organismo modelo para este tipo de estudo).

GENES DE RESPOSTA HORMONAL

A expressdo dos genes de resposta hormonal pode ser induzida por
hormonios vegetais. Estudos moleculares desses genes durante a embriogénese
somatica desempenham um importante papel na identificacdo de varios fatores
envolvidos na transducédo de sinais (CHUGH & KHURANA, 2002). DODEMAN et al.,
(1997) relataram que as mudancas nos niveis hormonais na cultura de tecidos
vegetais funcionam como sinais e podem modificar a sintese de algumas proteinas
especificas da embriogénese somatica.

As auxinas sao relatadas como fortes iniciadoras da embriogénese somatica
(KOMAMINE et al., 1992; RAGHAVAN, 1997; EZHOVA, 2003; CHE et al., 2006).
Segundo THEOLOGIS (1986), € evidente que as auxinas induzem o crescimento e 0
desenvolvimento a partir de alteracdes na expressao génica.

A exposicao a uma grande quantidade de auxina serve como um gatilho,
induzindo a divisdo celular nas ceélulas da epiderme e promovendo uma maior
diferenciacdo em embrides somaticos (BONACIN et al., 2000). MASHAYEKHI et al.,
(2008) relatam também que baixas concentragcbes de auxina induzem a
embriogénese somatica. Assim, mesmo uma pequena concentracdo de auxina é
suficiente para inducédo de células competentes para desencadear a embriogénese
somatica (DE KLERK et al., 1997).

Possivelmente, auxinas exogenas alteram os niveis de metilacdo em células
embriogénicas de cenoura e aparentemente um nivel 6timo de metilacdo €
necessario para um desenvolvimento normal do embrido somatico (LELJAK-
LEVANIC et al., 2004). Uma hipometilacdo ou hipermetilacdo pode causar um
imediato e irreversivel blogueio da embriogénese somatica (VYSKOT et al., 1993).

Outra classe de horménios vegetais que regula varios processos durante a
embriogénese zigdtica e somatica, além da formacdo de sementes, € o acido
abscisico (ABA) (GASPAR et al., 1996). A producdo e acumulo deste horménio em
varias outras partes da planta ocorrem em resposta a estresses abioticos, tais como
seca, frio e estresse salino (TABAEIZADEH, 1998).

O mecanismo pelo qual o ABA regula a expressdo génica envolve eventos
trascricionais bem como pds-transcricionais, como o processamento do transcrito,
estabilidade do mRNA, controle da traducdo e da atividade protéica (CHUGH &
KHURANA, 2002).

Gene DcArg-1

O gene DcArg-1 (D. carota Auxin-regulated gene 1), assim como o gene
Dchsp-1 (D. carota heat-shock protein 1) (tépico 3.7.2), sédo regulados por auxinas
(KITAMIYA et al.,, 2000). A partir desta homologia de DcArg-1 com 0S genes
regulados por auxinas, foi descoberto que existe uma relacdo paralela entre a
expressao de DcArg-1 e a formacao do embrido somatico. Além disso, em contraste
com Dchsp-1, DcArg-1 néo é sensivel a tratamentos com estresse e ndo é expresso
durante o desenvolvimento do embrido somatico, apenas na induc¢éo, indicando que
sua funcdo ndo é necessaria para que o processo ocorra (THOMAS & JIMENEZ,
2005). O isolamento desses genes em embrides somaticos de cenoura indica que
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altas concentragcbes do horménio vegetal é percebido pela célula como uma
condigéo de estresse (CHUGH & KHURANA, 2002).

Genes homoélogos de pJCW1 e pJCW2

A classe génica SAUR (small auxin up-regulated) € composta por genes que
sao induzidos por auxinas. Os genes pJCW1 e pJCW2 foram os primeiros desta
classe identificados no feijao (WALKER & KEY, 1982), quando utilizados como
sondas, estes indicaram que a auxina induz um acumulo especifico de mRNAS,
devido a hibridizacdo com essas sequencias (HAGEN et al., 1984). PADMANABHAN
et al., (2001) relataram que tais sondas podem servir como uma ferramenta para
distinguir células com pontencial embriogénico de células ndo-embriogénicas. Em
cultura velha de embrides soméaticos de alfafa o nivel de transcritos para esses
genes decresceu, indicando uma relacao entre o tempo de cultura com o potencial
morfogenético. Isto poderia ser explicado pela perda de sensibilidade dos genes de
resposta a auxina devido a prolongada exposicdo ao 2,4-D, reduzindo a
competéncia embriogénica.

Gene DcECP63, DcECP40 e DcECP31

Os genes DcECP31, DcECP40 e DcECP63 de cenoura e AtECP31, AtECP63
de Arabidopsis sdo induzidos por ABA, codificando proteinas LEA (late
embryogenesis abundant), em que existe um aumento na expressao durante o
estadio torpedo de embriées somaticos (CHUGH & KHURANA, 2002).

GENES HOUSEKEEPING

Os genes housekeeping sdo elementos constitutivos, ou seja, expressos
continuamente e estdo envolvidos com funcbes béasicas necessarias para a
manutencao celular (DODEMAN et al., 1997). Estes genes desempenham um papel
importante durante a divisdo celular e na formacdo da parede celular em varios
estadios da diferenciagdo do embrido (CHUGH & KHURANA, 2002).

