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O melhoramento genético vegetal pode ser definido de forma bastante sim-
plificada e generalizada como a arte e a ciéncia de modificar plantas ou seu
desempenho em beneficio da humanidade (POEHLMAN e SLEPER, 1995).

A matéria-prima utilizada pelos programas de melhoramento é a variabi-
lidade ou diversidade genética existente em uma espécie ou em espécies
correlatas que sdo capazes de se intercruzar. Mais recentemente, com o ad-
vento das tecnologias de transformacao genética, abriu-se a possibilidade
de introduzir genes de espécies evolutivamente tao distantes e nao relacio-
nadas geneticamente que nao possuem a capacidade de cruzamento entre
si. Assim, em teoria, qualquer ser vivo, até mesmo virus, pode contribuir com
genes para o melhoramento de uma dada espécie vegetal. Porém, neste
resumo, tratar-se-a apenas dos pools génicos primario, secundario e ter-
ciario, que abrigam espécies Uteis ao melhoramento vegetal tradicional. A
esse conjunto denomina-se recursos genéticos vegetais, ou seja, qualquer
material genético (vegetal) que apresenta interesse sécio-econdmico atual
ou potencial, termo cunhado por Erna Bennet, na década de 1960 e interna-
cionalmente adotado apds conferéncia sobre Exploragdo, Uso e Conservagédo
dos Recursos Genéticos Vegetais, em 1967, organizada pela Food and Agricul-
ture Organization (FAO) e International Biological Programme (IBP).

A partir de 1967, diante da crescente erosdo genética observada em espécies
cultivadas, e com os resultados da conferéncia, instituicbes de pesquisa de
todo o mundo passaram a trabalhar de forma mais organizada e sistemati-
zada nos temas de coleta, conservacao e intercambio de recursos genéticos.
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Apesar da importancia da conferéncia de 1967 e por esta representar um
marco histdrico para as agcdes de conservagao e uso dos recursos genéticos,
a partir do momento em que o homem passou a cultivar seu alimento, e por
isso, obrigatoriamente passou a conservar sementes e plantas, podemos di-
zer que tiveram inicio as atividades de conservac¢ao de recursos genéticos.

Ja no século 20 (1926-1935), ha que se destacar o fabuloso trabalho do rus-
so Nicolai Ivanovich Vavilov que viajou por 52 paises, coletando sementes
de espécies selvagens e cultivadas, buscando encontrar padrées de distri-
buicao geogréfica. Como resultado, estabeleceu os centros de origem das
espécies cultivadas em Vavilov.

Como consequéncia das Conferéncias da FAO nas décadas de 1960 e 1970, os
paises comecaram a estabelecer grandes colecdes de germoplasma. Nesse
periodo, no Brasil, foi criada a Embrapa, que em 1974 fundou o Centro Nacio-
nal de Recursos Genéticos, que tinha como principais objetivos: conservar e
ampliar o germoplasma vegetal existente no Pais; tracar diretrizes para a pes-
quisa em tecnologia de sementes, principalmente visando solucionar pro-
blemas nas areas de armazenamento, andlise e multiplicacdo de sementes.

Com o estabelecimento do Centro Nacional de Recursos Genéticos, o pais
passou a tratar o tema Recursos Genéticos de uma maneira mais sistemati-
zada, uma vez que varias instituicoes ja possuiam cole¢des de germoplasma
que atendiam basicamente aos programas de melhoramento.

Acoes de coleta e intercambio de germoplasma constituem os meios para o
estabelecimento e enriquecimento de cole¢des. No caso especifico de me-
Ihoramento vegetal, propriedades agricolas, notadamente aquelas de pe-
queno porte e/ou area de cultivo de variedades locais ou tradicionais, cons-
tituem uma importante fonte de germoplasma para a pesquisa agricola.

Adicionalmente, no caso de espécies nativas ou de parentes silvestres de
espécies cultivadas, areas de vegetacao natural podem ser fonte de germo-
plasma de interesse.
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Porém, para que um sistema de conservacao de recursos genéticos seja efi-
ciente, é preciso adotar duas estratégias complementares: a conservacao ex
situ e a conservacao in situ. E importante prospectar e documentar a ocor-
réncia de espécies em dreas de ocorréncia natural e também quando mane-
jadas sob cultivo, seja em areas de agricultores, em comunidades tradicio-
nais e em areas indigenas, uma vez que nessas condi¢des as plantas sofrem
pressao seletiva ambiental e antrépica, favorecendo o processo adaptativo
local.

Em condigdes ex situ, podemos ter:

«  Colecbes de sementes para as espécies que apresentam sementes or-
todoxas.

«  Colegdes in vitro e/ou colecdes criogénicas para as espécies que apre-
sentam sementes recalcitrantes ou intermediarias ou ainda para espé-
cies em que a propagacao vegetativa € comumente empregada.

«  Colecoes de plantas vivas no campo.

Estima-se que haja no mundo, cerca de 7,5 milhdes de acessos conservados.
Os produtos com maior nimero de acessos conservados sdo: trigo, arroz,
cevada, milho e feijao (FAO, 2014). No Brasil, tomando-se como base as co-
lecdes da Embrapa, as maiores colecdes sdo de cereais, perfazendo um total
aproximado de 60 mil acessos, abrangendo os BAGs de arroz, trigo, milho,
sorgo, cevada, milheto, aveia, centeio e triticale. Destacam-se muitos BAGs
dedicados a fruteiras nativas, tais como maracuja, abacaxi, caju, jenipapo,
mangaba, Psidium spp. (goiaba e arac¢as), Spondias spp. (umbu, caja, sirigue-
la etc).

Apesar dessa grande diversidade conservada, tanto internacional quanto
nacionalmente, a utilizacdo da variabilidade armazenada em bancos de
germoplasma é baixa. Como principais motivos dessa subutilizacdo, Nass
et al. (2007) citam:
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«  Falta de documentacao, descricao, avaliacao e informacgoes.
«  Pouca disponibilidade de sementes.
- Adaptacdo restrita dos acessos.

«  Satisfacdo dos melhoristas com a variabilidade genética encontrada
nos materiais elite.

«  Pouca méao de obra (curadores e melhoristas).
- Dificuldade de identificar genes potencialmente Uteis.
+  Auséncia de programas de pré-melhoramento.

Apesar dessa baixa taxa de utilizacdo, algumas culturas conseguiram gran-
des avangos no uso da diversidade conservada em bancos de germoplasma
(Tabela 1), sobretudo por meio de combinacbes génicas encontradas em
seus parentes silvestres (HAJJAR e HODGKIN, 2007).

Com o avanco das tecnologias de genotipagem e sequenciamento e con-
sequente reducdo de custos, novas oportunidades se abrem para o enten-
dimento de processos bioldgicos, a identificacdo de genes, as Quantitative
Trait Loci (QTLs) e a aceleracdo do desenvolvimento de novas cultivares. Adi-
cionalmente, os custos de manutencdo de colecdes e sua caracterizacdo e
avaliagdo tém se tornado mais onerosos. Dessa maneira, a utilizagao de da-
dos de genotipagem tem permitido racionalizar o processo de fenotipagem
por meio da predicdo do comportamento de gendétipos.
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Yu, Li e Guo (2016) apresentaram uma metodologia para predizer rendi-
mento de biomassa e outros caracteres a ele relacionados, com base no ge-
notipo de acessos de bancos de germoplasma de sorgo. Destaca-se a alta
correlacdo obtida entre gendtipo e as caracteristicas avaliadas e também a
validacdo do método para populacdes independentes, o que abre espaco
para que o método possa ser extrapolado para a espécie. Assim, torna-se
possivel diminuir o nimero de acessos que devem ser levados a campo
para avaliacao, resultando em economia de recurso e tempo e, consequen-
temente, aumentando o uso dos bancos de germoplasma e a eficiéncia dos
programas de melhoramento genético.

No Brasil, dois bons exemplos recentes da utilizacdo de parentes silvestres
no melhoramento de plantas podem ser citados: (a) caracterizacao de pa-
rentes silvestres do amendoim com objetivo de identificacdo de arranjos
génicos capazes de conferir resisténcia a doencas (FAVERO et al., 2015a;
2015b; MICHELLOTO et al., 2016); e (b) a utilizacdo da diversidade de espé-
cies do género Fassiflora no desenvolvimento de cultivares tanto para ali-
mentacdo quanto para fins ornamentais (FAO, 2010).

A sustentabilidade dos programas de melhoramento genético vegetal e,
por consequéncia, da manutencao da seguranca alimentar da populacao
mundial dependerd cada vez mais dos recursos genéticos em virtude das
rapidas mudancas pelas quais a sociedade e 0o ambiente tém vivenciado nos
ultimos séculos. Dentre essas, podemos destacar:

« O crescimento populacional, notadamente em paises nao desenvolvi-
dos. Com isso, a demanda por alimentos ira crescer substancialmente.

« O aumento da renda per capita, que tem sido observada em diversos
paises, impactara ndo sé no aumento da demanda por alimentos, mas
também na producao de alimentos mais saudaveis, com melhores ca-
racteristicas nutricionais, abrindo espaco para o uso de novas espécies

ainda pouco ou nédo exploradas comercialmente.
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«  Osimpactos da agricultura no ambiente deverdo ser minimizados, bus-
cando-se produzir alimentos com responsabilidade ambiental, com a
reducdo do uso de defensivos agricolas, menor uso de terras e maior
eficiéncia no uso de fertilizantes e sobretudo da dgua. Assim, a procura
e a introducao de genes associados ao aumento da eficiéncia do uso
de insumos e a resisténcia/tolerancia a pragas e a doencas serao obri-
gatorias.

« As mudancas climaticas impactarao diretamente a agricultura. O de-
senvolvimento de cultivares tolerantes a essas novas condi¢ées ou
adaptadas a novas areas de cultivo serd exigido.

Ha ainda a preocupacao se bancos de germoplasma conservados a campo
poderédo ser mantidos nos locais onde hoje estdo localizados ou se sera ne-
cessaria uma mudanca para evitar alguma perda de diversidade em razao
da nado adaptacgédo destes acessos a uma nova condicado climatica. De forma
similar, reas de preservacdo ambiental, que também sao fonte de recursos
genéticos, poderao serimpactadas, e sujeitas a perdas de diversidade ou até
mesmo de espécies.

Deve-se levar em consideracdo, mesmo em pleno século 21, o problema da
fome e da desnutricdo que ainda ocorre em varios pontos do planeta. Em
sentido oposto, hd uma consideravel parcela da populacao afetada pelo so-
brepeso e pela obesidade, o que demanda o desenvolvimento de alimentos
nutricionalmente melhorados e também do uso de plantas alimenticias ndo
convencionais (PANCs) de forma a diversificar a dieta humana, que é basea-
da em poucas espécies.

Apesar desse quadro alarmante, abre-se um leque de grandes oportunida-
des na area de pesquisa em recursos genéticos e melhoramento de plantas.
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ESTATISTICA APLICADA AO
MELHORAMENTO GENETICO DE PLANTAS

Juaci Vitéria Malaquias

Introducao

A Estatistica Experimental tem por objetivo desenvolver estudos dos expe-
rimentos, incluindo o planejamento, a execucdo, a analise dos dados e a in-
terpretacao dos resultados, a fim de gerar informacdes Uteis que orientardo
a tomada de decisdo. No caso das pesquisas que envolvem melhoramento
genético, busca-se um determinado gendtipo ou um grupo de gendétipos
gue sejam mais produtivos e, a0 mesmo tempo, com menor custo possivel.
Por essa razdo, é tao importante explorar o local (ambiente) em que esse ge-
notipo sera cultivado, para que se possa ter maior escala de produgdo com
menores custos e quantidades reduzidas de adubo.

Pode-se afirmar que a interacao gendtipo versus ambiente é o objeto de
interesse no estudo de melhoramento genético de plantas, influenciando
diretamente o ganho de selecdo. A ocorréncia de um genétipo melhor num
ambiente, porém, pior em outro, pode acarretar uma maior dificuldade de
recomendacdo de cultivares com ampla adaptabilidade.

Para se alcancar o objetivo proposto de estudar e de avaliar as variabilidades
inerentes a interacao gendtipo x ambiente, o melhoramento genético langa
mao de diversas técnicas e ferramentas que ajudam a elucidar que decisdes
devem ser tomadas, e a Estatistica é uma dessas ferramentas amplamente
utilizadas para esse fim. Com o objetivo de apresentar uma breve contextua-
lizacdo da aplicagao do ferramental estatistico no campo do melhoramento
genético, o presente documento fara algumas considera¢des dos principais
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conceitos basicos que dizem respeito a pesquisa e experimentagao; descri-
cao das etapas do desenvolvimento do trabalho estatistico, justificando o
porqué de se utilizar a Estatistica; a apresentacdao dos principais delinea-
mentos utilizados num estudo de melhoramento, com suas caracteristicas,
pontos fortes e fracos; o uso da andlise multivariada no estudo do melho-
ramento genético; e algumas consideracdes acerca da analise conjunta de
experimentos a partir da interacdo genétipos x ambientes.

Conceitos basicos referente a pesquisa-
experimentacao

Diz-se que a definicao de experimento ou ensaio seja um trabalho previa-
mente planejado, que segue determinados principios basicos, no qual, faz-se
a comparacdo entre os efeitos dos tratamentos estudados.

Tratamento pode ser definido como o método, o elemento ou o material
cujo efeito desejou medir ou comparar em certo experimento. Assim, varie-
dade de soja, espacamento de cultura, métodos de prevencao ou adubacao
para cultura, sdo exemplos de tratamentos normalmente utilizados na pes-
quisa experimental.

A unidade experimental também conhecida por “parcela” é a unidade que
vai receber o tratamento e fornecer os dados que deverao refletir o seu efei-
to. Dessa forma, uma planta, um vaso com plantas ou uma area de terreno
com plantas, podem ser utilizadas como unidades experimentais num estu-
do de melhoramento.

