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Introducao

A domesticacdo das plantas pelas mulheres a cerca de 12000 mil
anos marcou o inicio da agricultura. A domesticacao e o cultivo das plantas
como fonte de alimentos permitiram que o homem deixasse a vida nhdmade
e se estabelecesse em locais de vida permanentes , como as vilas e
cidades, podendo gastar menos tempo a procura de comida o que permitiu
o rapido desenvolvimento e evolugdo cultural. Um dos problemas mais
antigos encontrados pelos agricultores foi o controle de plantas néo
desejaveis que nasciam juntamente com aquelas semeadas. Portanto o
controle de plantas invasoras é uma das mais antigas atividades do homem
agricultor. Na agricultura moderna onde a uniformidade e qualidade dos
produtos sdo fatores fundamentais para o sucesso, o controle das plantas
daninhas tem ainda maior importancia. O desenvolvimento de novas
tecnologias que permitam o controle de forma mais eficiente das plantas
invasoras sdo importantes para garantir a sustentabilidade dos agricultores
e dos ambientes agricolas.

A descoberta e introducéo de genes de resisténcia a herbicidas nas
principais culturas de importancia agricola tiveram uma réapida adocado pelos
agricultores de todo o mundo e promoveram uma mudanca no patamar
tecnologico utilizado. Assim a selecdo de genodtipos resistentes aos
herbicidas passou a ser um fator importante para a competitividade de todo
o0 setor agricola.

Varias técnicas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de
gendtipos resistentes a herbicidas, desde as técnicas do melhoramento
classico até as técnicas mais recentes da biotecnologia. Portanto, este
artigo tem por objetivo discutir as possibilidades das diferentes técnicas do
melhoramento genético para a selegdo de gendtipos de espécies cultivadas
resistentes a herbicidas.
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Melhoramento genético

A partir de espécies silvestres 0 homem obteve as espécies que
hoje cultiva, as quais acumularam modificac6es selecionadas para o uso
agricola. Essas modificagbes nas plantas silvestres para tipos cultivados foi
praticamente toda inconsciente e somente no final do século XVIII é que
surgiu o primeiro relato escrito da eficiéncia da selecdo (escolha) consciente
de plantas com o objetivo de melhora-las. Porém, foi no século XIX que o
melhoramento de plantas mais metddico tomou impulso.

O melhoramento de plantas é a arte e a ciéncia de modificar
geneticamente as plantas em beneficio do homem. Como arte, depende da
intuicdo e das experiéncias passadas que séo Unicas de cada individuo. As
atividades do melhorista se parecem com as atividades dos artistas, em
ddvidas, ansiedade, tensdo, emocdo, realizacdo, decepcao e jubilo. A
passagem do conhecimento artistico se da de forma empirica através da
convivéncia com os melhoristas mais experientes. Como ciéncia, o
melhoramento depende dos conhecimentos de agronomia, dos principios da
genética e de outras ciéncias correlatas como botanica, bioquimica,
fisiologia e estatistica.

As estratégias utilizadas no melhoramento sdo bastante simples e
os elementos principais dessas estratégias sdo (Phoelman,1987):

1. reconhecer as caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das
diferentes espécies que sao importantes para a adaptacao,
rendimento e qualidade das diferentes culturas;

2. desenhar técnicas que permitam avaliar o potencial para as
caracteristicas de importancia nas diferentes populacbes e
genotipos;

3. procurar novas fontes de genes para as caracteristicas desejadas;

4. desenvolver meios para combinar as caracteristicas desejaveis em
genotipos com potencial para ser uma nova variedade;

Por outro lado as técnicas utilizadas s8o bem conhecidas e estdo todas
direcionadas para a identificacdo, criagdo e recombinacdo da variabilidade
presente na espécie de interesse. As técnicas podem ser diferenciadas
quanto a utilizacdo ou ndo da reproducao sexual e foram descritas por
Paterniani (2002) como:

1.Com reproducéao sexual
selecdo - intra e interpopulacional
hibridacdo - intra e interespecifica
heterose - vigor hibrido
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2.Sem reprodugdo sexual:

ploidia- altera¢g6es no nimero de cromossomos

mutagenese - inducgédo artificial de mutacoes

variagdo somaclonal - reproducgdo de individuos a partir de células
somaticas

hibridagcdo somética - fus@o de protoplastos

cibridos-citoplasma e organelas da espécie A e nlcleo da espécie B

transgenia - transferéncia de genes exdgenos

transplastomia - transferéncia de plastideos exdgenos

Destas técnicas aquelas com maior potencial e importancia para a
obtencdo de plantas cultivadas resistentes a herbicidas serdo abordados
com mais detalhe a seguir.