Gene Top |

A DNA topoisomerase | € uma enzima chave envolvida em varios processos
do metabolismo do DNA e é expressa pelo gene Top | (ZAHA et al., 2003). A
expressao diferencial deste gene foi descrita durante a proliferacéo celular, induzida
por 2,4-D, em hipocdétilo de cenoura, em que o maior acumulo de transcritos deste
gene € encontrado durante o estadio torpedo da embriogénese somatica
(BALESTRAZZI, 2001).

Gene EF-12

As proteinas sintetizadas a partir do gene EF-12 sdo altamente conservadas
nos eucariotos e sao encontradas com abundancia no interior celular (HOVEMANN
et al., 1988). KAWAHARA et al., (1992) revelaram que durante a embriogénese
somatica de cenoura, um dos genes identificados como CEM1, foi encontrado em
altos niveis nos estédios globular e codiforme, concomitantemente o transcrito desse
gene codifica o fator de alongamento eucaridtico translacional-1 alfa (EF-1%).

Gene CEM6
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O gene CEMG6 é expresso especificamente no estadio pré-globular e globular
na formacdo de embrides somaticos de cenoura, e esta relacionado na biogénese
da parede celular durante a embriogénese (SATO et al., 1995).

Gene H3-1

Durante a embriogénese somatica de alfafa ha maior expressdo de dois
genes codificadores de histonas, o H3-1 e H3-11, em resposta ao tratamento com
auxina (KAPROS et al., 1992). Foi detectado um alto nivel de mRNA da histona H3
em todos os estadios de desenvolvimento da embriogénese somatica em alfafa
(MAHALAKSHMI & KHURANA, 1995).

Gene CGS102, CGS103 e CGS201

Os genes CGS102, CGS103 e CGS201 codificam isoformas da enzima
glutamina sintetase (SUPRASANNA & BAPAT, 2005). HIGASHI et al.,, (1998)
investigando a expresséo destes genes durante a embriogénese zigotica e somatica,
revelou que ocorreu um aumento nos niveis de transcricdo nos estadios iniciais da
embriogénese zigética e somatica de CGS102 e CGS201, enquanto CGS103 foi
expresso apenas nos estadios posteriores do desenvolvimento de sementes, e
esteve ausente em embrides somaticos.

TRANSDUCAO DE SINAIS

A percepcédo de estimulos hormonais e/ou mensageiros secundarios como o
calcio podem desencadear cascatas de transducdo de sinais em varios embrides
somaticos, de uma forma similar aos outros processos de desenvolvimento em
plantas superiores (GUERRA et al., 1999).

Algumas enzimas quinases foram identificadas com significativa participagéo
na transducgdo de sinal iniciado na membrana celular seguindo até o seu local de
acado. Estas quinases geralmente se autofosforilam para a sua ativacdo e estéo
envolvidas na regulagéo de outros transdutores de sinais (SHEEN, 1996).

A embriogénese somatica envolve varias vias de transducdo de sinal para a
inducéo e/ou repressdo de um grande numero de variedades génicas (CHUGH &
KHURANA, 2002).

GENES SERKS

Os genes conhecidos como SERK (receptor de quinase na embriogénese
somatica) sdo expressos em culturas de embribes somaticos e foram isolados em
culturas de suspensao de cenoura em varias fases de crescimento (THOMAS et al.,
2004). Os genes SERKs podem servir como um marcador molecular caracteristico
para diferenciar células competentes e ndo competentes (CHUGH & KHURANA,
2002). A expressdo de SERK é observada em células competentes até o estadio
globular do embrido somético, entretanto ndo é detectado em estédios nao
embriogénicos. Em embrides zigoticos o mMRNA de SERK foi detectado
transitoriamente no inicio do estadio globular e esta ausente em outros tecidos
vegetais. Em células de cenoura a expressao de SERK foi relacionada a capacidade
de formar embrides somaticos (THOMAS et al., 2004).

O gene SERK foi primeiramente descrito em culturas de células competentes
de cenoura (DcSERK) (SCHMIDT et al., 1997). Outros homologos deste gene foram
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encontrados em Arabidopsis thaliana (AtSERK1) (HECHT et al., 2001), Dactylus
glomerulata (DgSERK) (SOMLEVA et al., 2000) e Medicago truncatula (MtSERK)
(NOLAN et al., 2003).

De acordo com SANTA-CATARINA et al., (2004) os agregados celulares
cultivados nos meios de cultura MS suplementado com 2,4-D (MS+2,4-D) e no meio
WPM, a expressdo do gene SERK foi detectada. Culturas mantidas em meio MS
sem 2,4-D (MS-2,4-D) ndo apresentaram esta resposta, sugerindo que a adicédo do
2,4-D ao meio de cultura MS contribuiu para a ativacdo da expressdo do gene
SERK. A expressdo do gene em meio WPM sugere também que outros
componentes do meio de cultura possam ativar a expressao do gene SERK.

A importancia da presenca do 2,4-D na induc&do da embriogénese somatica foi
intensamente estudada e descrita na literatura (DUDITS et al., 1995). Acredita-se
gue o 2,4-D atue como um agente metilador do DNA nuclear (DE KLERK et al.,
1997), alterando o conteudo enddégeno de hormdénios, como o AlA, através de um
distarbio no metabolismo enddgeno de auxinas (FEHER et al., 2003). Em agregados
celulares de Ocotea catharinensis cultivados em meio MS, a expressao do homologo
do gene SERK somente foi detectada quando o 2,4-D foi incorporado ao meio de
cultura. A inducdo da expressdao de um homdlogo do gene SERK por auxina foi
também observada em culturas embriogénicas de M. trunculata (NOLAN et al.,
2003).