O delineamento experimental é o planejamento utilizado na experimenta-
¢ao, por meio do qual os tratamentos serao atribuidos as parcelas, ou seja, a
estratégia como os tratamentos serao distribuidos. Trata-se da estratégia de
como estimar a influéncia dos tratamentos e dos fatores nao controlaveis ou
erro experimental (VIVALDI, 1999). Sao exemplos de delineamentos: inteira-
mente ao acaso, blocos casualizados, quadrado latino, blocos incompletos,
reticulados e blocos aumentados.
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O erro experimental trata-se da variacdo por razdo do acaso ou variagcao
aleatéria. E o conjunto dos efeitos de fatores em que o estudo nao contro-
lou a sua exposicao. Os fatores ndo controlados sao alheios aos efeitos dos
tratamentos. As pequenas diferencas de fertilidade no solo, profundidade
de semeadura um pouco menor ou maior do que a prevista, variacdo na
constituicdo genética de animais ou plantas e pequenas variacdes nas do-
ses de adubos, que causam variagdes entre as parcelas atribuidas a um mes-
mo tratamento, sdo efeitos relacionados ao erro experimental. Para minimi-
zar a influéncia da variacdo do acaso, deve-se planejar o experimento de tal
maneira que se consiga isolar os efeitos de todos os fatores que podem ser
controlados (KRONKA, 2017).

Uma das condicdes basicas para se alcancar o sucesso nos programas de
melhoramento genético é a eficiéncia na experimentacdo. Ramalho et al.
(2005) e Fisher (1935) apresentam os principios basicos da experimentacao,
que sdo a base dos delineamentos experimentais classicos: repeticao, ca-
sualizacdo e controle local. A repeticao diz respeito a quantidade de parce-
las que receberdo um mesmo tratamento. Os tratamentos devem ser repeti-
dos para que se possa estimar o erro experimental. Sem o erro experimental
nao é possivel realizar testes de hipoteses. O uso de um numero adequado
de repeticdes possibilita uma boa estimativa do erro experimental, melho-
rando as estimativas de interesse. No entanto, o nimero de repeticdes pode
ser limitado, por exemplo, pelo nimero de tratamentos que serdo compa-
rados, pela disponibilidade de material e de area experimental, entre outros
fatores. No caso da casualizacao ela refere-se a distribuicdo aleatéria dos
tratamentos as parcelas de modo que todas as parcelas tenham a mesma
oportunidade de receber qualquer um dos tratamentos garantindo inclusi-
ve que os erros sejam independentes (MEAD e CURNOW, 1983). O controle
local possui o papel de dividir o conjunto total de parcelas em subconjuntos
(blocos) que sejam os mais homogéneos possiveis. Este principio é utilizado
para atenuar problemas de heterogeneidade ambiental (PRADO, 2010).
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Etapas do trabalho estatistico

A aplicagcdo da estatistica ou o desenvolvimento do trabalho estatistico
pode ser definido em sete importantes etapas: (1) definicdo do problema;
(2) definicdo dos objetivos; (3) planejamento; (4) coleta dos dados; (5) critica
dos dados; (6) armazenamento dos dados; e (7) interpretacdo dos dados.

Na etapa de definicdo do problema, o objetivo compreende formular cor-
retamente o problema a ser estudado; definir o objeto de estudo e realizar
uma revisao bibliografica sobre o objeto analisado. Nessa etapa, busca-se
conhecer o que sera pesquisado, ou seja, definir corretamente o problema.
Em geral, essa definicdo é feita no formato de pergunta de pesquisa, por
exemplo: Os precos de produtos agricolas produzidos no Espirito Santo sao
menores dos que os produzidos no restante do Brasil? Qual é a relacdo da
oferta de tomate e o indice pluviométrico?

A etapa de definicao dos objetivos possui o propésito de definir os objetivos
do estudo. E feita a avaliacio dos objetivos que podem ou nao ser alcan-
cados. Deve-se ter o objetivo estabelecido antes de iniciar o processo de
coleta de dados, por exemplo, verificar se os precos de produtos agricolas
produzidos no Espirito Santo sdo menores do que os produzidos no res-
tante do Brasil; averiguar se existe relacao entre a producao de tomates e o
indice de precipitacao e qual seria essa relagao.

Na etapa do planejamento, propde-se definir diretrizes e a¢des a fim de se
resolver o problema de pesquisa ora definido; determinar o procedimento
a se utilizar para a resolucado do problema e algumas perguntas devem ser
respondidas (quais dados deverao ser coletados? Como se devem obter es-
tes dados? Por meio de Censo ou Amostragem?); definir o cronograma de
pesquisa, se for o caso, qual o delineamento experimental a ser utilizado,
qual o grau de precisao exigido, quais varidveis de interesse (varidveis res-
postas) serdo analisadas, quais fatores (fontes de variagao) serao considera-
dos para o desenvolvimento do estudo, etc.
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Apos a etapa do planejamento, segue-se para a etapa de coleta dos dados.
Nesta etapa, serd realizada a operacdo de obtencao dos dados que serao
utilizados na pesquisa. Tais dados podem ser classificados segundo a sua
fonte, sendo declarado como fonte primaria os dados levantados direto no
campo; e fonte secundaria os dados foram levantados por outra fonte. Cada
uma das fontes de dados possui suas vantagens e desvantagens conforme
o caso. Destacamos como vantagens da fonte de dados primaria a possi-
bilidade de se ter um maior detalhamento no que concerne ao interesse
da pesquisa; porém, como desvantagem, esta o alto custo para a obtencao
dos dados e do planejamento da pesquisa. Sobre a fonte secundaria de da-
dos, pode-se apresentar como uma caracteristica vantajosa, o baixo ou, na
maioria dos casos, nenhum custo de obtencdo dos dados utilizados para
andlise. Em contrapartida, uma grande desvantagem nessa modalidade de
fonte para coleta de dados é a dificuldade em se encontrar dados que sejam
capazes de responder exatamente ao problema de pesquisa estudado.

A etapa de critica dos dados compreende uma importante etapa que prece-
de a analise dos dados. Neste momento, é feita uma verificacdo dos dados
coletados, a fim de se evitar possiveis erros que afetariam os resultados da
analise. Nesta etapa, fazem-se testes com intuito de identificar perguntas
que foram mal compreendidas, que ocasionaram uma troca de respostas
e/ou omissdes. O processo de critica sera realizado sob dois niveis: inter-
no e externo. A critica externa tem o propdsito de corrigir as imperfeicoes
ocorridas no processo de coleta dos dados, por exemplo, a deficiéncia do
observador. A critica interna tem o objetivo de verificar a exatiddo das infor-
macoes obtidas.

A etapa de armazenamento dos dados tem a finalidade de resumir todos os
dados por meio do seu agrupamento, da organizacao e da tabulacdo dos
dados da pesquisa. Entre a forma como os dados podem ser armazenados
pode-se elencar: mapas, tabelas, matrizes e graficos.

Depois de terminadas todas as etapas anteriores, conclui-se o processo
de pesquisa com a interpretacao dos dados. Nesta etapa, tiram-se conclu-
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sdes acerca do tema de pesquisa (respondendo as perguntas de pesquisa
e/ou levantando novas hipoteses); sdo geradas medidas estatisticas que
resumem os dados e auxiliam a responder o problema estudado.

Planejamento experimental

Diferentes tipos de arranjos em delineamentos experimentais tém sido
aplicados para o desenvolvimento de estudos no campo do melhoramen-
to genético de plantas. Os principais utilizados sdo: arranjo fatorial, parcela
subdividida, experimentos em faixa; e alguns delineamentos especiais, por
exemplo, blocos incompletos, lattice (reticulado) e blocos aumentados (blo-
cos de Federer).

Ainda sim, tais avaliacbes podem ser feitas em um ou em varios ambientes.
Quando esses estudos sdo feitos em mais de um local denominam-se andli-
se de grupo de experimentos ou andlise conjunta de experimentos.

Arranjo fatorial - existem casos em que varios fatores devem ser estudados
simultaneamente para que possam nos conduzir a resultados de interes-
se. Os experimentos fatoriais (arranjo fatorial) sdo exatamente aqueles nos
quais sao estudados, ao mesmo tempo, os efeitos de dois ou mais tipos de
tratamentos. Nesse caso, os tipos de tratamentos ao referido como fatores.
Nesse tipo de delineamento, cada subdivisdo de um fator é chamada de
nivel do fator cujos tratamentos sao todas as combinagdes possiveis entre
os diversos fatores nos seus diferentes niveis. Pode-se destacar como vanta-
gens desse tipo de delineamento a permissdo de estudar os efeitos simples,
efeitos principais e os efeitos das interagdes entre eles; a utilizacao de todas
as parcelas no calculo dos efeitos principais dos fatores e Dops efeitos das
interagdes, motivo pelo qual o nimero de repeticdes é elevado. Como des-
vantagem, cita-se a questao de que, como os tratamentos sdo constituidos
por todas as combinacdes possiveis entre os niveis dos diversos fatores, a
quantidade de tratamentos aumenta substancialmente. Outro ponto ne-
gativo na aplicagao desse delineamento é que a analise estatistica é muito
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mais trabalhosa e a interpretacdo dos resultados se torna mais dificil a medi-
da que aumentamos o nimero de niveis e de fatores no experimento.

Parcela subdividida - o delineamento em parcelas subdivididas é apropria-
do para experimentos fatoriais em que os fatores envolvidos, apresentam
caracteristicas diferentes. E comum, em experimentos fatoriais, 0 nimero
de combinacdes de tratamentos ser superior ao nimero de parcelas homo-
géneas por bloco. Assim, pode-se optar por esse delineamento aplicando os
niveis de um fator nas parcelas disponiveis, subdividindo-as espacialmen-
te ou temporalmente para receber os niveis do outro fator. Uma vantagem
desse delineamento estd em poder indicar para condicdo de subparcela o
fator que requer maior precisao para o estudo.

Experimentos em faixa - em alguns experimentos fatoriais, embora o de-
lineamento em parcelas subdivididas pareca ser adequado, a casualizacao
do fator secunddrio traz complicacdes de ordem técnica na instalagao e na
conducao do experimento que podem até inviabilizar a sua implantagao.
Neste tipo de delineamento, os sorteios sdo feitos das faixas continuas para
cada nivel dos fatores, de maneira que as faixas de um fator se cruzem com
as do outro fator, garantindo as combinacdes de niveis dos dois fatores.
Uma 6tima vantagem esta em ser um delineamento de grande utilidade
para experimentos em que a aplicacdo de ambos os fatores necessitem de
maquinas agricolas. Como desvantagem esta o fato de ocorrer a diminuicao
dos graus de liberdade para avaliacdo das estimativas da variancia aleatoria,
usada nos testes estatisticos.

Blocos incompletos - neste delineamento, o nimero de parcelas por bloco
deve ser igual ao numero de tratamentos estudados. Quando nao é pos-
sivel utilizar todos os tratamentos em cada um dos blocos deve-se utilizar
um delineamento chamado blocos incompletos. No delineamento em blo-
cos incompletos, ndo é necessario que os blocos tenham todos a mesma
dimensao nem é preciso que cada tratamento se repita 0 mesmo numero
de vezes (BRITO et. al., 2009). Quando os blocos tém o mesmo numero de
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parcelas temos um delineamento em blocos incompletos balanceados ou
parcialmente balanceados. Uma vantagem dos delineamentos em blocos
incompletos esta em permitir a reducao do nimero de repeticdes, sem pre-
juizo a precisdo experimental. Nessas condicdes, é possivel a comparagao
de um elevado nimero de tratamentos com boa precisdo relativa.

Blocos aumentados (blocos de Federer) — os blocos aumentados propostos
por Walter T. Federer foram criados para solucionar problemas experimen-
tais inerentes ao melhoramento genético de plantas. Nesse delineamento,
escolhe-se um delineamento padrdo para as variedades testemunhas e
aumenta-se o numero de parcelas de seus blocos para acomodar os novos
clones (tratamentos novos ou adicionais). Trata-se de uma estratégia para
se testar um grande nimero de clones. Segundo Peternelli et al. (2009), os
melhoristas tém buscado alternativas que contornem situagées que podem
ocorrer restricdes financeiras e fisicas, como mao de obra, drea experimental
e material propagativo (SOUZA et al., 2000). Peternelli et al. (2009) afirmam
que o uso de delineamentos aumentados é atrativo, pois, no caso de falta de
material propagativo, os tratamentos podem ser testados com apenas uma
repeticdo. Inclusive, nos programas de melhoramento como, por exemplo,
de cana-de-agucar, tém sido utilizados também a andlise de grupo de ex-
perimentos em blocos casualizados com tratamentos comuns e o delinea-
mento em blocos aumentados duplicados. Este Ultimo oferece, por sua vez,
a vantagem de ser menos trabalhoso no momento da instalacdo em campo
(PETERNELLI et al., 2009). Porém, vale ressaltar que devido ao fator de se
ter tratamentos com apenas uma Unica repeticdo, pesquisadores que em-
pregam delineamentos aumentados no melhoramento de plantas, tem tido
problemas relativo a estimacdo de parametros genéticos e fenotipicos em
razao da baixa precisao das estimativas (SOUZA, 1997). Dessa forma, carece
de maior discussao o uso desse tipo de delineamento na estimacao de para-
metros genéticos.
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Analise multivariada

Segundo Cruz e Regazzi (1997), a divergéncia genética entre um grupo de
progenitores tem sido avaliada com o objetivo de identificar as combina-
¢oes hibridas de maior efeito heterético e maior heterozigose', de tal ma-
neira que em suas geragdes seguintes se tenha maior possibilidade de recu-
peracdo de gendtipos superiores.

No estudo sobre melhoramento, a divergéncia genética é de grande impor-
tancia, pois, quando adequadamente explorada, pode reduzir a vulnerabi-
lidade da cultura a doencas e, a0 mesmo tempo, acelerar o progresso ge-
nético para determinados caracteres (CUI et al., 2001; BARBIERI et al., 2005).

Varias técnicas de andlise multivariada tém sido utilizadas para avaliar a di-
vergéncia entre acessos e para selecionar os descritores mais importantes
na discriminacao dos acessos de um banco de germoplasma (PEREIRA, 1992;
RODRIGUES et al., 2002). As principais técnicas multivariadas utilizadas para
o estudo da divergéncia genética tém sido a analise de agrupamento (tam-
bém conhecida por analise de cluster), analise de componentes principais e
andlise por varidveis canodnicas.