Métodos para a obtencdo de plantas resistentes a herbicidas

Neste trabalho uma planta suscetivel é definida como aquela em
que o produto aplicado causa alteragbes no seu crescimento e
desenvolvimento e na maioria das vezes o efeito € tdo pronunciado que leva
a planta a morte. Uma planta é chamada resistente quando mantém seu
crescimento e desenvolvimento mesmo quando foram aplicadas doses do
produto bem mais altas das usadas comercialmente . Plantas resistentes
podem revelar efeitos temporarios que apés algum tempo desaparecem. A
resisténcia tratada neste trabalho é aquela devida a presenca de genes
nucleares ou dos cloroplastos , que é estavel e transferida para as
progénies nas préoximas geragoes.

1.Selecdo dentro da variabilidade existente

Desde os primoérdios da agricultura que o homem tem selecionado
tipo diferentes que apareceram com o decorrer do desenvolvimento das
populagdes. As mutagBes espontdaneas sao as fontes primarias de
variabilidade genética e a recombinacdo de diferentes mutantes sédo a
causa do aparecimento de novos genétipos. Portanto é possivel que dentro
da espécie de interesse existam genoétipos que tenham ja resisténcia a
algum herbicida especifico. Trabalhos em que ocorreram erros, com a
aplicagcdo de herbicidas sobre espécies cultivadas demonstraram que
gendtipos apresentaram diferencas quanto a resposta ao herbicida aplicado.
Estes trabalhos demonstraram que mesmo sendo os produtos quimicos de
origem recente , pelo menos para alguns compostos ja existiam mutacdes
espontaneas para a resisténcia nos genétipos dentro das espécies
cultivadas.

O primeiro passo para a identificacdo de gendétipos resistentes é o
teste de um grande numero (milhares) de gendtipos da espécie cultivada.
Para isso sdo semeados em laboratério ou a campo uma pequena amostra
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de cada gendtipo fixo e sobre eles é aplicado o herbicida no estadio de
plantula ou de planta adulta. Alguns genétipos podem ser resistentes e nao
apresentarao qualquer injuria com a aplicacdo do herbicida. Por outro lado,
€ possivel que para alguns herbicidas ndo sobrevivam nenhuma planta, isto
significa que ndo ha variabilidade para a caracteristica na espécie cultivada,
e sem variabilidade ndo é possivel ter progresso genético e selecionar
plantas resistentes. Uma fonte importante de genétipos sédo os bancos de
germoplasma, onde uma grande colecdo de cultivares antigas e
selecionados nos mais diferentes ambientes sdo mantidos e conservados.
Para aquelas espécies que apresentam uma série polipléide com aveia,
trigo e brassicas é possivel testar os diferentes genodtipos nos diferentes
niveis de ploidia e se identificado genes de resisténcia estes podem ser
passados para as variedades adaptadas pelos métodos convencionais de
cruzamento e retrocruzamentos.

Se ndo existir genes de resisténcia nos genotipos cultivados nem
naqueles préximos € possivel tentar identificar em espécies silvestres ou
daninhas aparentadas genes de resisténcia a herbicidas. Uma vez
identificados, genes de resisténcia, estes podem ser transferidos através
das técnicas do melhoramento classicos para as variedades convencionais.
A grande maioria das muta¢des espontaneas sao em um Unico ou poucos
genes que podem ser facilmente introduzidos em genétipos com bom
potencial agronémico.

O grande problema da busca de mutantes espontaneos € o grande
nimero de gendtipos que tem que ser testados, e pode nao existir
variabilidade para o herbicida especifico o que impediria qualquer progresso
na obtencdo de plantas resistentes. Outro ponto importante € o tempo
necessario para testar um grande numero de gendétipos, e o0 rapido
desenvolvimento de outras técnicas de obtencdo de plantas resistentes a
herbicidas.