Genes swCDKs, CRKs e MsCPK3 (estimulados pelo calcio)

O calcio é um mensageiro secundario em varios eventos regulados por
horménio, desempenhando um papel chave em varios processos fisiolégicos
celulares nas plantas superiores (HARPER, 2001). Existe em geral um aumento na
concentracdo de calcio no citoplasma durante alguns processos de transducéo de
sinal mediados por este nutriente, seguida por uma percepcédo de proteinas ligadas
ao calcio que alteram sua conformacéo e se tornam ativas, interagindo com uma
gama de proteinas regulatérias (SOPORY & MUNSHI, 1998).

O papel do calcio tem sido bem descrito na embriogénese soméatica de
cenoura e foi descoberto pela sua essencialidade na morfogénese de células
indiferenciadas em embrides somaticos (OVERVOORDE & GRIMES, 1994). Estudos
relacionados a presenca de célcio exdgeno, disponibilizado no meio nutritivo, sugere
sua importancia na manutencdo do gradiente de concentracdo deste ion no interior
celular para um bom desenvolvimento do embrido. Altas concentracfes de calcio
nao tiveram efeito significativo na viabilidade e no potencial embriogénico da cultura,
porém em baixas concentracdes ou pela a adicdo de um agente quelante, como o
EGTA, ou adicdo de blogueadores dos canais de calcio, como o verapamil e
nifedipina, inibem a embriogénese somatica (MAHALAKSHMI et al., 2007).

Proteinas quinases dependente de calcio/calmodulina (CDKs -
calcium/calmodulin-dependent protein kinases), caracterizadas primeiramente em
feijdo, sdo diretamente ativadas pelo calcio (HARPER et al.,, 1991) e estédo
envolvidas com a segmentagdo da membrana durante a divisdo celular. A expresséo
temporal do gene swCDKs durante o estadio globular do embrido zigétigo e embrido
somatico, a maturagcdo de sementes (desenvolvimento do endosperma) e
germinacdo, indicam seu envolvimento no processo de diferenciacdo e
desenvolvimento. O gene swCDK é poés-trasncricionalmente inativado em embrides
zigoticos durante a dorméncia e durante a germinacdo precoce da semente. Na
embriogénese de sandalo, foi encontrado um aumento de quatro vezes no nivel do
calcio durante a diferenciacdo de massas pré-embriogénicas em embrides
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somaticos. Agentes quelantes inibiram a formacéo de embrides soméaticos embora
as células continuassem a proliferar, indicando que a inibicdo de via de sinalizacao
mediada por célcio envolvia proteinas CDKs e proteinas calcio dependente
relacionadas a quinases (CRKs - calcium-dependent related kinases) (ANIL & RAO,
2000). A expressdo de mRNA e de proteinas CRKs em embrides somatico de
cenoura é maior do que em tecidos vegetais maduros, indicando desempenhar um
papel fundamental na regulacédo do ciclo celular (CHUGH & KHURANA, 2002).

A MsCPK3 é uma proteina calmodulina tipo quinase (CPK - calmodulin-like
protein kinase) que tem sido isolada de cultura de células de alfafa (DAVLETOVA et
al., 2001). Ensaios de fosforilagcdo in vitro revelaram a ativacdo dessa proteina por
calcio e inibicdo por antagbnicos de calmodulina. A expressdo do gene MsCPK
aumenta durante a fase inicial da embriogénese soméatica e sua atividade nao é
estimulada por cinetina, ABA ou NaCl, porém a aplicacdo de choque térmico € capaz
de induzir a expresséao, sugerindo que o papel potencial de hormonios e condi¢des
de estresse reprogramam a via de desenvolvimento durante a embriogénese
somatica (DAVLETOVA et al., 2001).

GENES HOMEOBOX (HOMEOTICOS)

Os genes homeobox ou homedéticos foram primeiro identificados em
Drosophila (MCGINNIS et al.,, 1984) e sdo os principais genes reguladores que
controlam o padrdo de formacdo e diferenciacdo morfolégica em organismos
multicelulares. Estes genes tém sido bem caracterizados em plantas como milho
(VOLLBRECHT et al., 1991), Arabidopsis (SCHENA & DAVIS, 1994) e arroz
(MATSUOKA et al.,, 1993). Os genes homedéticos contém uma caracteristica
sequencia conservada de nucleotideos denominada de homeobox (SMOLENICKA et
al., 2003).

O significado funcional dos genes homeodticos no desenvolvimento
embrionario de insetos, anfibios e mamiferos € estendido as plantas, corroborando
com 0 mecanismo responsavel pelo controle genético do desenvolvimento, sendo
assim um fenbmeno muito mais universal do que previsto anteriormente (CHUGH &
KHURANA, 2002).

Gene Sbhl

O gene homedtico, Sbhl, tem sido identificado em embries somaticos de
soja (MA et al., 1994). A expressdo do mRNA Sbh1l é tecido especifico, em que um
aumento no seu nivel de transcricdo € observada durante a transicdo do estadio
codiforme para o torpedo, estadio o qual ocorre a determinacéo da diferenciacdo do
cotilédone e do tecido pré-vascular. Estes mMRNA ndo sdo detectados em tecidos
nao-embriogénicos, embora caule e hipocétilo exibem uma fraca expressado (MA et
al., 1994). O padrdo de expressdo durante a embriogénese somatica indica uma
regulacdo natural durante a biogénese vascular e com um significante desempenho
na formacgéo do embrido somatico (LINDZEN & CHOI, 1995).