Os métodos aglomerativos diferem dos demais, em razdo de dependerem
fundamentalmente de medidas de dissimilaridade estimadas previamente,
como a distancia Euclidiana ou distancia generalizada de Mahalanobis. Ja
no método dos componentes principais e também no da analise candnica,
o objetivo é avaliar a similaridade dos progenitores por intermédio de uma
dispersao grafica, em que se consideram, em geral, dois eixos cartesianos
(CRUZ e REGAZZI, 1997).

! Heterozigose diz respeito, no campo da genética, ao estado em que o individuo é dotado de
alelos diferentes para um determinado gen.
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Analise conjunta de experimentos: interacao
gendtipo x ambiente

A andlise conjunta de experimentos é de grande interesse para os melho-
ristas de plantas, pois, as estimativas de parametros genéticos baseadas
em experimentos conduzidos em um Unico ambiente sdo superestimadas
(RAMALHO, 1977). Isso ocorre porque, além do componente genético, hd o
componente da interagdo Gendtipo x Ambiente envolvido nessas estima-
tivas (REGAZZI et al., 1999). Segundo Gardner, em certos casos, o erro das
estimativas obtidas com base em somente um ambiente é de quase 50%,
mostrando que aquelas baseadas em experimentos conduzidos em dois ou
mais ambientes sao mais realistas (RAMALHO, 1977).

Segundo Regazzi (1999), o processo tradicional de investigar as interacdes
Gendtipo x Ambiente é a andlise de variancia conjunta, isto é, andlise de
grupos de experimentos. Por meio dessa analise, a magnitude das intera-
¢Oes é avaliada pela variancia dos efeitos de genétipos x locais; genotipos
X anos; gendtipos x anos x locais e outros, conforme o proposito do melho-
rista. Para a realizacdo da andlise conjunta de experimentos, é pressuposta a
homogeneidade dos quadrados médios residuais relativos a todos os expe-
rimentos envolvidos na analise.

Squilassi (2003) afirma em seu estudo que a interacao gendtipos x ambiente
pode ser definida como sendo o efeito diferencial dos ambientes sobre os
gendtipos (CHAVES, 2001). De outro modo, resulta da resposta diferencial
dos gendtipos a variacdo ambiental.

No inicio, a maior evidéncia era dada as analises estatisticas utilizadas para
comparar os desempenhos de diferentes genétipos em diferentes ambien-
tes, e em métodos estatisticos para caracterizar genétipos como estaveis
(performance consistente) ou instaveis (performance inconsistente) nos di-
ferentes locais (SQUILASSI, 2003).

Porém, isto ndo era o suficiente para tratar as causas do problema. Os es-
tudiosos do melhoramento almejam saber quanto de um ganho genético
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obtido em um ambiente serd mantido em outro. Segundo Kang (1998), a
relacdo da estatistica e a interacdo genétipo x ambiente podem ser compa-
radas como a existente entre o bébado e o poste de luz; serve para supor-
te, ndo para iluminacao. Inclusive, o autor reforca que o estudo gendtipo
x ambiente é um tema prioritario para o melhoramento e nao apenas um
assunto biométrico (SQUILASSI, 2003).

Squilassi (2003) também afirma que em razdo da importancia desse tipo de
estudo, o melhorista deve analisar sua magnitude e significancia, quantifi-
car seus efeitos sobre as técnicas de melhoramento e estratégias de difusao
de tecnologia e fornecer subsidios que possibilitem assumir procedimentos
para sua minimizacao e/ou aproveitamento (CRUZ e REGAZZI, 1997).

A interagdao gendtipo x ambiente é de grande importancia para os estudio-
sos do melhoramento no desenvolvimento de cultivares melhoradas, pois
a ordem dos gendtipos em diferentes locais pode diferir estatisticamente,
gerando problemas para a selecao de plantas (SQUILASSI, 2003).

Em um determinado ambiente a manifestacdo fenotipica é o resultado da
acao do gendtipo sob influéncia do meio. Contudo, quando se considera
uma série de ambientes, detecta-se, além dos efeitos genéticos e ambien-
tais, um efeito adicional, proporcionado pela interacdo genétipo x ambiente
(CRUZ e REGAZZI, 1997).

Segundo Squilassi (2003), o conhecimento das relagdes entre gendétipo e fe-
notipo em diferentes ambientes auxilia em predicdes mais precisas sobre a
resposta a selecdo em espécies com habitats heterogéneos, quer espacial ou
temporal. Se a expressédo fenotipica de um gendtipo para uma dada carac-
teristica é dependente de condi¢cdes ambientais, medidas de sua herdabili-
dade poderéo se alterar de acordo com variagdes das condicdes ambientais.

Com a gama de ofertas de técnicas estatisticas disponiveis percebe-se que
0 geneticista e o melhorista tém a estatistica como aliada na construcdo de
conhecimento, uma ferramenta de uso essencial para fundamentar e orien-
tar a sua tomada de decisao.
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Introducao

Com os avanc¢os na area da genética e biologia molecular, principalmente
com o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), do sequenciamento automatico do DNA e das moder-
nas técnicas de genotipagem em alta escala, foram desenvolvidas podero-
sas técnicas para a obtencdao dos marcadores genéticos moleculares. Esses
marcadores tém sido aplicados com sucesso como ferramentas auxiliares
em diferentes etapas do melhoramento genético de plantas e varios sdo os
artigos que evidenciam tais aplicacbes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;
FALEIRO, 2007; BOREM e CAIXETA, 2009; FALEIRO, 2011a).

Marcadores moleculares podem ser definidos como marcadores genéticos
baseados na deteccdo de isoenzimas ou sequencias de DNA. Entre as vanta-
gens dos marcadores moleculares podemos citar a obtencao de um ndmero
praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos; a identificacdo direta
do gendtipo sem influéncia do ambiente; a possibilidade de deteccdo de
tais polimorfismos em qualquer estadio do desenvolvimento da planta ou a
partir de cultura de células ou tecidos; a possibilidade de gerar informacoes
genéticas por loco, no caso de marcadores codominantes; e a possibilidade
de selecao indireta de caracteristicas de interesse, o que pode impactar po-
sitivamente na precisao e acurdcia das avaliacdes das plantas, aumentando
0 ganho genético e a eficiéncia dos programas de melhoramento.
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Considerando suas vantagens, pode-se dizer que marcadores molecula-
res sdo ferramentas poderosas na geracao de informacdes Uteis em dife-
rentes etapas, desde a coleta, caracterizacdo e uso de recursos genéticos,
passando por atividades de pré-melhoramento, melhoramento e pds-me-
Ihoramento. Neste capitulo, sdo apresentadas informacdes gerais sobre
os diferentes tipos de marcadores moleculares, os principios da utilizacao
desses marcadores no melhoramento genético vegetal, as principais aplica-
¢6es dos marcadores moleculares em estudos sobre recursos genéticos, no
pré-melhoramento, no melhoramento e no pés-melhoramento bem como
algumas inovacdes tecnoldgicas na area dos marcadores moleculares.

Diferentes tipos de marcadores moleculares

Existem dezenas de marcadores moleculares cujos principios metodoldgi-
cos tém sido descritos por varios autores, incluindo uma ampla bibliografia
produzida no Brasil (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007; CAI-
XETA et al., 2009). Cada tipo de marcador apresenta vantagens e desvan-
tagens, sendo estas classificadas a parir da quantidade de polimorfismos
gerados, da complexidade da metodologia de obtencéo, da infraestrutura
necessdria, da velocidade de obtencdo dos marcadores, da possibilidade
de obtencao de informagées multialélicas (marcadores codominantes), da
reprodutibilidade, da precisdo e da acuracia dos marcadores obtidos, da
necessidade de informacodes prévias sobre andlises de sequéncia da espé-
cie-alvo para obtencao dos marcadores bem como do custo envolvido na
obtencao e andlise dos marcadores.

A escolha de qual tipo de marcador molecular utilizar em determinado es-
tudo dependera, dentre outros fatores, da infraestrutura e dos recursos fi-
nanceiros disponiveis para o investimento; da disponibilidade de recursos
humanos com treinamento apropriado; do nivel de conhecimento prévio
associado a genética e a biologia molecular da espécie a ser estudada e
principalmente do objetivo do estudo e das perguntas a serem respondidas
com o uso dos marcadores moleculares (FALEIRO, 2007). Muitas perguntas
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podem surgir nas diferentes etapas dos programas de melhoramento gené-
tico vegetal e diferentes tipos de marcadores moleculares podem ser utili-
zados para auxiliar o melhorista.

Principio cientifico do uso dos marcadores
moleculares como ferramenta auxiliar em
programas de melhoramento genético

Embora exista um grande ndmero de marcadores moleculares, o principio
da andlise de tais marcadores é o mesmo: marcadores comuns entre plan-
tas significam semelhancas genéticas entre elas e marcadores ndo comuns
significam diferencas. Os dados sobre semelhancas e diferencas genéticas
entre plantas, acessos, selecbes, variedades, cultivares permitem gerar uma
grande quantidade de informacgdes sobre a diversidade genética e os re-
lacionamentos filogenéticos existentes entre esses materiais. Tais informa-
¢oes geradas pelos marcadores moleculares representam uma amostra con-
sideravel do DNA ou do genoma de cada material genético, representando,
em potencial, uma porcdo significativa das informacoes responsaveis direta
e indiretamente (em razdo das interagdes moleculares e ambientais) pelas
caracteristicas de um determinado individuo. Dessa forma, se o DNA desse
individuo é analisado, indiretamente podem ser analisadas caracteristicas
fenotipicas de interesse.

Faleiro et al. (2011b) descrevem algumas das principais andlises que podem
ser feitas com o uso de marcadores moleculares, a exemplo dos estudos de
caracterizacao e quantificacdo da diversidade genética, mapeamento ge-
nético e analises filogenéticas. Em todas essas analises, diferentes etapas
estdo envolvidas na metodologia cientifica, perpassando desde a extracao
de amostras de DNA com qualidade e quantidade suficiente, até a amplifi-
cacgao, a separacao e a deteccao dos marcadores por meio do uso corantes,
radioatividade ou fluorocromos (dependendo do tipo de marcador).

Apo6s a deteccao dos marcadores sdo necessdrias e, na maioria dos casos,
indispensdveis as analises genéticas por meio de metodologias de bioin-
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formatica utilizando diferentes tipos de programas ou aplicativos, muitos
dos quais estdo disponiveis de forma gratuita. Apesar dos avancos obtido
na area da bioinformatica, a rapidez com que surgem novas técnicas da bio-
logia molecular e o gigantesco volume de dados e informagdes produzidos
pelos projetos nessa area exigem que a bioinformatica esteja em constante
evolucdo. O desenvolvimento e uso de aplicativos e de algoritmos para a or-
ganizacao de bancos de dados, respectivas analises e modelagem aplicadas
a programas de conservacao, caracterizacao e uso de germoplasma e de
melhoramento genético sao demandas prioritarias para a pesquisa. Embora
a utilizacdo de cada software seja considerada dificil para os iniciantes, a
maioria dos manuais ou sistemas de ajuda sao didaticos e contém exemplos
de cada procedimento de andlise, facilitando, dessa forma, sua utilizacdo
(FALEIRO, 2011b). De toda forma, o conhecimento da genética mendeliana,
molecular e quantitativa é fundamental para a correta interpretacdo dos da-
dos gerados pelos diferentes tipos de marcadores moleculares.

Aplicacoes praticas dos marcadores moleculares

Com o uso dos marcadores moleculares é possivel estimar uma grande
quantidade de informacgdes Uteis para o direcionamento de acdes associa-
das a caracterizacdo, a conservagao e ao uso de recursos genéticos, a exem-
plo da estimativa de identidade genética, diversidade, frequéncia génica,
relacionamentos filogenéticos, mapeamento genético, selecao assistida,
entre outras. Na Figura 1, sdo apresentadas as principais aplicacdes dos
marcadores moleculares em uma ordem cronoldgica, subsidiando diferen-
tes atividades desde a coleta e a caracterizacdo de recursos genéticos, pas-
sando por atividades relacionadas ao pré-melhoramento, ao melhoramento
e ao pos-melhoramento (FALEIRO et al., 2008a). As principais aplicacdes em
cada uma dessas etapas serdao resumidamente apresentadas e exemplifica-
das nos tépicos seguintes.
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Aplicacoes praticas dos marcadores moleculares

v

Andlise da distribui¢cao geografica da variabilidade genética.

v

Estratégias de amostragem para coleta de recursos genéticos.

» Andlise de acessos duplicados e redundantes. =
» Andlise de pureza genética e contaminag¢do de germoplasma. 3
» Analise da diversidade genética e frequéncia génica. §
» Auxilio em trabalhos de classificacao botanica e filogenia. g
» Composi¢ao de cole¢des nucleares e de trabalho.
» Caracterizacdo de germoplasma.
» Auxilio na selecao de genitores para programas de melhoramento.
» Confirmacdo de hibridagdes e autofecundacoes. %
» Testes de ascendéncia genética e paternidade. g
» Recupera¢do mais rapida do genoma recorrente. =
~ Desenvolvimento de mapas genéticos. S
» Mapeamento comparativo. .
» Mapeamento génico. e
> Selegao assistida por marcadores moleculares. §
» Selecdao gendmica ampla. _::‘5“
» Predicdo de desempenho de hibridos simples. 2
2
> Analise de homogeneidade genética de sementes. <
~ Andlise de pureza genética de sementes e mistura varietal §
~ Andlise de identidade genética ou fingerprinting. =
~ Caracterizagdo e protecao de cultivares. z
(=%

Figura 1. Principais aplicagdes praticas dos marcadores moleculares em programas
de conservacdo, caracterizacao e uso de recursos genéticos e programas de melho-
ramento genético incluindo atividades de pré e pés-melhoramento.