As mutacgdes discutidas até aqui sdo aquelas com grande efeito no
fendtipo, mas é possivel que exista variabilidade com genes de pequeno
efeito dispersos nos diferentes genétipos da populacdo. Pode ser que para
algum herbicida especifico existam genes de pequeno efeito que
isoladamente ndo garantam resisténcia ao genoétipo, mas pela selecdo
especialmente selecdo recorrente € possivel juntar num mesmo genoétipo
muitos genes com pequeno efeito que podem garantir resisténcia suficiente
para ser utilizada no campo.

2.Inducéo de variabilidade

Quando ndo sdo encontrados mutantes espontaneos existem
técnicas que permitem aumentar a variabilidade genética dentro da espécie
cultivada.O aparecimento de mutantes pode ser potencializado pela
aplicacdo de um agente mutagénico. Normalmente sado utilizadas radiagdes
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ionizantes e diferentes produtos quimicos. As técnicas de cultura de células
e tecidos também tem gerado um grande numero de variantes chamados
variantes somaclonais. A frequéncia que os genes mutam varia bastante e
por causa do sistema de reparo do DNA, para alguns genes a frequéncia de
mutantes pode ser muito baixa.

Uma das formas mais tradicionais de produzir mutantes € através
da aplicacdo de agentes mutagénicos em sementes. Milhdes de sementes
sdo submetidas ao agente mutagenico e apés é realizado um teste para a
identificacdo dos mutantes desejados. Exemplos da aplicagdo desta técnica
foi a obtencdo de plantas de arroz resistentes aos herbicidas do grupo
imidazolinonas (Menezes e Ramirez, 2002). A resisténcia aos herbicidas é
uma das formas mais faceis de selecionar os tipos resistentes, pois basta a
aplicacao do herbicida e as plantas que sobreviverem serdo as resistentes.
Entretanto, € bem provavel que o tipo mais freqliiente de mutante vai ser
similar ou nos mesmos genes que ocorrem com maior freqiéncia nas
mutacdes espontaneas.

Para aumentar a probabilidade dos mutantes desejados apds a
aplicacdo do agente mutagenico, as sementes podem ser colocadas a
germinar com o herbicida especifico e apés fazer sua aplicagéo direta sobre
as plantulas e selecionar as que apresentam resisténcia. Exemplo deste tipo
de trabalho foi realizado com trigo, por (Shaner et al. 1996) onde a
mutagenese e a selecdo foi realizada em 4 etapas distintas: 1. Tratamento
de 5000 sementes com mutagénico quimico (Azida sodica); 2. Sementes
forma embebidas com herbicida 25 ml/l de 1 M imazethapyr por 3 dias; 3.
Foi realizada irrigagdo e pulverizagdo com 300g ha'l do mesmo herbicida;
4.Sementes que emergiram em até 4 semanas foram transplantadas para
solo normal. Dum total de 120 000 plantulas testadas somente 4 foram
resistentes (gene semidominante). Por outro lado, a aplicacdo de agente
mutagénico em mais de um milhdo de sementes de A. thaliana néo
apresentou nenhum planta resistente ao glifosato. J& para grama (turf
grass) varios ciclos de selecdo sequencial apresentaram plantas com
resisténcia até 4 vezes aquele das plantas ndo selecionadas.

Alguns autores sugeriram a aplicacdo do agente mutagenico em
graos de pdlen onde teoricamente seria mais provavel a obtengao de
mutantes, pois trata-se de tecido hapléide.Em milho penddes foram
cortados dez dias antes da antese e colocados em meio liquido com e sem
40 mg/l de chlorsulfuron e o pdlen apos foi utilizado para polinizar uma
linhagem com gendétipo conhecido. As sementes resultantes foram
semeadas em casa de vegetacdo e pulverizados com chlorsulfuron (23
g/ha). Foi possivel separar o pélen provenientes das plantas resistentes
daquelas néo resistentes ao herbicida ( Frascaroli e Songstad, 2001).