Genes CHB1-CHB6

Os seis genes (CHB1-CHB6) foram identificados em embrides somaticos e
hipocoétilos de cenoura contendo homeobox (MEIJER et al., 1997). A expressao
desses transcritos varia muito durante a embriogénese somaética, tanto temporal
quanto espacial, bem como em plantulas maduras (CHUGH & KHURANA, 2002). O
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gene CHBL1 é expresso constantemente em grupos de células indiferenciadas, mas é
notavel o aumento da expressao do gene CHB2 apds o estadio globular, com um
maximo no estadio codiforme e torpedo da diferenciacdo da embriogénese somatica.
A expressdo do mesmo diminui drasticamente em culturas indiferenciadas. Os genes
CHB3, CHB4 e CHB5 demonstraram uma acumulacao preferencial em camadas de
células corticais mais internas do eixo de embrides no estadio torpedo. A expressao
do gene CHBG6 é restrita as células do procambio de embrides no estadio codiforme
e torpedo. Nos cotilédones e hipocdétilo embrionario de plantulas, o mRNA destes
quatro genes (CHB3-CHBG6) esta intimamente associado ao tecidos vasculares
(HIWATASHI & FUKUDA, 2000). Esta é uma indicacdo clara da participacdo desses
genes na regulacdo da diferenciacdo dos tecidos vasculares durante o
desenvolvimento embrionario (TORNERO et al., 1996).

Gene DcB1

O gene DcB1 foi isolado e caracterizado em grupos de células embriogénicas
de cenoura e possui um dominio conservado denominado “chromo” (termo derivado
de cromatina), sendo assim chamado de gene cromobox (KIYOSUE et al., 1998). O
produto génico deste dominio é um repressor de genes homeoticos e uma proteina
heterocromatina | (HP1) de Drosophila. A este dominio € postulada a funcéo de ligar
proteinas a cromatina. Estudos quanto a expresséao diferencial de mRNA de DcCB1
revelou um aumento da expressdo durante os estadios iniciais de embribes
somaticos (estadios globular e codiforme), enquanto que foram detectados baixos
niveis deste transcrito no estadio torpedo do embrido somatico durante a formacao
da semente (KIYOSUE et al., 1998).

A existéncia de ambos os genes, homeobox e chromobox, em plantas sugere
que o mecanismo de regulacdo dos genes do desenvolvimento vegetal pode se
assemelhar ao que acontece com Drosophila, em que os genes homeobox séo
reprimidos pelo produto génico dos genes chromobox. Além disso, a identificacdo
dos chromobox abre caminho para o isolamento e identificagdo de outros genes
homeaticos possivelmente reprimidos. Estudos mais aprofundados podem elucidar
importantes eventos moleculares que ocorrem durante o padrdo de formagéo do
embrido vegetal (CHUGH & KHURANA, 2002).

PROTEINAS EXTRACELULARES

As proteinas extracelulares desempenham um significante papel no
desenvolvimento embriogénico de angiospermas (KREUGER & HOLST, 1993).
Essas proteinas e a mudancas no padrao de sua expresséo tem sido associada com
a inducdo, bem como com o inicio da embriogénese somatica (HILBERT et al.,
1992).

A cultura de células de cenoura secreta uma variedade de proteinas no meio,
um processo que contribui para o condicionamento do meio. O meio condicionado
por sua vez, como relatado, tem efeito promotor no inicio da embriogénese
somatica. Na realidade, essas proteinas ndo sdo necessariamente secretadas pelas
células embriogénicas, mas podem também serem liberadas por células néao-
embriogénicas (VAN ENGELEN et al., 1991).

Genes EP1, EP2 e EP3
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Algumas proteinas secretadas extracelularmente sdo denominadas de EP
(extracelular protein), sendo expressas por varios genes em embrides somaticos de
cenoura (DE JONG et al., 1992). As proteinas EP1 sdo um produto génico do gene
EP1 com homologia a glicoproteinas de Brassica S-locus, porém esta presente
apenas em calos ndo-embriogénicos e nao € encontrada em embrides somaticos
(CHUGH & KHURANA, 2002).

O gene EP2 codifica proteinas de transferéncia de lipidios, sendo o primeiro
gene isolado e caracterizado de culturas embriogénicas de cenoura, e revelou-se
que esta proteina € secretada extracelularmente (STERK et al., 1991). A proteina
nao é apenas secretada em culturas de células embriogénicas, mas também no
apice da parte aérea, flores em desenvolvimento e sementes maduras. O gene &
uniformemente expresso em massas pro-embriogénicas, enquanto que a expressao
diminui em células nao-embriogénicas. EP2 pode ser expresso em camadas
subepidérmicas para uma funcdo protetora, sua localizacdo € nas camadas
protodérmicas do embrido somatico e zigético, assim EP2 pode servir como um
marcador para a detec¢do da embriogénese, indicando o inicio da diferenciacdo das
células epidérmicas durante este processo (STERK et al.,, 1991). O papel exato
dessas proteinas extracelulares ainda ndo esta bem esclarecido, mas podem estar
envolvidas na regulacdo da expansao celular e na manutencdo das caracteristicas
biofisicas necessarias para a morfogénese (CHUGH & KHURANA, 2002).