Fonte: Faleiro (2011a).
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Aplicacoes dos marcadores em estudos sobre
recursos genéticos

As atividades relacionadas a conservacao, a caracterizacdo e ao uso de re-
cursos genéticos estdo entre as mais relevantes da pesquisa agropecudria
brasileira e mundial (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2011). A existéncia da variabi-
lidade genética tem permitido a obtencao, via melhoramento genético, de
variedades mais produtivas, resistentes a pragas e a doencas e adaptadas
aos mais diferentes ambientes. Atualmente, existe uma grande preocupa-
¢ao com a significativa reducdo da variabilidade genética de plantas, a qual
representa um sério risco para o avanco dos programas de melhoramento
e consequentemente para a sustentabilidade da agropecudria (MARIANTE
etal., 2009). Essa perda de variabilidade genética, também chamada erosao
genética, significa a perda de genes ou combinagdes génicas que possuem
valor atual ou potencial para a agropecudria. Embora o fendmeno da erosao
genética possa ser irreversivel, acdes devem ser tomadas para prevenir ou
minimizar as suas causas, destacando-se entre tais iniciativas a conservacao
da variabilidade genética via formacao de bancos de germoplasma (NASS,
2007).

Além da conservacdo dos recursos genéticos, atividades de caracterizacdo
sao fundamentais para que a variabilidade genética conservada seja utili-
zada e aproveitada de forma pratica nos programas de melhoramento ge-
nético. Diferentes grupos de caracteristicas sao utilizados na caracterizacao
de acessos conservados em bancos de germoplasma, destacando-se as ca-
racteristicas ecoldgicas, morfoldgicas, agronémicas e moleculares (FALEIRO
et al.,, 2011). Tais informacdes tornam-se ainda mais Uteis quando avaliadas
conjuntamente, a exemplo da combinacédo de dados oriundos dos marca-
dores moleculares com o Sistema de Informacao Geogréfica (SIG), que, jun-
tos, permitem a andlise da distribuicao geografica da variabilidade genética,
identificando as regides de maior ou menor diversidade, recuperando infor-
magoes importantes sobre as condi¢des ambientais e bioldgicas dos locais
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de coleta de cada acesso e orientando a escolha de locais para conserva-
¢ao in situ e para coletas visando a conservacao ex situ (COSTA et al., 2005).
Essa combinacdo também permite estabelecer estratégias de amostragem
para a coleta de recursos genéticos com relagdo a definicdo do nimero de
acessos, tamanho de cada populagéo, analise quantitativa e qualitativa das
regides onde serao feitas as coletas (NEBAUER et al., 1999).

Os marcadores moleculares também potencializam o sucesso da identifica-
¢ao de acessos duplicados ou redundantes em cole¢des de germoplasma.
Estima-se que 33% dos acessos conservados em bancos de germoplasma
sdo duplicados ou redundantes, o que implica maiores custos de conserva-
¢ao, principalmente de acessos mantidos em bancos ativos de germoplas-
ma, especialmente acessos de espécies perenes com sementes recalcitran-
tes que sao mantidos no campo (FALEIRO et al., 2002). Outro problema em
bancos de germoplasma que pode ser equacionado com o uso de marca-
dores moleculares é a contaminacao ou perda da estabilidade genética dos
acessos. A perda da estabilidade genética é em razdo das mudancas nas fre-
quéncias génicas, as quais podem ocorrer por causa da selecao, da mutagao,
da erosdo genética e da migracdo/contaminacdo. No caso de cole¢des de
germoplasma, a erosdao genética e os processos de contaminagao, normal-
mente decorrentes dos ciclos de rejuvenescimento para a recuperacdo da
viabilidade das sementes, sdao as principais causas da perda da estabilidade
genética. Marcadores moleculares podem auxiliar o acompanhamento da
estabilidade genética de acessos ao longo do tempo em diferentes condi-
¢6es de armazenamento ou apods periodos de regeneracao e, dessa forma,
subsidiar as melhores estratégias de manutencao e manejo dos acessos no
banco de germoplasma (PARZIES et al., 2000).

As andlises de diversidade genética de acessos e populagdes e suas asso-
ciacdes com as frequéncias génicas de interesse sdo de grande importancia
em todas as etapas dos programas de conservacgao, caracterizacao e uso de
recursos genéticos (FALEIRO, 2011a). Um exemplo prético da aplicagcao dos
marcadores moleculares neste tipo de estudo é o trabalho realizado por

57



MELHORAMENTO DE PLANTAS: variabilidade genética, ferramentas e mercado

Faleiro et al. (2004a), em que foram identificados e selecionados clones de
cacaueiro produtivos, resistentes a vassoura-de-bruxa e geneticamente dis-
tinto das tradicionais fontes de resisténcia a esta doenca, sendo acessos de
extrema importancia para uso em programas de melhoramento e multipli-
cacao para distribuicdo aos produtores.

Os estudos de diversidade genética utilizando marcadores moleculares
também sdo Uteis para classificacdo botanica e filogenia. Com relagdo a
classificacdo botanica, marcadores moleculares podem ser utilizados para
auxiliar tais trabalhos, considerando o poder de diferenciacao inter e in-
traespecifico e a nao influéncia ambiental nas informacdes geradas. Com re-
lacdo a filogenia, passou-se a utilizar dados moleculares para obtencao das
arvores filogenéticas, surgindo a chamada filogenia molecular, que é o estu-
do das relagcdes evoluciondrias entre os organismos baseadas em dados de
sequéncias de DNA, RNA, proteinas, insercdes de elementos transponiveis
ou outros marcadores moleculares (ARRIEL et al., 2009). Conforme relatado
por Faleiro (2011a), a despeito dos marcadores moleculares, principalmente
aqueles baseados em anélises de sequéncia, possuirem grande potencial
para auxiliar em trabalhos de classificacdo botéanica e em estudos de filoge-
nia, origem genética e evolucao, eles ndo substituem o trabalho essencial e
de grande importancia dos botanicos e taxonomistas.

O conhecimento da diversidade genética, decorrente dos estudos molecula-
res, também possibilitam maior sucesso na composicdo de cole¢des nuclea-
res, colecdes nucleares temdticas e colecdes de trabalho. Colecdo nuclear
é uma subamostra de acessos da colecao completa de recursos genéticos
de uma cultura, na qual se procura representar o maximo da variabilidade
genética com um minimo de redundancia. Em termos médios, uma colecéo
nuclear apresenta ~10% dos acessos da colecao completa, representando
~80% da variabilidade genética, a exemplo das proposicdes apresentadas
para estabelecimento de cole¢des associadas a seringueira (género Hevea),
cacaueiro (género Theobroma), pimentas (género Capsicum) e maracujazei-
ro (género Passiflora) (SOUZA et al., 2015; SANTOS et al., 2015; CERQUEI-
RA-SILVA et al., 2014; CERQUEIRA-SILVA et al., 2015; CARVALHO et al., 2015).
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O menor nimero de acessos selecionados para compor uma colecdo nu-
clear, por exemplo, pode viabilizar uma caracterizacdo mais precisa e acu-
rada dos acessos, principalmente considerando caracteristicas agrondémicas
quantitativas que exigem avaliacdes em delineamentos experimentais, pre-
ferencialmente em diferentes ambientes. As cole¢des nucleares tematicas
sdo aquelas cujos acessos apresentam variabilidade genética especifica de
uso estratégico em programas de melhoramento genético, por exemplo,
resisténcia a uma doenca, tolerancia a seca, adaptacdo a um sistema de pro-
ducéo.

Em linhas gerais, os marcadores moleculares do DNA sdo muito Uteis na ca-
racterizacdo do germoplasma, complementando os demais tipos de marca-
dores genéticos (ecoldgicos, morfoldgicos e agronémicos). Este trabalho de
caracterizagao é a base para subsidiar o uso pratico dos recursos genéticos
em programas de melhoramento genético e também seu uso direto.

Aplicacoes dos marcadores no pré-
melhoramento

As atividades de pré-melhoramento envolvem a identificacdo de genes e ca-
racteristicas de interesse em germoplasma exético ou em populagdes que
nao foram submetidas a qualquer processo de melhoramento (espécies e
parentes silvestres e racas locais) e sua posterior incorporacao em materiais
elites agronomicamente adaptados (NASS e PATERNIANI, 2000). Tais ativida-
des tém sido realizadas para diferentes espécies de plantas cultivadas com
diferentes estratégias e varios exemplos de sucesso (FALEIRO et al., 2008b;
LOPES et al., 2011).

Uma primeira etapa em atividades de pré-melhoramento que pode ser au-
xiliada por marcadores moleculares é a escolha de potenciais genitores para
compor a base de cruzamentos inter e intraespecificos visando a maximiza-
¢ao da heterose e das combinagdes génicas desejadas. Genitores selecio-
nados apenas com base em caracteristicas agronOmicas podem estreitar a
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base genética do programa de melhoramento, caso ndo haja uma preocu-
pacao do melhorista em complementar as informagées com dados de pedi-
gree e diversidade genética. Estudos sobre o grau de parentesco, pedigree,
paternidade e ascendéncia genética podem ser realizados com precisdo e
acuracia usando os marcadores moleculares. Confirmacao da fecundacao
cruzada e de autofecundacgédo, bem como estudos sobre o sistema reprodu-
tivo, podem ser realizados com o auxilio dos marcadores moleculares.

Outra etapa importante em atividades de pré-melhoramento é a recupera-
¢ao do genoma recorrente apds a hibridacao inicial. Normalmente, o méto-
do dos retrocruzamentos € utilizado para este fim. Nesse método, apos cada
ciclo de retrocruzamento, a proporcao do genoma do genitor recorrente é
recuperada e a do genitor doador é reduzida pela metade, de forma que
sdo necessarias aproximadamente sete a nove geracdes para recuperar de
forma satisfatoria o genoma do genitor recorrente. Baseado no conceito de
gendtipos graficos (YOUNG e TANKSLEY, 1989), o uso de marcadores mo-
leculares pode acelerar a recuperacdo do genoma do genitor recorrente.
O objetivo dessa aplicacao é utilizar marcadores moleculares distribuidos
ao longo de todo o0 genoma para genotipar plantas obtidas por retrocruza-
mentos (RC) juntamente com o genitor recorrente. Apds a genotipagem, as
plantas RC que possuirem o gene que esta sendo introduzido e a constitui-
¢ao genética mais préxima do genitor recorrente sao selecionadas para o
proximo ciclo de retrocruzamentos. Dessa forma, pode-se reduzir o nimero
de geragdes necessdrias para recuperar a constituicdo genética do genitor
recorrente (FALEIRO et al., 2004b; FONSECA et al., 2009).

A utilizacdo dos marcadores moleculares nas atividades de pré-melhora-
mento também perpassa a construcdo de mapas genéticos e mapas com-
parativos. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), o desenvolvimento de
mapas genéticos é considerado uma das aplicagées de maior impacto da
tecnologia de marcadores moleculares na andlise genética de espécies e
potencialmente no melhoramento genético, possibilitando a cobertura e
andlise completa de genomas, a decomposicdo de caracteristicas genéticas
complexas nos seus componentes Mendelianos, a localizacdo de regides
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gendmicas que controlam caracteristicas de importancia e a canalizagcao
de toda essa informacao para uso em programas de melhoramento. A fa-
cilidade para construir mapas genéticos para diferentes espécies utilizando
marcadores moleculares tem possibilitado analises comparativas da estru-
tura gendmica dessas espécies quanto a homologia de genes e conserva-
¢ao de distancia e ordem de ligacdo desses genes nos cromossomos (AHN e
TANKSLEY, 1993). Essas analises sdo chamadas de mapeamento comparati-
vo ou mapeamento de sintenia gendmica.

Aplicacdes dos marcadores no melhoramento

As atividades envolvendo os métodos de selecdo e recombinacgéo séo o eixo
principal de qualquer programa de melhoramento. Para a identificacéo, a
selecdo e a introgressdo de novos genes, o uso de marcadores moleculares
mostram-se como ferramentas de grande importancia. O desenvolvimento
de um numero praticamente ilimitado de marcadores genéticos molecu-
lares associados a evolucao dos aparatos computacionais para calculos de
cossegregacao, de agrupamento e de distancias entre as marcas e sua as-
sociagao com caracteristicas de interesse tem permitido o mapeamento de
importantes genes em diferentes espécies (CARNEIRO e VIEIRA, 2002). Esse
mapeamento tem sido feito tanto para genes associados a caracteristicas
qualitativas quanto para genes associados a caracteristicas quantitativas.
O mapeamento génico apresenta muitas aplicacdes como possibilitar os
estudos de heranca e de efeitos dos genes em caracteristicas de interesse,
o isolamento de genes e a selegao assistida, ou seja, a selecao indireta de
caracteristicas de interesse com base em marcadores moleculares (SAMM).

Considerando as informacoes passiveis de serem obtidas, com o auxilio
dos marcadores moleculares, a exemplo da identificacdo de acessos gene-
ticamente divergentes e/ou convergentes, 0 mapeamento de genes e/ou
conjuntos de genes, a utilizacdo dos marcadores moleculares na selecao
assistida de caracteristicas qualitativas tornam-se uma realidade, embora
existam, ainda, algumas restri¢cdes por parte dos melhoristas. Nesse contex-
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to, o principal argumento é que caracteristicas qualitativas nao necessitam
de marcadores para selecao indireta, uma vez que, de um modo geral, as
plantas com tais caracteristicas podem ser facilmente identificadas e sele-
cionadas. Apesar da veracidade do argumento, em algumas situacdes, o
uso de marcadores moleculares pode trazer algumas vantagens como na
selecdo em estagios iniciais de desenvolvimento, na selecdo de genes de
resisténcia sem a necessidade de inoculagao das plantas com o patdégeno
ou praga, na selecdo de caracteristicas qualitativas de dificil avaliacao fe-
notipica e também na selecao simultanea de diferentes genes de interesse
(FALEIRO, 2011a).

Quando pensamos em caracteristicas quantitativas, ou seja, caracteristicas
controladas por varios genes e fortemente influenciadas pelo ambiente, a
selecdo assistida por marcadores moleculares é mais complexa. Existem, na
literatura cientifica, numerosos trabalhos de deteccao e mapeamento de
locos para caracteristicas quantitativas Quantitative Trait Loci (QTLs)) utili-
zando marcadores moleculares, entretanto poucos sao os exemplos de va-
riedades comerciais obtidas com o auxilio de marcadores moleculares na
selecdo desses QTLs. Pode-se citar algumas dificuldades da utilizacdo da se-
lecdo assistida de caracteristicas quantitativas por marcadores moleculares
como a baixa variabilidade genética dos genitores utilizados nos trabalhos
de mapeamento, a baixa qualidade da informacao de ligagdo dos marcado-
res moleculares e os QTLs, as interacdes entre os QTLs identificados e 0 am-
biente, a dificuldade de selecionar concomitantemente varios QTLs e varias
caracteristicas muitas vezes correlacionadas. Outra dificuldade é validar os
QTLs para outras populacdes e outros ambientes de selecao.