A grande vantagem deste método é que pode ser aplicado em
laboratorio, utilizando pequeno espacgo, sendo possivel selecionar um
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grande numero de individuos, podendo ser aplicado diferentes agentes
mutagénicos em uma unica vez ou em forma sequencial. Para cada espécie
de planta e agente mutagénico existe uma dose ideal a ser aplicada. Por
outro lado, as mutagfes provocadas sdo ao acaso e pode néo ser atingida a
parte do DNA que carrega os genes potenciais de resisténcia. Ainda é
possivel que ocorram varias mutacSes simultdneas afetando outras
caracteristicas desejadas.

3.Variacao somaclonal

A cultura de células e tecidos em meios apropriados tem sido uma
fonte importante de variantes. Quando as células sdo desorganizadas na
forma de calo pode ocorrer uma reorganizacdo do genoma, provocando o
aparecimento de variabilidade genética que pode ser selecionada e
transmitida para as progénies. As partes da planta utilizadas na cultura de
tecidos sdo chamados explantes e que podem variar conforme a espécie. A
freqliéncia de mutantes obtidos desta forma é bem mais alta que as demais,
mas varia bastante entre as diferentes espécies de plantas. Também é
possivel selecionar para resisténcia ‘in vitro ‘, pela aplicacdo do agente
seletivo no meio de cultura, assim é possivel selecionar calos resistentes a
determinado herbicida pela aplicagdo do mesmo no meio de -cultura.
Exemplos da utilizacdo da variabilidade obtida pela variagdo somaclonal sédo
a selecao de linhas de fumo, soja e linho resistentes a sulfonyluréias. Em
calos de milho cultivados na presenca do herbicida imidazolinone foram
regeneradas varias linhas resistentes sendo que a resisténcia foi devida a
um ou dois genes dominantes que foram depois introduzidos por sucessivos
retrocruzamentos para linhas endogamicas com bom potencial agronémico.

O método tem uma limitacdo que ndo pode ser empregado em
espécies, e dentro das espécies genoétipos que sao recalcitrantes e nao
podem ser regeneradas ‘in vitro’. Normalmente aparecem grande variagdo
em muitos caracteres que nem sempre sdo na direcdo desejada pelo
melhorista. A probabilidade de aparecer mutantes para o carater desejado
vai depender da freqliéncia de mutacdo no gene, alguns genes apresentam
uma freqiéncia muita alta de mutantes quando as plantas sdo regeneradas
‘in vitro’.

4. Fusao de protoplastos

A fusdo de células somaticas de duas espécies diferentes pode
gerar plantas regeneradas e férteis, especialmente quando o cruzamento
sexual é dificil de realizar. Também é possivel aplicar no meio de regenerar
0 agente seletivo no caso um herbicida e obter plantas resistentes. Esta
técnica também oferece a possibilidade de realizar cruzamentos
interespecificos de espécies distantes e portanto a transferéncia dos genes
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de resisténcia de uma espécie para outra. A principal dificuldade é a de
obter protoplastos que possam ser regenerados em plantas e que estes
sejam férteis.

5. Transformacéo

Com a descoberta dos mecanismos de transferéncia de genes entre
espécies diferentes se abriram novas possibilidades na selecdo de plantas
resistentes a herbicidas. A obtencdo de plantas transgénicas com
resisténcia a herbicidas tem sido muito importante no final dos anos
noventa. Neste ano pela primeira vez vai ser plantada mais soja transgénica
resistente ao herbicida do que a ndo transgénica (James,2002). O sucesso
da adocgéo desta tecnologia pelos produtores despertou um grande nimero
de trabalhos tentando identificar em bactérias e fungos genes que possam
determinar resisténcia a herbicidas com base em um dos seguintes
mecanismos: 1. alteracdo no sitio alvo do herbicida; 2. genes que possam
detoxificar o herbicida; 3. previna o herbicida de chegar no alvo de acéo;
4.superexpressar uma enzima que se sobreponha ao efeito do herbicida.
Resisténcia a bromoxynil em Canola, incorporagdo do gene oxy tirado de
uma bactéria de solo que confere a abilidade de metabolizar este grupo de
herbicidas ( Cuthbert et al., 2001).