Talvez o achado mais inesperado esteja relacionado ao produto do gene EP3,
envolvendo uma glicoproteina secretada (EP3), em que um mutante de cenoura
sensivel a temperatura (ts1l) sem esta glicoproteina, ndo consegue completar a
transicdo de um embrido somético num estadio globular para um estadio codiforme
(MEINKE, 1995). Existem pelo menos quatro genes EP3 responséaveis por codificar
isoenzimas homoélogas denominadas EP3 que sdo secretadas extracelularmente
(CHUGH & KHURANA, 2002). Estas proteinas sao consideradas uma quitinase
devido a sua funcdo (DE JONG et al., 1992), descrita em células mutantes de
cenoura temperatura-sensivel por bloquear o desenvolvimento normal de embrides
somaticos em temperaturas ndo adequadas (KRAGH et al., 1996). Duas dessas
isoenzimas codificadas por esses genes, EP3-1 e EP3-2, tem sido purificadas e
mostram sutil diferenca durante a formacéo do embrido em culturas recéme-iniciadas.
A proteina EP3, contudo, ndo é secretada por embribes somaticos nem zigoticos,
mas, expressa nas ceélulas do tegumento dos frutos e células do endosperma.
Assim, esta proteina pode ter um papel de cuidado durante a embriogénese zigotica,
que € imitado por células em suspensdo, das quais embrides somaticos séo
formados (VAN HENGEL et al., 2001).

Assim, a maioria das proteinas extracelulares estudadas durante a
embriogénese somatica, pertencentes a uma classe de quitinases ou glucanases,
nao estdo associadas aos estadios iniciais do desenvolvimento embrionario, mas
podem desempenhar um papel importante, criando condicbes adequadas para a
inducdo do embrido somatico e degradacdo da parede celular (CHUGH &
KHURANA, 2002).

Gene PgChi-1 e PgGhu-1

Os genes PgChi-1 e PgGhu-1 foram isolados de embrides somaticos de Picea
glauca, e codificam respectivamente uma quitinase base de classe IV e uma beta-
1,3-glucanase (DONG & DUNSTAN, 1997). Estes genes foram encontrados em
abundancia em tecidos embriogénicos, diminuindo progressivamente apos o
tratamento com acido abscisico no meio de maturacdo, apresentando, dessa forma,
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menor abundancia de embrides globulares. Transcritos relacionadas com PgGlu-1
tornaram-se abundantes novamente no inicio da formacdo de embrides
cotiledonares, porém decresceram ap0s essa fase, entretanto, as transcricbes
relacionadas com PgChi-1 também foram muito abundantes no final de embribes
cotiledonares e em plantulas in vitro. Segundo DONG & DUNSTAN (1997) os genes
PgChi-1 e PgGlu-1, assim como seus homologos, podem ter um papel na defesa
das plantas, e um possivel papel no desenvolvimento durante a maturacdo de
embriBes somaticos.

Gene DcAGP1

O gene DcAGP1 codifica uma proteina arabinogalactanas (AGP), que tem
sido recentemente isolada e caracterizada em culturas de suspensdo em cenoura
(BALDWIN et al., 2001). Este gene codifica, dentre outros produtos, um AGP nao
classico com similaridade a uma gama de proteinas encontradas na parede celular,
e é também caracteristico de PRPs (proteinas relacionadas a patogenicidade)
(CHUGH & KHURANA, 2002).

Proteinas AGPs sao proteoglicanos (10% proteina e mais do que 90%
carboidrato) encontradas em plantas superiores e hepaticas. Essas proteinas séo
comumente encontradas na membrana celular, matriz celular e parede celular
(SERPE & NOTHNAGEL, 1996). AGPs sdo exclusivas para diferentes 6rgaos
vegetais e sdo especificas para estaddios de desenvolvimento. Embora a funcgéo
biologica de AGPs permaneca inserta, diversas hipéteses tém sido propostas, por
exemplo, AGPs podem estar envolvidos na proliferacao celular, na expanséo celular
e na regulacao do desenvolvimento do embrido soméatico (NOTHNAGEL, 1997).

Tem sido mostrado que a presenca de proteinas especificas pode estar
correlacionada com a morfologia de embrides somaticos e compostos proteicos em
culturas condicionadas, podendo influenciar no processo de diferenciagdo celular
(EGERTSDOTTER et al., 1993). Técnicas imunoldgicas tem sido utilizadas para
caracterizar AGPs associados ao desenvolvimento de embrides somaticos, além
disso, essas proteinas talvez estejam envolvidas no estabelecimento do padrao de
formacdo e iniciagdo da embriogénese. E possivel também que AGPs estejam
envolvidos no contato célula-célula, desde suas propriedades estruturais e fisicas
para tornar as células mais aderidas, possibilitando associacdo com outras
macromoléculas (CHUGH & KHURANA, 2002).

GENES DE MATURACAO

Durante o estadio de maturacdo do embrido somatico ha uma rapida
alteracdo no programa de expressao génico, em que uma variedade de genes séo
ativados ou ocorre a sintese “de novo” de algumas proteinas. Os genes expressos
durante a maturacao séo especificos e tem similaridade com os genes de maturacao
do embrido zigoético (CHUGH & KHURANA, 2002).

Gene Matl

LIU et al., (1994) estudaram a expressao do gene de maturagdo Matl, cujo
nivel do transcrito aumenta com a dessecacao e desaparece sobre a reidratacdo do
embrido somatico.

Gene Dc2.15
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O gene Dc2.15 é encontrado em embries somaticos de cenoura e tem sua
maxima expressao no estadio codiforme e torpedo (ALEITH & RICHTER, 1990).