Apesar das inimeras dificuldades citadas, existem casos de sucesso na
SAMM de caracteristicas quantitativas como a transferéncia de QTLs de efei-
to maior para genotipos elite (EATHINGTON et al., 1997), a identificacdo e a
posterior transferéncia de alelos (QTLs) de interesse agronémico de acessos
nao adaptados ou silvestres para gendtipos elite (TANKSLEY et al.,, 1996).
Esse uso de espécies silvestres no melhoramento genético vegetal e da
SAMM de caracteristicas quantitativas normalmente é feito utilizando-se o

62



MELHORAMENTO DE PLANTAS: variabilidade genética, ferramentas e mercado

método dos retrocruzamentos, o qual permite a recuperacao do genoma
recorrente, mantendo-se os genes de interesse provenientes da espécie sil-
vestre (FERREIRA e RANGEL, 2005). A integracdao do método dos retrocruza-
mentos com a SAMM de caracteristicas quantitativas tem sido referenciada
na literatura como retrocruzamento avancado de QTLs (AB-QTLs) (FERREIRA
e RANGEL, 2005; FERREIRA e FALEIRO, 2008). Uma nova alternativa para a
SAMM de caracteristicas quantitativas é um novo método de selecdo cha-
mado selecdo gendmica ampla (SGA) ou Genomic Wide Selection (GWS)
proposto por Meuwissen et al. (2001). Recentemente, com o desenvolvi-
mento de marcadores do tipo Single Nucleotide Polymorphism (SNP), com
as novas tecnologias de sequenciamento de alto desempenho High Throu-
ghput (HT) e Ultra High Throughput (UHT) e com o aumento da capacidade
de anélises computacionais, o método tornou-se mais atrativo, sendo claras
as possibilidades de utilizacdo pratica com importantes beneficios para o
melhoramento genético vegetal (BERNARDO e YU, 2007).

Resende et al. (2008) apresentaram os fundamentos do método da selecao
gendmica ampla, enfatizando suas vantagens e possibilidades para maximi-
zacao da eficiéncia da selecdo em programas de melhoramento genético.
Conforme relatado por esses autores, a selecao gendmica ampla pode ser
definida como a selecao simultanea de centenas ou milhares de marcado-
res, 0s quais cobrem o genoma de uma maneira densa, de forma que todos
os genes de um carater quantitativo estejam em desequilibrio de ligacao
com pelo menos uma parte dos marcadores. Esses marcadores em desequi-
librio de ligagdo com os QTLs, tanto de grandes quanto de pequenos efeitos,
explicardo quase a totalidade da variacdo genética de um carater quantitati-
vo de interesse, podendo ser utilizados na selecdo indireta.

Marcadores moleculares também tem uma importante aplicacdo no melho-
ramento relacionada a predicdo de desempenho de hibridos simples. De
forma complementar aos testes de capacidade geral e especifica de combi-
nacdo e estimativas de distancia genética entre genitores para inferéncias
sobre a heterose, marcadores moleculares podem ser utilizados para a pre-
dicdo do desempenho de hibridos baseada no uso de modelos mistos, mais
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especificamente do Best Linear Unbiased Predictor (BLUP). Nessa metodolo-
gia, o desempenho dos hibridos simples é predito em fun¢ao do parentesco
com outros hibridos ja fenotipados. As linhagens genitoras sdo genotipadas
com marcadores moleculares e os coeficientes de parentesco entre elas sao
estimados e utilizados na predicao dos hibridos simples.

Aplicacoes dos marcadores no pos-
melhoramento

As atividades de p6s melhoramento envolvem o conhecimento detalhado
da cultivar quanto a sua genética e o seu comportamento em diferentes
ambientes de cultivo. Envolvem também o processo sistematizado e con-
trolado de producdo de sementes e mudas com identidade e qualidade
genética, as quais serao comercializadas e utilizadas pelos produtores. En-
tre as aplicacdes dos marcadores moleculares nessa fase dos programas de
melhoramento, pode-se citar a andlise da homogeneidade e pureza gené-
tica das sementes. Mesmo com todo o rigor adotado nas etapas de selecdo
fenotipica, linhagens de composicao genética diferente sdo detectadas na
analise molecular (SCHUSTER et al., 2009).

Segundo Schuster et al. (2009), o monitoramento e o rastreamento de conta-
minacdes genéticas no sistema de producao de sementes devem ser eficien-
tes, de maneira a garantir elevados padrdes de pureza genética no material
disponibilizado aos produtores de sementes certificadas e, consequente-
mente, aos produtores de graos. Isso se torna ainda mais importante com a
abertura do sistema de certificacdo a entidades privadas e produtores de se-
mentes e também com o fortalecimento do sistema de fiscalizacao da produ-
¢do e comercializagcdo de sementes no Pais. Misturas genética podem ocorrer
nas fases finais dos programas de melhoramento genético, nos campos de
multiplicacdo de sementes e nos locais de estocagem e armazenamento.

A analise da identidade genética (fingerprinting), a caracterizacdo molecu-
lar de variedades e cultivares e sua utilizacdo na protecdo da propriedade
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intelectual ou do direito do obtentor sdo também aplicagcdes diretas dos
marcadores moleculares no pés-melhoramento (SCHUSTER et al., 2009). As
cultivares melhoradas tendem a ser muito parecidas, sendo mais dificil de
discrimina-las, com base em caracteristicas morfoldgicas. Nesse contexto,
o uso de marcadores moleculares pode assumir grande importancia, uma
vez que podem distinguir com facilidade as cultivares, mesmo quando elas
possuem a mesma genealogia. Apesar da comprovada eficiéncia dos mar-
cadores moleculares na caracterizacdo de cultivares, ainda ndo existe me-
todologia padronizada aceita pelo SNPC para ser utilizada oficialmente ao
processo de caracterizacao e protecdo de cultivares.

Inovacdes tecnoldgicas na area dos marcadores
moleculares

Nos ultimos anos, houve uma verdadeira revolucdo nas técnicas de obten-
¢ao de marcadores moleculares, de genotipagem em larga em escala e de
estudos de associacdo dos marcadores a caracteristicas de interesse e sua
selecao assistida. Essa revolugédo trouxe uma nova perspectiva para a obten-
¢ado e o uso de marcadores moleculares em programas de melhoramento
vegetal.

Uma inovacdo tecnoldgica de grande impacto é o sequenciamento de alto
desempenho, de alta escala ou de nova geracao, chamado de Next-Genera-
tion Sequencing (NGS) ou High-Throughput Sequencing (DAVEY et al., 2011;
GRATTAPAGLIA et al., 2011; SANSALONI et al., 2011; HIRSCH et al., 2014). Essa
tecnologia envolve um nimero de técnicas modernas de sequenciamento
como a llumina (Solexa), Roche 454, lon torrent: Proton/PGM e SOLID, que
permitem o sequenciamento de DNA e RNA de forma muito mais rapida e
com custo muito menor que a tradicional técnica de sequenciamento de
Sanger, o que tem revolucionado os estudos genémicos e de biologia mo-
lecular, principalmente os estudos envolvendo a genotipagem por sequen-
ciamento (GbS) (POLAND e RIFE, 2012; ELSHIRE et al., 2011; TRUONG et al.,
2012; SCHLOTTERER et al., 2014). Outra inovacao foi o desenvolvimento dos
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marcadores moleculares Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) ou mar-
cadores de polimorfismos de nucleotideo Gnico. Os SNPs sdo marcadores
bialélicos; podem ocorrer em regides codificadoras, regulatérias ou em es-
pacos intergénicos; sdo extremamente abundantes no genoma e distribui-
dos de forma homogénea, o que permite a construcao de mapas genéticos
extremamente densos e estudos muito precisos e acurados de associacao
gendmica ampla ou Genome-Wide Association Study (GWAS). Por meio do
GWAS, é possivel identificar marcadores SNPs associados a caracteristicas
de interesse e utiliza-los em na selecdo gendémica ampla ou Genome-Wide
Selection (GWS). Por meio desses estudos de associacdo em mapas com alta
cobertura de SNPs, é possivel explicar toda variabilidade genética aditiva de
uma caracteristica por meio dos efeitos dos SNPs distribuidos no genoma, o
que permite estimar o valor genético de um individuo com base nos gené-
tipos de todos os marcadores associados com a caracteristica de interesse,
ou seja, o seu valor genémico (MEUWISSEN et al., 2001).

A deteccao de SNPs distribuidos de forma densa pelo genoma se da por
meio do alinhamento de uma sequéncia de um fragmento aleatério do
genoma contento o SNP com uma sequéncia consenso ou de referéncia, a
qual é obtida por meio do sequenciamento completo da espécie alvo ou de
uma espécie relacionada. Ha pouco tempo, esse procedimento era limitado
pela baixa capacidade de geracao e analise de sequéncias de DNA, entre-
tanto, com a grande evolucdo nas metodologias de sequenciamento de alto
desempenho e das ferramentas de bioinformatica, o desenvolvimento de
SNPs e sua utilizacao pratica tém sido possiveis e vidveis para praticamente
todas as espécies de interesse para programas de melhoramento genético.
Tais inovacdes tecnoldgicas tém permitido o sequenciamento completo de
um genoma em apenas algumas horas, ndo mais sendo necessario o envol-
vimento de vdrias pessoas, varios laboratérios e o consequente tempo de
duracao de anos e alto custo envolvido.

Outra inovacao tecnolégica de grande impacto é a técnica de genotipagem
em larga escala por meio dos chips de DNA (Figura 2). Sao metodologias
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para genotipar dezenas de milhares até um milhdo de SNPs em um Unico
ensaio. Chips de genotipagem de alta densidade ja foram gerados e vali-
dados para varias espécies animais e vegetais e trouxeram uma verdadeira
revolucdo nos estudos de mapeamento genético e identificacdo de marca-
dores moleculares associados a caracteristicas de interesse (Figura 2).

tolerdncia a seca

resisténciaa doengas

produtividade

Figura 2. llustracdo de tecnologias de genotipagem em chips de DNA, mapeamento

genético, associacdo e selecdo gendémica ampla.

Além dos estudos de mapeamento genético e associacao, a genotipagem
usando chips de DNA tem permitido estudos muito precisos e acurados de
caracterizacao molecular e todas as suas aplicagdes praticas nas diferentes
etapas dos programas de conservacao, de caracterizacdo e de uso de re-
cursos genéticos, pré-melhoramento, melhoramento e p6s-melhoramento
que foram discutidas neste capitulo. Outra grande vantagem da tecnologia
é a sua reprodutibilidade e sua disponibilidade na forma de servico terceiri-
zado. A obtencéo e a andlise dos marcadores sao feitas de forma totalmente
automatizadas e os erros de genotipagem sao inferiores a 0,01% (CAETANO,
2009). Também importante mencionar a vantagem de agregar informacoes
moleculares de individuos genotipados em diferentes momentos, ou seja,
pode-se realizar o processo de genotipagem de diferentes individuos em
diferentes etapas e depois unir todas as informacoes. Essa vantagem é espe-
cialmente importante para a caracterizacdo de bancos de germoplasma em
que novas introdugdes de acessos sao feitas ao longo do tempo e também
para programas de melhoramento em que novos individuos sdo seleciona-
dos a cada ciclo de selecao-recombinacéo.
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Consideragoes finais

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares e vérias aplicagdes des-
ses marcadores como ferramenta auxiliar em programas de conservacao, de
caracterizacao e de uso de germoplasma e melhoramento genético vegetal.
Diante dessa diversidade de aplicacdes, ficam evidentes os potenciais gan-
hos que qualquer programa de melhoramento genético vegetal estao sujei-
tos, quando auxiliados pelo uso de marcadores moleculares. Nesse contexto
dinamico de avancos, é necessdria uma integracao cada vez mais intensiva
entre as avaliagdes fenotipicas e os marcadores moleculares bem como en-
tre os profissionais ligados a genética molecular e a dreas mais tradicionais
do melhoramento genético, como os fisiologistas, fitopatologistas e melho-
ristas classicos. Tais interacdes devem permitir que marcadores moleculares
sejam utilizados de forma pratica para resolver problemas, aumentar efi-
ciéncia, reduzir custos e atender demandas reais das atividades cientificas e
tecnoldgicas ligadas ao melhoramento genético de plantas.
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CULTURA DETECIDOS APLICADA AO
MELHORAMENTO GENETICO DE PLANTAS

Jonny Everson Scherwinski-Pereira

Introducao

A cultura de tecidos de plantas, também denominada de micropropagacéao
ou cultivo in vitro, consiste em cultivar assepticamente células, tecidos ou
fragmentos de érgaos de uma determinada planta em meio de cultura arti-
ficial, sob ambiente controlado, visando o desenvolvimento de novas plan-
tas. De fato, um dos primeiros fundamentos do cultivo in vitro de plantas
foi a formulacdo da teoria da totipotencialidade por Matthias Schleiden &
Theodor Schwann, em 1838/1839, na qual a célula é autbnoma e capaz de
originar um organismo completo, desde que determinadas condigoes fisi-
cas e nutricionais sejam providas a célula vegetal em cultivo.

Em 1902, estudos realizados por Haberlandt, considerado o pai da cultura
de tecidos, chamaram a atencao, pois relatavam os primeiros trabalhos de
cultivo de tecidos somaticos de plantas. Mas a teoria da totipoténcia sé co-
mecou a se confirmar a partir da multiplicacdo de trabalhos na area, entre
0s quais se destacaram o do cultivo in vitro de embrides imaturos de cruci-
feras por Hanning (1904), o cultivo de embrides de hibridos interespecificos
de orquideas por Knudson (1922) e a recuperacao de embrides a partir de
hibridos incompativeis de Linum por Laibach (1925).