A inclusdo e expressdao da fosfinotricina acetyltransferase em
tecidos de plantas de meldo, melancia, pepino e moranga proporcinou
resisténcia ao herbicida glufosinate Shiboleth et al. 2001). Como método de
introducéo foi utilizado como vetor um potyvirus.

A tendéncia atual é a de aumentar o nimero de genes clonados de
diferentes organismos que possam ser transferidos através da biologia
molecular para as plantas e aumentar muito nosso conhecimento das
diferencas moleculares entre alelos resistentes e susceptiveis aos
herbicidas. Comparagdo nas seqiiéncias de aminoéacidos revelaram que
uma simples substituicdo de isoleucina por leucina discrimina a Acetil
Coenzima A Carboxilase (ACCase) resistente e sensivel ao herbicida
sethoxydim (Deile, Wang e Darmency, 2002). Também uma simples
substituicdo de uma base e o correspondente aminoacido (troca da teonina
por isoleucina) num gene ( - tubulina) que diferencia algumas plantas
resistentes e suscetiveis ao herbicida trifluralina (Anthony et al., 1998).

Uma forma também possivel de obter mutantes é a utilizacdo das
técnicas da biologia molecular para eliminagdo de caracteristicas
especificas da planta pela inibicdo ou supressdo da expressdo génica.
Normalmente é utilizada mRNA sintetizado da fita ndo codificadora do DNA,
chamada de antisense que modifica a expressao do gene podendo mudar
completamente uma caracteristica. Exemplo foi a obteng¢do de tomate longa
vida. Pode ser obtido uma planta resistente ao herbicida pela alteragdo no
sitio de atuag&o do herbicida.
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Modificagcdes de cloroplastos e mitocondrias: Uma célula de uma
planta pode conter mais de 100 cloroplastos e cada um pode ter mais de
900 copias do DNA. Devido ao grande numero de coOpias do DNA os
cloroplastos podem conter altos niveis de proteina externa.Outras
vantagens sao que ao contrario das outras formas de obtencdo de plantas
transgénicas, a insercdo de genes é feita sempre no mesmo local. Como
estas organelas possuem material genético, estes podem trazer genes de
resisténcia a herbicidas e também podem ser inseridos genes que possam
trazer variabilidade para a resisténcia aos herbicidas nas espécies
cultivadas. A introducdo de genes nas organelas permite diminuir um dos
problemas de plantas transgénicas que € a dispersao de pdlen para plantas
indesejadas causando poluicdo genética, uma vez que o material genético
das organelas tem heranca materna, nao € transmitida pelo pdlen. Exemplo
de transformacdo de cloroplasto para varios caracteres e também para a
resisténcia aos herbicidas glifosato e bialaphos foram reportados por Daniell
et al.( 2002).

6. Efeitos pleiotrépicos

Quando da incorporacao dos genes de resisténcia aos herbicidas é
possivel que ocorram modificagcbes em outras caracteristicas da planta, ou
seja pode ocorrer uma forma de penalidade pela incorporacdo dos genes de
resisténcia. Entretanto, estas penalidades nédo estdo associados ao método
de introducdo do gene de resisténcia, mas pelas peculiaridades dos
mecanismos de resisténcia a herbicidas do gene incorporado.

7.Consideracoes finais

O numero de plantas cultivadas resistentes aos herbicidas é
bastante grande e abrange resisténcia a grande maioria dos compostos
utilizados na agricultura. A utilizagdo na agricultura com grande sucesso de
plantas transgénicas resistentes os herbicidas totais aumentou o interesse e
o0 nimero de pesquisas visando a obtencéo de plantas resistentes aos mais
diversos compostos. Por outro lado o desenvolvimento de técnicas de
transgenia mais seguras do ponto de vista ambiental, como a utilizacdo da
transformacdo de cloroplastos abrem novas perspectivas para a larga
utilizacdo deste tipo de resist6encia na agricultura do terceiro milénio. No
Brasil ha claramente um divércio grande dos melhoristas e pesquisadores
da area de plantas daninhas prejudicando desta forma o desenvolvimento
de pesquisas mais consistentes nesta area. Esta mais que na hora de
juntar estas duas areas de tanta importancia em equipes multidisciplinares
para a realizacdo de trabalhos conjuntos envolvendo os principais
compostos e culturas de interesse nacionais.
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