Genes LEA (Dc3, Dc8, DcEMB1, DcECP31 e DcECP40)

Durante o estadio terminal da embriogénese zig6tica, bem como na
maturacdo, ha uma desidratacdo dramatica do embrido e da semente, a qual &
caracterizada pelo aumento na concentracdo de ABA (&cido abscisico). Ao nivel
molecular ha uma expressdo especifica de genes, cujos produtos estdo em
abundéancia, que tornam as células capazes de sobreviver ao periodo de
dessecacdo. Esses genes estdo presentes em estadios tardios da maturacdo do
embrido e sdo conhecidos como genes de proteinas abundantes na embriogénese
tardia (LEA — late embryogenesis abundant). Todos os genes LEA possuem uma
seqguéncia de alta homologia e sédo regulados por ABA, desempenhando um papel
chave na tolerancia a dissecacdo em diferentes espécies (CHUGH & KHURANA,
2002).

A caracteristica dos genes LEA é descrita pela sua inducdo prematura e pela
sua expressao devido ao tratamento exdégeno com ABA. Durante a embriogénese
somatica, membros génicos LEA foram primeiro identificados em embrides
somaticos de cenoura — Dc3, Dc8, DcECP31, DcECP40, DcEMB1 (ZIMMERMAN,
1993). Estes genes séo utilizados como marcadores moleculares da embriogénese
somatica, dependendo de seu padrdo de expressdo durante varios estadios da
diferenciacdo do embrido somatico.

O gene Dc8 é expresso em embrides e endosperma de embrides zigoticos, e
o0 padrédo de expressdao do mRNA é similar entre o embrido somatico e o zigatico.
Contudo, foi descoberto que a expressdo de Dc8 esta associada, mas nao é
dependente da embriongénese somatica (FRANZ et al.,, 1989). O gene EMB1 é
expresso somente em tecidos embriogénicos durante a transi¢cdo do estadio globular
para o torpedo no embrido e se acumula especificamente em regibes
meristematicas. O gene EMB1 pode estar envolvido na protecao contra desidratacao
durante a maturacdo do embrido (WURTELE et al., 1993). Os genes DcECP31 e
DcECP40 estdo descritos junto com os Genes de Reposta Hormonal (no topico
“Gene DcECP63, DcECP40 e DcECP31”) deste trabalho.

A maioria dos genes expressos diferencialmente durante a embriogénese
somatica pertence a familia génica LEA. A extensa distribuicdo desses genes entre
os diversos seres vivos implica que podem ser primitivos, e, portanto, com
importante papel devido a sua permanéncia no processo evolutivo (SHIH et al.,
2008). Como descrito, os produtos desta familia de genes podem estar relacionados
com uma funcdo de osmoprotecdo, como defesa de estruturas celulares nos
embrides maduros de sementes durante a dessecacao e prevengado da germinacéo
precoce dos embrides zigéticos durante o desenvolvimento da semente (WILDE et
al., 1995; DONG & DUNSTAN, 2000; SHIH et al., 2008).

Genes MsSLEC1 e MsSLEC?2

Os genes MsLEC1 e MsLEC2 expressdo lectinas, que sao proteinas
associadas a carboidratos e que estdo presentes em microrganismo, animais e
plantas. A fungéo das lectinas vegetais ainda é desconhecida, embora tenha sido
atribuida varias funcdes como o reconhecimento simbidtico, armazenamento de
semente, defesa contra predadores e patdégenos, regulacdo do crescimento,
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mediacdo do reconhecimento entre pistilo e pdlen e varias outros fendbmenos de
reconhecimento (SHARON & GOLDSTEIN, 1998).

A expressao diferencial de lectinas durante os varios estadios do
desenvolvimento do embrido somético e zigdtico tem sido destacada na
embriogénese de alfafa, demonstrando sua importancia. Embrides no estadio tardio
apresentaram um aumento na acumulacdo de mRNAs de MsLEC1 e MsLEC2,
revelando um forte indicio de que esses MRNAs sejam criticos para o
desenvolvimento do embrido de alfafa, e sua funcdo pode também envolver a
regulacéo do crescimento durante a formacéo do padrao embriogénico (BRILL et al.,
2001).

PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO — HEAT SHOCK PROTEINS (HSPS)

Uma série de proteinas de choque térmico (hsps — heat shock proteins) foram
isoladas e estudadas para determinar seu padrdo de expressdo em embribes
zigoticos. Nos embrides somaticos muitos desses genes que codificam “hsps” séo
expressos diferencialmente. Foi observado que tratamentos com choque térmico
pode inibir transitoriamente o crescimento de embrides globulares, enquanto que em
outros estadios do embrido, as mesmas condicbes de estresse, existe uma
recuperacao completa, continuando seu desenvolvimento normal
(PUIGDERRAJOLS et al., 2002). Os embrides globulares apresentam menor sintese
e acumulo de mRNAs “hsps” de baixo peso molecular, comparado com 0s outros
estadios de desenvolvimento ou do que calos indiferenciados (GYORGYEY et al.,
1991). As proteinas de choque térmico (hsps) também sédo expressas durante o
desenvolvimento de embrides somaticos em resposta a hormoénios, tais como o 2,4-
D (KITAMIYA et al., 2000).