O descobrimento e a utilizacdo de fitormonios, especialmente auxinas
(WENT, 1926) e citocininas (MILLER et al., 1955), tiveram importancia fun-
damental para o avanco das técnicas de cultura de tecidos de plantas, vis-
to essas substancias possuirem grande influéncia no padréo de desenvol-
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vimento vegetal. Desde entdo, inUmeras aplicagdes da cultura de tecidos
de plantas tém sido verificadas em diversas areas da agricultura (Figura 1),
entre as quais, algumas serao tratadas mais especificamente neste trabalho.

Limpeza
Conservacio clonal 4
nservag Microenxertia
in vitro
Clonagem em
Criopreservacio larga-escala
Superacio
Superacio da de
autoesterilidade dorméncia
Embriogénese Metnbé’li!ns
somatica secundarios
Transformacao Hibridizlacﬁo
genética ampia
Florescimento Variab'ilidade
precoce genética
Rapida Plantas livres de
multiplicaciao doencas
Hibridos Intercimbio Producio de
somaticos de haploides
germoplasma

Figura 1. Aplicagdes da cultura de tecidos de plantas em diversas areas da agricultura.

Por que a cultura de tecidos de plantas?

Vérias tém sido as vantagens associadas a utilizacdo de técnicas de cultura
de tecidos de plantas, entre as quais destacam-se:
«  Ardpida propagacao comercial de novas cultivares.

«  Normalmente nao destréi a planta mae/matriz, na qual o propagulo ini-
cial é retirado.

«  Pode fornecer continuamente plantas ao longo do ano, pois independe
da época do ano em que a técnica é utilizada.
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«  Pode gerar plantas livres de virus, inclusive partindo-se de plantas in-
fectadas.

«  Plantas ou mudas sao mais facil de serem transportadas/intercambia-
das.

«  Pode proporcionar selecdo mais rapida para o melhoramento genético
de culturas.

- Gera clones verdadeiros.

«  Atécnica pode ser utilizada para qualquer tipo de planta.

Usos e aplicacoes

Micropropagacao

A propagacao in vitro de plantas, também conhecida como micropropaga-
¢ao, tém sido indiscutivelmente a técnica mais utilizada e de maior aplica-
bilidade entre todas as demais. A utilizacdo da micropropagacao em escala
comercial teve inicio possivelmente na Europa, ainda na década de 1960,
utilizando especialmente espécies ornamentais.

Atualmente, seu uso tem sido aplicado em diversos paises e em iniUmeras
espécies de plantas, com éxito ndo apenas em espécies frutiferas e orna-
mentais, mas também em florestais, medicinais e olericolas. A micropropa-
gacao compreende basicamente de quatro a cinco fases: (a) preparativa ou
de selecdo das plantas matrizes; (b) estabelecimento ou inicio de cultivo;
(c) multiplicacao; (d) enraizamento, além daquela (e) de transplantio e acli-
matizacdo. O éxito ou o fracasso na obtencdo de plantas de alta qualidade
fitossanitaria no final do processo depende de diversos fatores que devem
ser controlados adequadamente em cada etapa.

Limpeza clonal

A utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos para obtencdo de plantas li-
vres de patdgenos é bastante difundida nos dias atuais. Maior atencao tem
sido dada ao cultivo de meristemas e dpices meristematicos visando a pro-
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ducao de plantas livres de virus, em razao da diversidade de espécies infes-
tadas por virus, como a batata, o morangueiro, o alho e a cana-de-acgucar.

Esta técnica refere-se a cultura propriamente dita do meristema ou do apice
meristematico (meristema recoberto por primérdios foliares), geralmente
com dimensdes ndo superiores a 1,0 mm. Embora a regra geral seja que a
utilizacdo de explantes menores aumente a chance de sucesso na obtencao
de plantas livres de patégenos, quanto menor o tamanho do propagulo a
ser cultivado, mais dificil sera sua sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro.

A utilizacdo de explantes meristematicos para a producao de plantas livres
de virus se deve ao fato de ser o meristema o explante mais indicado na
multiplicacao clonal in vitro, permitindo inclusive a obtencao de clones sa-
dios a partir de plantas infectadas. Acredita-se que a maior atividade de sin-
tese proteica no tecido meristematico e a incipiente ligagao vascular do me-
ristema com o restante dos tecidos da planta desfavorecam a multiplicacdo
do patdgeno, além de proporcionar uma menor distribuicao das particulas
patogénicas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Além de permitir a producdo ou a recuperacao de plantas livres de patége-
nos, outra vantagem da técnica é a manutencao da identidade genética da
planta regenerada, ja que esse tecido é de origem somatica. Some-se a isso,
o fato de ser o apice uma estrutura organizada, que pode desenvolver-se
diretamente em parte aérea, em meio de cultura adequado, sem passar pela
fase de calo (crescimento desordenado de células), o que poderia ocasionar
alteragdes genéticas no material.

Sucessos na eliminacdo de virus em plantas ja foram registrados para inu-
meras espécies, entre as quais: amendoim, morangueiro, batata e bananeira
(GAMA, 1988; MORRIS et al.,, 1997; COLLIN e EDWARDS, 1998; HELLIOT et
al., 2001). No que se refere a eliminacao de fungos, também ja foram alcan-
cados resultados positivos com cravo e gladiolo infectados por Fusarium
roseum e F. oxysporum, respectivamente (PIERIK, 1990). Albuquerque et al.
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(2000), avaliando a viabilidade do uso da técnica de apices caulinares in vi-
tro para a limpeza clonal de plantas de abacaxizeiro infectadas por Fusa-
rium subglutinans, verificaram que apices caulinares de aproximadamente
1,0 mm apresentaram 100% das plantas regeneradas livres de patégenos
(fusariose). Ja Helliot et al. (2001) observaram que a taxa de eliminacdo de
virus em gendtipos de bananeira infectados é altamente dependente do
tipo de virus (CMV, BBTV e BSV).

Embriogénese somatica

Embriogénese somdtica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados ao processo pelo qual células haploides ou somaticas desen-
volvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem
a uma planta, sem que para isso ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS e
MAHESWARAM, 1986). Foi originalmente desenvolvida para satisfazer dois
objetivos: micropropagacdo massal e desenvolvimento de ferramenta ce-
lular para o melhoramento genético, como por exemplo, a transformacéao
genética e a fusao de protoplastos. Essa técnica consiste no uso de regula-
dores de crescimento (auxinas) para induzir a desdiferenciacdo de tecidos
e a formacdo de tecidos e/ou células embriogénicas que, ao final, servirdao
para o desenvolvimento de plantas inteiras (STROSSE et al., 2003).

Uma particularidade dos embriées somaticos é a presenca de um sistema
vascular fechado, sem conexdo vascular com os tecidos do explante inicial,
caracteristica esta que aliada a sua bipolaridade (estrutura constituida de
apice caulinar e radicular) os diferem dos propagulos obtidos por meio da
micropropagacao e da organogénese (GUERRA et al., 1998).

Em razdo de seu consideravel potencial de multiplicacdo, a embriogéne-
se somatica constitui-se numa importante ferramenta para a propagacao
clonal em larga escala de plantas-elite (ETIENNE-BARRY et al., 1999). Porém,
apesar do alto potencial de regeneracdo, essa técnica pode nao ser indi-
cada para a producao massal de algumas espécies de plantas, como a da
bananeira, pela possibilidade de incremento no nivel de variacdo somaclo-
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nal, quando comparado a outras técnicas classicas de propagacdo, como a
cultura de apices caulinares. No entanto, para essa cultura, a embriogénese
somatica pode justificar-se para trabalhos que envolvam transformacao ge-
nética e fusdo de protoplastos (STROSSE et al., 2003).

Atualmente, a embriogénese somatica ja foi relatada para mais de 300 espé-
cies e para as mais diferentes finalidades, incluindo desde a producao mas-
sal de plantas até a producdo de plantas transgénicas.

Cultivo de células em suspensao

O cultivo de células em suspensdo destina-se a obtencdo e a proliferacdo
de células em meio nutritivo liquido, sob condi¢des de agitacao, aeracao e
temperatura controlada, sendo essencial que as células suspensas se divi-
dam e se multipliquem ativamente (CID, 1998). Contudo, salienta-se que,
de acordo com a composicao do meio de cultivo, o padrao de diferenciacao
(lignificacdo e/ou alongamento), a divisdo e a senescéncia celular podem
ser afetadas.

A vantagem dessa técnica é atribuida a sua elevada taxa de multiplicacao
celular, sendo, dessa forma, eficiente para a rapida multiplicagao e aplica-
¢oes diretas em estudos de bioquimica, genética, citologia, fisiologia vege-
tal e fitopatologia. Esse tipo de cultivo também é empregado na producédo
de metabdlitos secundarios ou material clonal em escala comercial pela uti-
lizagdo de biorreatores.

Porém, dois aspectos devem ser considerados no cultivo de células em sus-
pensdo: a formacao de agregados celulares e a existéncia de mosaicismo ou
mixoploidia, isto &, a coexisténcia de diferentes populacbes celulares com
bases genéticas distintas. Atualmente, vdrios sao os estudos com células ve-
getais cultivadas em reatores biolégicos visando a producdo de metabdlitos
secunddrios.
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Obtencao de mutantes in vitro

Mutacbes sdo definidas como sendo mudancas herdaveis que representam
as bases genéticas das variagdes e pode servir como matéria-prima aos pro-
cessos de melhoramento genético e evolutivo (RAMALHO et al., 2000). Em
razao de a frequéncia de ocorréncia de mutacdes espontaneas ser muito
baixa, isso requer a utilizacdo de métodos mais eficientes, como o emprego
de agentes mutagénicos.

Técnicas de inducdo de mutacdo associadas as de selecdo in vitro tém sido
recomendadas, por facilitar ndo apenas a inducao de variabilidade genética,
mas por permitir a selecdo e a propagacgao de mutantes promissores (MARK
et al, 1996). Essas técnicas foram empregadas com sucesso em bananeira
para reducdo do porte e tolerancia a salinidade ou em outras espécies para
a obtencao de tolerancia a metais pesados, a herbicidas e a certas doencas
(TULMANN-NETO et al., 1990; KIDO, 2003).

Cultura e/ou resgate de embrides

Desde os estudos de Hanning (1904), acerca da fisiologia e do desenvolvi-
mento de embrides, a técnica de cultivo destes tem se expandido e con-
tribuido muito para os estudos basicos da fisiologia do desenvolvimento
do embrido. Essa técnica tem contribuido ativamente para programas de
melhoramento genético, por meio da recuperacgao de hibridos de interesse,
oriundos de cruzamentos incompativeis, bem como para a superacao de
dorméncia de sementes em algumas espécies (FERREIRA et al., 1998).

As principais aplicagdes do cultivo de embrides zigéticos in vitro estdo na
coleta, intercambio e conservacao de germoplasma e na propagacdo de hi-
bridos raros, que ndo germinam por meio de processos naturais. Além disso,
essa ferramenta pode ser coadjuvante no processo de introdugdo de genes
exdgenos no genoma de um organismo (HU e FERREIRA, 1998; SILVA, 2002),
como também para viabilizar a producdo racional de mudas por meio da
uniformizacéo e da reducdo do periodo de germinacao de sementes (SILVA,
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2002). Além do mais, pode oferecer um sistema controlado para estudar os
problemas nutricionais, fisiolégicos e bioquimicos nos diferentes estagios
de desenvolvimento do embrido (RAGHAVAN, 2003).

Em citros, a ocorréncia de poliembrionia entre as espécies resulta, nor-
malmente, em elevada taxa de aborto do embrido zigético, em razdo da
competicao exercida sobre ele pelos embrides nucelares, geralmente mais
vigorosos (PASQUAL et al., 2003). Assim, a cultura de embrides é de grande
importancia no melhoramento genético dessa cultura, pois possibilita o res-
gate de embrides hibridos imaturos, oriundos de cruzamentos interespecifi-
cos e intergenéricos (HU e FERREIRA, 1998).

Além de citros, diversas sao as culturas em que se tem empregado a técnica
de cultura de embribes, entres as quais, Cocos nucifera L. (SILVA, 2002), Cof-
fea sp. (ANDRADE et al., 2001; RIBEIRO et al., 2003); Euterpe oleracea L. (LEDO
et al., 2001), Aniba rosaeodora Ducke (HANDA et al., 2005), Syagrus oleracea
(Mart.) Becc. (MELO et al.,, 2001), Astrocaryum ulei (PEREIRA et al., 2006), entre
outras.

Conservacao in vitro e intercambio de
germoplasma

Em razédo da intensa atividade extrativista de espécies nativas e endémicas,
assim como pela expansao desordenada de novas areas de cultivo, é impor-
tante que medidas de conservacao de germoplasma sejam empregadas,
principalmente aquelas espécies ameacadas de extingao. Nesse sentido, o
uso de técnicas de conservacao in vitro constitui-se como métodos promis-
sores a conservacao de recursos genéticos vegetais, sendo uma alternativa
atrativa tanto do ponto de vista econémico, quanto pratico. As técnicas de
culturas de tecidos de plantas podem contribuir em todas as etapas do pro-
cesso de conservacao de germoplasma, incluindo coleta, indexacdo para
doencas, quarentena, multiplicagao, caracterizacdo, avaliacdo, armazena-
mento e distribuicdo.
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De modo geral, a conservacao in vitro fundamenta-se na manutencao de co-
lecées em laboratdrio, realizando-se, para tanto, alteracdes no ambiente de
cultivo, como reducao da temperatura, adicdo de retardantes osméticos e
hormonais ao meio, reducao das concentragdes salinas e dos componentes
organicos do meio de cultivo, submersao das culturas em 6leo mineral ou
armazenamento de propdgulos a ultrabaixas temperaturas (-196 °C), deno-
minado criopreservacgao, podendo ser utilizados isolados ou em associacao
(GEORGE, 1993). O objetivo principal é desacelerar ou suprimir o crescimen-
to de células, tecidos e 6rgaos, aumentando ao maximo o intervalo entre
os subcultivos, fato que consequentemente reduziria a mao de obra e o es-
paco necessarios para a sua conservacao. Entre as vantagens da conserva-
¢ao in vitro, citam-se: a manutencao de um grande nimero de acessos num
pequeno espaco fisico e livre dos riscos ambientais existentes no campo;
acesso imediato a todo o germoplasma da colecao (GEORGE, 1993); além
de facilitar o intercambio internacional de germoplasma entre instituicbes
de pesquisa.

De acordo com Engelmann (1998), a utilizacdo das técnicas de cultura in
vitro é de grande interesse para a conservacao de germoplasma de espécies
com sementes recalcitrantes; que apresentem baixa viabilidade de semen-
tes ou baixa producao; que se propagam vegetativamente ou ainda genati-
pos-elite e material geneticamente modificado.

Contudo, o sucesso do uso dessa técnica depende em muito das caracteris-
ticas fisiologicas da espécie a ser conservada. Entre os tecidos e os 6rgaos
empregados, os meristemas sdo os mais indicados, em razdo da menor pro-
babilidade de ocorréncia de alteragdes genéticas, de serem livres de patdége-
nos e, na maioria das vezes, os melhores explantes para a micropropagacao.

Diversas sao as culturas em que essa ferramenta tem sido empregada com
sucesso: mandioca, bananeira, abacaxizeiro, batata, cafeeiro, orquideas, es-
pécies florestais, kiwi, macieira, pereira, ameixeira, cerejeira, videira, moran-
gueiro, maracujazeiro, beterraba, batata-doce, forrageiras e cana-de-agucar.
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No Brasil, germoplasma de varias espécies de plantas tem sido conservado
in vitro ou criopreservadas, como na Embrapa Recursos Genéticos e Biotec-
nologia, em Brasilia. Outras instituicdes de destaque na conservacgao in vitro
de germoplasma sdo o CIRAD, em Montpellier na Franca e o INIBAP em Leu-
ven, Bélgica (VIEIRA, 2000).

Apesar das potencialidades mencionadas, existe o risco de instabilidade
genética das culturas submetidas as técnicas de conservacao in vitro. Além
disso, os sistemas in vitro ndo eliminam por completo a importancia de se
manter recursos genéticos in situ, pois sao métodos que se completam e
ambos podem se constituir em bancos ativos de germoplasma. No entanto,
pode tornar-se dispendioso manter colecdes in situ, principalmente pelas
intempéries e necessidade de grandes areas e praticas de manejo (VIEIRA,
2000).

Em relacdo ao intercdmbio de germoplasma por meio de cultura in vitro,
tem-se notado considerdveis vantagens praticas por proporcionar menor
volume e peso dos materiais destinados ao transporte, assim como tam-
bém pela facilidade de maior controle das culturas com relacdo as doencas.
As culturas para as quais se aplica rotineiramente o intercambio de germo-
plasma in vitro incluem bananeira, batata e mandioca. Em geral, as culturas
sdo transportadas como brotos em meio de cultivo ou como minitubérculos
no caso de culturas como batata e inhame (NG, 1994). Outras ferramentas
biotecnoldgicas, como a tecnologia de sementes sintéticas, foram utiliza-
das como alternativa de distribuicao de germoplasma de bananeira (RAO
et al.,, 1993) por meio do encapsulamento de microbrotos, assim como para
inhame e batata (HASAN e TAKAGI, 1995), utilizando o encapsulamento de
segmentos nodais.

Cultura de ovarios

Esta técnica fornece um controlado sistema para estudos acerca dos aspec-
tos nutricionais e fisiolégicos do desenvolvimento de frutos, bem como para
a formacao de sementes e para ser utilizada como propagacao de plantas,
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inducao de haploides partenogénicos, recuperacao de hibridos interespeci-
ficos e intergenéricos (CASTILLO e CISTUE, 1993; BROWN et al., 1997).

Cultura de protoplastos

Definem-se protoplastos como células vegetais que, por meio de mecanis-
Mos mecanicos ou enzimaticos, tiveram sua parede celular removida. Assim,
células vegetais sob essa condicdo podem ser manipuladas, conservando
ainda as potencialidades de células vegetais completas. A priori, protoplas-
tos podem ser isolados de qualquer tecido vegetal, mas em geral, prefe-
rem-se tecidos como o do mesdfilo foliar ou de calos fridveis. E uma técnica
aplicdvel em diversas areas da pesquisa vegetal, mas é principalmente no
melhoramento de genético de plantas que vislumbra as maiores potenciali-
dades de uso. Assim, pode ser empregado para a obtencdo de plantas trans-
génicas, hibridos somaticos e mutantes ou variantes somaclonais, além de
possibilitar estudos da expressao génica e sua regulagao (MANTELL et al.,
1994).

Na cultura de citros, a partir da década de 1980, a hibridacdo somdtica
pela fusdo de protoplastos também passou a ser utilizada em programas
de melhoramento dessa espécie, superando as barreiras genéticas impos-
tas a hibridacdo sexual, possibilitando a obtencdo de alotetraploides que
combinam o genoma nuclear de ambos os parentais (GROSSER e GMITTER
JUNIOR, 1990).

Atualmente, a cultura de protoplastos vem sendo empregada em estudos
basicos na area de fisiologia vegetal, biologia molecular e celular e pesqui-
sas aplicadas em Biotecnologia.

Producao de plantas transgénicas

A cultura de tecidos é de fundamental importancia em estudos visando a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas. Sua utilizacdo é requerida
em praticamente todo o processo, incluindo desde a transformacao pro-
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priamente dita (biobalistica, Agrobacterium tumefasciens, etc.) até a regene-
rado e a multiplicagdo das plantas transformadas (SA et al., 2000). Contudo,
cabe salientar que o sucesso da utilizacdo da cultura de tecidos na obtencao
de plantas transgénicas esta sob a condicao de otimizacdo de protocolos
para cada espécie em uso.
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CONSERVACAO, DOMESTICACAO E
MELHORAMENTO DE ESPECIES NATIVAS DO
CERRADO

Ldzaro José Chaves

Introducao

Desde as primeiras experiéncias com cultivo de plantas, hd cerca de
10 mil anos, diferentes povos em diferentes épocas, vém modificando
geneticamente, de maneira intencional ou ndo, espécies de plantas Uteis.
Por milénios, algumas destas espécies disseminaram-se muito além de sua
regido de origem e constituiram a base para o surgimento de civilizagdes, em
diferentes continentes. Uma base alimentar sélida, fundada na agricultura,
é condicdo essencial para o desenvolvimento tecnoldgico dos povos, como
aconteceu notadamente na Europa e Asia (DIAMOND, 2001). Com as gran-
des navegacoes, a partir do final do século XV, houve um intenso intercam-
bio de espécies entre os continentes, reconfigurando os habitos alimentares
em muitas regides do mundo. Assim, culturas como o arroz, o trigo e a ca-
na-de-acucar, domesticadas no Velho Mundo, ocuparam importante papel
nas colonias do Novo Mundo. Da mesma forma, o milho, a batata e a man-
dioca, culturas das Américas, tornaram-se importantes alimentos em paises
da Europa, Asia e Africa. Apds a Revolucéo Industrial, com o surgimento de
uma agricultura de base tecnolégica e voltada para o mercado, muitas es-
pécies de plantas cultivadas localmente deixaram de ser utilizadas. O mes-
mo aconteceu com grande nimero de variedades tradicionais das espécies
mais cultivadas. Esse fato gerou uma perda de diversidade nos campos de
cultivo, apontada como um problema de seguranca alimentar. Com isso, a
humanidade é altamente dependente de poucas espécies de plantas para
suprimento de suas necessidades alimentares, pois 15 espécies respondem
por mais de 80% das calorias consumidas e destas, apenas 4 (arroz, trigo,
milho e batata) representam mais de 50% dessa necessidade energética
(CORADIN et al., 2016).
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Além da garantia de seguranca alimentar, pelo aumento da producao de
alimentos, a agricultura tem também de garantir a seguranca nutricional,
contribuindo com a producao de alimentos mais nutritivos. Uma forma efi-
ciente de garantir melhor seguranca nutricional é a diversificagdo da ofer-
ta de produtos alimenticios (BALDERMANN et al., 2016). Desta forma, um
grande numero de espécies vegetais negligenciadas ou subutilizadas pos-
sui potencial para diversificar a dieta da populacao, entre elas as espécies
silvestres com potencial alimenticio.

O Cerrado brasileiro é a savana com maior biodiversidade vegetal do pla-
neta, com mais de 12 mil espécies catalogadas (MENDONCA et al., 2008).
Devido ao alto grau de endemismo e dos riscos de erosao genética pro-
vocados pela ocupacdo do bioma, o Cerrado é considerado um dos hots-
pots para fins de conservacao da biodiversidade (MYERS et al., 2000). Entre
as inumeras espécies vegetais Uteis do Cerrado, chama a atenc¢ao o grupo
das espécies que produzem frutos comestiveis. Em um estudo prospecti-
vo realizado por iniciativa do Ministério do Meio Ambiente, denominado
Plantas do Futuro, foram catalogadas 58 plantas frutiferas com potencial de
uso, na regido do Cerrado, sendo algumas delas constituidas por mais de
uma espécie botanica, como é o caso do murici (Byrsonima spp.) e gabiroba
(Campomanesia spp.), por exemplo, (AGOSTINI-COSTA et al,, 2010). Destas,
16 foram destacadas como prioritarias para pesquisa e conservacao, sendo
8 consideradas com alto potencial de exploracdo sustentada em curto pra-
z0. Sdo elas: Araticum (Ana crassiflora Mart.), Baru (Dipteryx alata Vog.), buriti
(Mauritia flexuosa Lf.), cagaita (Eugenia dysenterica (Mart.) DC.), caju-do-cer-
rado (Anacardium occidentale L.), mangaba (Hancornia speciosa Gomes), ma-
racuja-do-cerrado (Passiflora spp.) e pequi (Caryocar brasiliense Cambess.).
Informacdes detalhadas sobre cada uma das espécies prioritarias podem
ser acessadas em Vieira et al. (2010) e Coradin et al. (2016).

A importancia das frutas do Cerrado para os primeiros habitantes do ser-
tdo pode ser atestada pelos inumeros relatos de viajantes e expediciona-
rios desde o inicio do século XIX (ex. SAINT-HILLAIRE, 1975; POHL, 1976).
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Diante da escassez de alimentos no interior, essas frutas tinham um papel
importante na alimentacao da populacédo, em certas épocas do ano. Duas
espécies, em particular, tiveram um papel preponderante para as popula-
¢6es do sertdo, o pequi, nas terras altas e o buriti, associado as areas Umidas
(NAVES, 1999). Nos ultimos anos, as frutas do Cerrado tém recebido atencao
de uma parcela de consumidores interessados em alimentos naturais, o que
tem levado a uma pressao extrativista sobre algumas destas espécies. O pe-
qui, por exemplo, possui uma cadeia ja bem estruturada de extrativismo,
transporte e comércio. O incentivo ao consumo das frutas do Cerrado, de
maneira sustentavel, precisa da garantia de fornecimento de produtos, sem
comprometer a viabilidade das populagdes naturais. Para que isto seja pos-
sivel, sistemas sustentdveis de cultivo precisam ser pesquisados e implan-
tados, possibilitando ainda, fonte de renda complementar aos produtores
rurais, principalmente aqueles ligados a agricultura familiar.

Conservacao

A literatura sobre formas e técnicas de conservacdo de recursos genéticos é
bastante vasta. Uma boa coletanea de capitulos sobre temas relacionados
pode ser encontrada em Nass (2007). No caso das frutiferas nativas, a con-
servacgao in situ deve ser priorizada, garantindo a continuagao do processo
evolutivo e mantendo o papel ecolégico das espécies. Deve ser lembrado
que os frutos comestiveis coevoluiram com seus dispersores, sendo essen-
ciais na manutencdo da fauna silvestre e, portanto, no equilibrio de todo
0 ecossistema. A conservacgao ex situ, nesse caso, teria um papel comple-
mentar, podendo contribuir para a conservacdo de parte da variabilidade
genética das espécies, em ambiente controlado.

Para que estratégias eficientes de conservacao sejam estabelecidas, seja em
condicao in situ, seja ex situ, algumas informacoes sobre a espécie alvo sao
essenciais. A drea de ocorréncia, bem como a forma de distribuicdo das po-
pulagdes, continua ou agregada, ampla ou restrita, € informacao primaria
necessdria para os passos seguintes. Essas informac¢des, quando néo dispo-
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niveis, requerem estudo de prospeccao amplo e oneroso. Para as principais
espécies frutiferas do Cerrado, essas informacoes ja estdo disponiveis de for-
ma satisfatéria, a partir de levantamentos floristicos anteriores (ex. RIBEIRO
etal., 1997; NAVES, 1999) e informacbes de herbarios.

A proxima questao a ser respondida é sobre a magnitude e distribuicao da
variabilidade genética da espécie em sua drea de ocorréncia ou regido-alvo
para conservacdo. Para caracteres quantitativos, como a maioria dos carac-
teres de interesse agrondmico, a variacao fenotipica entre plantas e entre
populacdes (ou subpopulagdes) é influenciada pela variacdo ambiental. Isto
torna a quantificacdo da variabilidade genética uma tarefa dificil e onerosa,
exigindo a avaliagdo em ambiente controlado e com delineamento experi-
mental, que permita estimar a componente genética da variancia fenotipi-
ca. Uma alternativa que facilita muito os estudos genéticos em populacbes
naturais é o uso de marcadores moleculares, que cresceu muito nas ultimas
décadas e permitiu um grande avan¢o no conhecimento da estrutura da
variabilidade genética, inclusive de espécies frutiferas do cerrado. Os marca-
dores moleculares mais utilizados permitem acessar diretamente o polimor-
fismo em regides especificas da molécula de DNA, sendo livres de efeitos
ambientais. Isto possibilita a anélise de material vegetal de plantas de popu-
lacdes naturais de forma relativamente rapida e com custos aceitaveis. Entre
os marcadores moleculares, os microssatélites ou SSR (Single Sequence Re-
peats) tém sido muito utilizados em estudos de genética de populacdes de
plantas por serem codominantes e multialélicos. Deve-se atentar, contudo,
para o fato de que os marcadores moleculares sdo, na maioria, seletivamen-
te neutros, ou seja, Nnao estao sujeitos aos efeitos da selecao. Dessa forma, a
estrutura da variagdo captada por estes marcadores é aquela moldada pelo
balanco entre a deriva genética e o fluxo génico, desconsiderando o peque-
no efeito das mutacées. Mesmo assim, as informacdes geradas a partir de
dados de marcadores moleculares séo de grande utilidade na definicao de
estratégias de conservacdo. Um modelo simples para estudo da estrutura
genética de populagdes de plantas baseia-se na avaliacdo de subpopula-
¢oes, também chamadas de populagdes locais, amostradas na regidao-alvo
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do estudo. De cada subpopulacao, material vegetal (folhas geralmente) é co-
letado individualmente em uma amostra representativa do conjunto de plan-
tas adultas ocorrentes naquela drea. Os dados resultantes da genotipagem
do conjunto de individuos constituem a base para as andlises moleculares.