Gene Mshspl18

Os genes Mshspl8-1 e Mshspl18-2 foram isolados de culturas de células em
suspensdo de alfafa, ambos codificam pequenas “hsps” (GYORGYEY et al., 1991).
Os mMRNAs de Mshspl8 ndo sdo detectados em raiz ou tecidos foliares, baixos
niveis podem ser encontrados em suspensao de microcalos (MCS — microcallus
suspension), porém um alto nivel desse mRNA também foi detectado em embrides
somaticos derivados de MCS. O nivel de transcricdo de Mshspl8 pode ser
aumentado pela elevacao da temperatura, tratamento com CdCl, (cloreto de cadmio)
e chogue osmotico em cultura de células (GYORGYEY et al., 1991). Estes estudos
unidos indicam que “hsps” podem ter um papel especifico durante as mudangas no
desenvolvimento de células vegetais (CHUGH & KHURANA, 2002).

Gene Dchspl

O gene denominado Daucus carota heat-shock protein 1 (Dchsp-1), esta
relacionado a proteinas de choque térmico com baixo peso molecular e foi
descoberto por ser expresso durante o desenvolvimento do embrido de cenoura
(CHUGH & KHURANA, 2002).

Dchsp-1 exibe constante expresséo durante o desenvolvimento de embrides
somaticos, tem sido isolado e caracterizado a partir de hipocoétilos de cenoura
induzidos por auxina, sendo, portanto um dos genes induzidos por auxinas. Este
gene é capaz de responder a outros hormdnios e a condigdes de estresse, tais como

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.8, N.14; p.567 2012



metais pesados e altas concentracdes de citocininas, descritas como indutoras da
embriogénese somatica (KITAMIYA et al., 2000).

PROTEINAS DE GERMINACAO (GERMINAS — GERMINS)

Os genes de germinacao foram primeiramente descritos durante a
germinacdo de trigo e expressam proteinas de regulacdo do desenvolvimento
(PATNAIK & KHURANA, 2001). Estas proteinas se ligam i6nicamente a parede
celular tornando as células resistentes a desnaturacdo e a proteases, possuindo
atividade enzimatica de oxalato oxidase (catalisa a oxidacdo do &cido oxalico a
diéxido de carbono e peroxido de hidrogénio) conferindo um papel no
desenvolvimento e respostas de defesa vegetal (SEGARRA et al., 2003).

Proteinas do tipo germin desempenham um papel significante durante a
embriogénese somatica e zigotica (PATNAIK & KHURANA, 2001). O nivel de
transcricdo de genes que codificam as proteinas germins é aumentado pelo estimulo
hormonal de auxinas, como o 2,4-D (BERNA & BERNIER, 1999).

Gene PcGER1

PcGER1 foi o primeiro gene que expressa germins isolado, sequenciado e
caracterizado em embrides somaticos de pinho-do-caribe (Pinus caribaea), é
expresso em embrides somaticamente quiescente e embrides zigoéticos ativos dessa
espécie e esta ausente em todas as células ndo embriogénicas, bem como no
gametofito feminino. A deteccdo de proteinas do tipo germin ligadas ionicamente a
parede celular do embrido somatico pré-globular de pinho do caribe, e ndo nos calos
nao embriogénicos, possibilita seu uso como um marcador molecular da
embriogénese somatica. Isto também indica que germins podem estar envolvidas na
iniciacdo e terminacdo da expansdo da parede celular durante a embriogénese
somatica (NEUTELINGS et al., 1998).

MUTANTES zZIGOTICOS

Pesquisas com mutantes tem aumentado grandemente a compreensao da
atividade funcional de numerosos genes que nao puderam ser investigados por
outras técnicas. Mutagcdes em genes que regulam o desenvolvimento floral ou o
desenvolvimento do embrido e o padrédo de formacéo tém sido estudadas e tem
ajudado significantemente na identificacdo de varias classes de genes especificos
(CHUGH & KHURANA, 2002).

Esta estratégia torna mais facil a compreensdo dos acontecimentos
relacionados a embriogénese zigdtica. Varias classes diferentes de mutantes
embrionarios foram identificadas em plantas superiores. Muitos mutantes séo
defeituosos nos estadios iniciais da divisdo celular e na morfogénese, outros nao
conseguem acumular pigmentos e substancias de reserva durante a maturacao, ou
ainda sao interrompidos no processo de dorméncia e germinacdo (MORDHORST et
al., 2002). Normalmente a falta dos produtos génico de muitos mutantes ndo é
inicialmente essencial para o desenvolvimento embrionario, mas sim, 0s torna
susceptiveis a deficiéncia em genes com funcdo de limpeza (housekeeping).
Embora esta informagdo possa ser desencorajadora para os bidlogos do
desenvolvimento, o interessante € encontrar genes que desempenham um papel
direto na regulacéo da embriogénese vegetal (CHUGH &KHURANA, 2002).
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Mutantes embrionarios diferem no local inicial da acdo génica. O defeito
primério em alguns mutantes embrionarios é limitado aos tecidos do endosperma,
sendo o desenvolvimento do embrido desses mutantes muitas vezes alterado
indiretamente em consequéncia ao defeito do endosperma (BERGER, 1999).
Embora os estudos mais extensos com mutantes embrionarios tenham sido
realizados com milho e Arabidopsis thaliana, foram também descritos mutantes em
cevada, cenoura, arroz e ervilhas (CASTLE et al., 1993). A maioria destas mutacdes
recessivas de perda de funcdo foram induzidas por agentes mutagénicos quimicos,
raios X, elementos transponiveis, ou T-DNA via Agrobacterium tumefaciens
(MEINKE, 1995).

Mutante clv (clavata)

A partir do meristema apical aumentado da parte aérea do mutante clavata
(clv) obteve-se grupos de células embriogénicas, especula-se que este fato aumenta
0 numero de células meristematicas e facilita a criacdo de embrides somaticos
(CHUGH & KHURANA, 2002).

Em contrapartida, MORDHORST et al., (2002) relataram que culturas de
células embriogénicas podem ser obtidas sem o meristema apical aumentado da
parte aérea, a partir dos mutantes stm (shoot meristem less), wus (wuschel) e
zll/pinh (zwille/pinhead).

Mutante lec (leafy cotyledon )

Os genes LEC (LEAFY COTYLEDON), LEC1 e LEC2, tem sido envolvidos na
regulacdo embriogénica durante o estadio inicial e tardio do desenvolvimento
embrionario. Estes genes tem efeito pleiotropico e sdo requeridos para um
desenvolvimento normal durante a morfogénese, bem como nos estadios de
maturacdo (MEINKE et al., 1995). Durante a embriogenese inicial, os genes LEC
sdo requeridos para a suspensdo especifica de células e para identificar os
cotilédones, e sdo necessarios durante o estadio de maturacdo para aquisicdo de
tolerancia a dessecacdo e expressao de varios genes de maturacdo especificos.
Assim, genes LEC desempenham um papel central no controle de varios aspectos
da embriogénese zigética e podem funcionar como reguladores da morfogénese
conferindo competéncia embriogénica as células (LOTAN et al., 1998). REIDT et al.,
(2000) sugerem que esse genes estdo envolvidos no estabelecimento de um
ambiente celular, promovendo coordenacdo do desenvolvimento do embrido na
morfogénese e nos estadios de maturacao.

Mutante pkl (pickle)

Outro mutante interessante é o pickle (pkl) de Arabidopsis que nao reprime as
caracteristicas embrionéarias, exibindo caracteristicas embriogénicas ap0s a
germinacado. As raizes primarias do mutante pkl algumas vezes ndo conseguem se
desenvolver normalmente apdés a germinacdo, e ao invés disso, exibem
diferenciacdo embrionaria caracterizada pela expressdo génica de proteinas de
estoque da semente e acumulacdo de grandes quantidades de lipidios neutros
(OGAS et al., 1997).

Mutante stm (shoot meristem less )
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Os mutantes stm (shoot meristem less), wus (wuschel) e zll/pnh
(zwille/pinhead) séo considerados deficientes embriogénicos no meristema apical da
parte aérea, sendo denominados de SAM (shoot apical meristem).

O mutante stm (shoot meristem less) mostra funcionamento defeituoso ou
auséncia do meristema apical da parte aérea em embrides maduros. Assim,
embrides zigbticos mutantes em desenvolvimento sdo uma importante ferramenta
genética que facilitam o entendimento de mecanismos que regulam a morfogenética
e eventos de diferenciacdo embrionario (SCHRICK et al., 2000).

Mutante wus (wuschel )

Os genes homeobox wuschel (wus) e shoot meristem less (stm) codificam
dois reguladores da formagédo e manutencao do meristema em Arabidopsis, mas sua
interacdo nomeristema ainda néo esta totalmente esclarecida (LENHARD et al.,
2002).

LENHARD et al., (2002) sugerem que wus e stm participam no meristema
apical de maneira diferenciada, wus especificando um subconjunto de células no
centro do meristema, enquanto stm € necessario para suprimir a diferenciagdo em
toda a cupula do meristema, permitindo, assim, que células geradas sejam
novamente divididas antes de serem determinadas.

Mutante zll/pnh (zwille/pinhead )

Embrides e plantulas mutante zll/pnh, em contraste com os mutantes stm e
wus, podem iniciar, pos-embrionicamente, brotos adventicios completamente
funcionais decorrentes dos meristemas presentes nos nés cotiledonares, capazes de
formar uma planta normal e fértil (LYNN et al., 1999).

Segundo MORDHORST et al., (2002) o produto do gene zll/pnh &
especificamente necesséario para a formagdo de um embrido funcional e ndo para
manutencdo da funcdo do meristema ou estabeleciemento pds-embrionario
(organogénese).

CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, tem havido uma adequacgdo para combinar as ferramentas
da biologia molecular com o poder da genética. Futuras pesquisas no ramo da
biologia molecular vegetal ndo estardo apenas voltadas para o simples isolamento e
caracterizacdo de um grande numero de genes expressos durante o
desenvolvimento embrionario vegetal, mas também na determinagéo do significado
biologico destes genes, demonstrando o que acontece quando sua funcdo é
interrompida. Isso pode ser realizado pela criacdo de plantas transgénicas que
expressem uma construcdo antitese ou pelo trabalho com genes que ja foram
interrompidos pela perda de funcéo por mutagdo (MEINKE, 1995).

A estratégia geral na analise genética é a utilizacdo de mutantes como
marcadores de linhagens celulares ou como veiculos para a identificacdo de genes
essenciais. A analise genética tem desempenhado um papel cada vez mais
importante em recentes estudos no desenvolvimento vegetal. No entanto, nem todos
os genes podem ser identificados facilmente pelas mutacdes recessivas de perda de
funcdo. Genes que estdo duplicados no genoma, genes que Sa0 necessarios para
os estadios iniciais da gametogénese, e genes que desempenham funcdes
redundantes, ndo essenciais, ou detectaveis somente em circunstancias unicas,
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geralmente, escapam da deteccdo na leitura de mutantes. O poder da genética néo
esta voltado para a identificacdo de cada unidade de transcricdo no genoma, mas
sim permite focar os genes que devem ser expressos para O crescimento e
desenvolvimento normal do individuo (MEINKE, 1995).
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