Para fins de definicdo de estratégias de conservacdo, uma informacao
importante diz respeito a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de subpopulagdes, ou seja, o grau de estruturacdao da variabilidade
genética. Esta informacgao esta sumarizada no parametro F . de Wright que
representa a proporc¢ao da variabilidade genética entre subpopulagées em
relacdo a variabilidade total. O tamanho efetivo de uma amostra, que é
uma medida de representatividade genética, é altamente influenciado pelo
F., (VENCOVSKY; CROSSA, 2003; VENCOVSKY et al.,, 2012). Considerando
uma amostra com muitos individuos e populagdes compostas por
grande numero de subpopulacdes, como acontece com as espécies com
distribuicdo ampla, o tamanho efetivo depende basicamente do nimero
de subpopula¢des amostradas (S), sendo o seu limite maximo dado por
N, = /2F . (VENCOVSKY; CROSSA, 2003). Dado um valor minimo requerido

de tamanho efetivo e o valor de F_, o nimero minimo de subpopulagées a

ST
serem amostradas pode ser obtido, entdo, por S = 2FNe.

Estudos genéticos com espécies arbéreas do Cerrado tém mostrado valo-
res significativos e com diferentes magnitudes para o as estimativas de F;
(Tabela 1). Como exemplo, para conservagao in situ de uma espécie com e
considerando um tamanho efetivo minimo de 500, o nimero de subpopu-
lacdes a serem conservadas deveria ser de, pelo menos, 150. Mesmo se con-
siderarmos menores valores de F, ou seja, populagbes menos estruturadas,
o numero de subpopula¢des requeridas para manter tamanho efetivo ade-
quado continua alto. Isto implica a impossibilidade de delinear uma estraté-
gia de conservacdo baseada apenas em unidades de conservacdo publicas,
reforcando a importancia das reservas particulares (areas de preservacao
permanente e reservas legais) em um plano de conservacado. A maior difi-
culdade, neste caso, diz respeito ao manejo destas reservas. Em geral, sdao
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reservas com pequenos fragmentos da vegetacao original, portanto com
pequeno numero de individuos de uma dada espécie, o que pode tornar a
populacao local invidvel em longo prazo devido a efeitos de endogamia e
deriva genética (CHAVES et al., 2011). Outro fator importante e que merece
ser mais estudado, sao os efeitos da auséncia do fogo, que pode levar auma
mudanc¢a na composicao floristica do fragmento e consequente perda de
adaptacao de espécies de cerrado aberto. Portanto, um plano de manejo
com foco em recursos genéticos nativos deveria incluir o monitoramento de
um numero suficiente de reservas particulares, em sistema de cooperacao
com os proprietarios rurais.

Tabela 1. Parametros genético-populacionais (estatisticas F de Wright) em
algumas espécies nativas do cerrado.

Espécie Marcador [ F Fs Referéncia

Baru SSR 0,161 0,174 -0,028 SOARES (2009)

Cagaita Isoenzima 0,442 0,54 0,243 TELLES et al. (2003)
Cagaita SSR 0,238 0,250 -0,017 ZUCCHI et al. (2003)
Cagaita SSR 0,299 0,175 0,150 BARBOSA et al. (2015)
Pequi SSR 0,172 0,070 0,110 COLLEVATTI et al. (2001)
Pequi SSR 0,164 0,066 0,108 MOURA (2011)
Jatoba-do-cerrado  SSR 0,230 0,161 0,082  BRAGA (2015)

Mangaba SSR 0,365 0,190 0,216  RODRIGUES (2009)

1 De acordo com a nomenclatura de Cockerham (1973) .

Outro aspecto importante que pode ser revelado por analises moleculares
é a diversidade interna de cada subpopulacao, o que pode ser usado na es-
colha de subpopulagdes prioritarias para conservacao. A Figura 1 mostra re-
sultado de um estudo usando microssatélites realizado com baru (Dipteryx
alata), um importante recurso genético do Cerrado (SOARES et al., 2015).
Foram amostradas 23 subpopula¢des naturais em grande parte da drea de
ocorréncia da espécie, nos estados de Goids, Tocantins, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo, totalizando 583 individuos genoti-
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pados. O mapa mostra subpopulagdes mais diversas no centro e sudoeste
da regido de ocorréncia da espécie. Uma abordagem para incorporar infor-
macodes da variabilidade intraespecifica em programas de conservacao in
situ ou ex situ é apresentada por Diniz-Filho et al. (2012), utilizando dados de
barueiro como exemplo.

Figura 1. Areas de coleta de baru (Dipteryx alata Vog.) e resultados de diversida-
de genética (heterozigosidade esperada — He) de cada subpopulagao (adaptado de
SOARES et al., 2015). Em cinza a area do bioma Cerrado.

Para conservacdo ex situ, as mesmas informagdes genéticas fornecem a base
para planejamento das coletas a serem realizadas in situ. As cole¢oes de ger-
moplasma de espécies arbodreas do Cerrado existentes até o momento estao
em condicdo in vivo, ou seja, em condi¢cdes de campo. Uma forma de maxi-
mizar o aproveitamento destas colecdes é integrar a conservagao com estu-
dos genético-agrondmicos e melhoramento. Para manter uma boa amostra
da variabilidade genética, vérias subpopulacdes devem ser coletadas, em
areas representativas da regiao de ocorréncia da espécie. A colecao pode
ser implantada em esquema de procedéncias e progénies, coletando-se
uma amostra de plantas matrizes por subpopulacdo, com varias plantas por
familia materna. No campo, cada familia constituiria um tratamento, com
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delineamento experimental adequado. Neste esquema, a colecdo permite
avaliar a estrutura genética da populacao para caracteres quantitativos e
a estimacao de parametros Uteis ao melhoramento, além da conservacao
propriamente dita. Para maximizar o tamanho efetivo da colecao, deve-se
priorizar o maior numero possivel de subpopulagdes amostradas, mesmo
que isto acarrete a diminuicdo do nimero de matrizes por subpopulacdo e o
numero de plantas por progénie. Exemplos de cole¢des nesse esquema sao
as cole¢bes de baru, cagaita e jatoba-do-cerrado da Universidade Federal
de Goias, em Goiania. Para cada espécie, as coletas foram realizadas em 25
subpopulacdes, com 6 matrizes por subpopulacéo e 4 repeti¢des de cada fa-
milia no campo, em parcelas com plantas individuais, totalizando 600 plan-
tas de 150 familias maternas.

Domesticacao

Entre as frutiferas arboéreas do cerrado, nenhuma chegou a ser completa-
mente domesticada, embora haja sinais de cultivo de algumas delas pelos
indigenas, como o pequi e mangaba, na regido do Alto Xingu (VILLAS BOAS,
2012). A definicao do potencial para cultivo de uma espécie frutifera nativa
deve levar em conta varios fatores (VIEIRA et al., 2016). Do ponto de vista
agronémico devem ser observados aspectos como a facilidade de propa-
gacao via sementes ou assexuada, a adaptacdo em ambientes de cultivo,
o tempo provavel para inicio de producao e producao plena, a ocorréncia
natural de pragas e doencas etc. A qualidade nutricional do produto e sua
aceitacao pela populagao local constituem outro aspecto importante a ser
considerado, além da disponibilidade de técnicas de conservacéo e proces-
samento pds-colheita. Ademais, impactos ambientais, econémicos e sociais
complementam a lista de requerimentos para iniciar pesquisas visando ao
cultivo de uma espécie nativa, devendo ser dada especial atencao ao poten-
cial do mercado (CLEMENT, 2001). Certamente, é dificil encontrar em uma
mesma espécie todas as condicoes favoraveis para cultivo. Por exemplo, o
buriti, apesar de todo seu valor alimentar e potencial favoravel de impac-
tos sécio econdmicos, apresenta grandes restricdes para adaptacao a am-
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bientes drenados. No entanto, poderia ser espécie chave na recuperacao de
areas umidas degradadas.

A domesticacao é um processo em longo prazo que envolve mudancas
complexas em caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das populacdes.
Uma vez iniciado o processo de cultivo, diferentes graus de domesticacao
podem ser alcancados até que a espécie possa ser considerada completa-
mente domesticada (CLEMENT, 2001). Tratando-se de espécies nativas em
estado silvestre, o que se pode almejar é apenas criar as condi¢cdes minimas
necessarias para o cultivo, que constitui o primeiro passo para a domesti-
cacdo. A primeira condicdo seria conhecer o processo de propagacdo e es-
tabelecer um processo viadvel de producao de mudas. A propagacgdo sexua-
da por sementes é possivel em todas as espécies frutiferas arbdreas mais
importantes. A maioria das espécies produz frutos no final da estacdo seca
e inicio da estacdo chuvosa e suas sementes ndo apresentam dorméncia.
Neste grupo encontram-se o caju-do-cerrado, a cagaita, o baru, o jatoba-do-
-cerrado, a mangaba, a gabiroba, a pera-do-cerrado, além de outras. Estas
espécies nao apresentam, geralmente, problemas para producdo de mudas
a partir de sementes, devendo-se atentar para o periodo de armazenamen-
to das mesmas, ja que algumas sao recalcitrantes. Algumas espécies desen-
volveram mecanismos de dorméncia de sementes, com frutificacdo mais
tardia, de meados ao final da estacao chuvosa, época desfavoravel para o
desenvolvimento das plantulas ja que teriam de enfrentar a estacao seca
antes do desenvolvimento adequado do sistema radicular. Sdo exemplos
destas espécies o pequi e o araticum.

A propagacéo assexuada artificial seria outra opcao, comum nas espécies
frutiferas cultivadas. Para algumas espécies ja existem estudos que mostram
a viabilidade deste tipo de propagacao, principalmente a enxertia, como o
pequi (PEREIRA et al., 2002a) e a mangaba (PEREIRA et al., 2002b). No entan-
to, ha ainda caréncia de estudos que mostrem a persisténcia e desenvolvi-
mento em longo prazo das plantas enxertadas.
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Outro aspecto a ser considerado nas experiéncias de plantio é o sistema de
cultivo, se exclusivo, em consércio com culturas anuais ou com pastagem,
ou mesmo mistura de diferentes espécies arbdreas perenes. Cultivos exclu-
sivos devem ser considerados com cautela, principalmente em plantios mais
extensos, pelo risco de vulnerabilidade a pragas e doencas. Para espécies de
maior porte, como baru, pequi ou cagaita, o consércio com pastagem pode-
ria ser uma alternativa interessante. Neste caso, a espécie frutifera poderia
ser implantada em espacamentos maiores, intercaladamente com culturas
anuais nos primeiros anos, implantando-se a pastagem apos a frutifera ter
alcancado um porte suficiente para permitir o pastejo de animais de menor
porte. Para que se possam recomendar sistemas de cultivo com seguranca
sao necessarias pesquisas experimentais em longo prazo.

Plantios experimentais de algumas espécies frutiferas do cerrado inicia-
ram-se na Universidade Federal de Goids a partir de 1997. Pela experiéncia
acumulada até o momento, tem-se verificado como de grande potencial
em cultivo a mangaba e o baru, pela aceitacao comercial, facilidade de pro-
pagacao, bom desenvolvimento inicial e producao relativamente precoce,
pelo menos de parte das plantas. Outra espécie que merece destaque é o
pequi pela sua grande aceitacao por parte dos consumidores. No entanto,
algumas dificuldades de propagacao ainda persistem, além do elevado
tempo para inicio de producao.

Melhoramento

A viabilizacdo de atividades de cultivo de uma espécie nativa precisa aliar
estudos fitotécnicos com a¢des de melhoramento que busquem genotipos
mais aptos as condicdes de cultivo e com caracteristicas que valorizem o
produto obtido. O primeiro passo é estabelecer um ou mais ideotipos para
a espécie em questdo. Como caracteristicas gerais podem-se citar o bom
desenvolvimento inicial, precocidade de producéao, tolerancia a pragas e
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doencas, alta produtividade e produto com qualidade adequada. Algumas
carateristicas podem variar com o sistema de cultivo, como o porte da plan-
ta, por exemplo.

As principais espécies frutiferas arbéreas do cerrado sao alégamas ou pre-
dominantemente alégamas e as populag¢des naturais apresentam, em geral,
alta variabilidade genética. Assim sendo, o melhoramento pode iniciar-se
aproveitando esta grande variabilidade natural, sem a necessidade de reali-
zar cruzamentos dirigidos. Os estudos relacionados ao melhoramento des-
tas espécies, até o momento, tém enfatizado a avaliacdo da variabilidade
genética de caracteres de interesse e o potencial para selecdo de popula-
¢oes naturais ou colecdes experimentais (ex. AGUIAR et al., 2009; GANGA et
al., 2009; MOURA et al., 2013; ALMEIDA JUNIOR et al., 2014).

Um programa de melhoramento em longo prazo poderia iniciar-se com a
formacdo de uma boa colecao de germoplasma de trabalho a partir de cole-
tas realizadas in situ. Se a colecao tiver objetivo também de conservacéo de
recursos genéticos ex situ, a coleta deve abranger muitas subpopulagées e
ser realizada de forma mais ou menos aleatoria, de forma a amostrar bem a
variabilidade genética da populacgao alvo, conforme ja enfatizado. Se o obje-
tivo for apenas o melhoramento, a coleta pode ser dirigida a subpopulagées
mais promissoras, se esta informacao estiver disponivel e, em cada subpo-
pulacdo, matrizes com caracteristicas superiores podem ser selecionadas
individualmente (MOURA et al., 2013). A coleta individualizada de sementes
de cada matriz permite a instalacdo de ensaios de procedéncias e progé-
nies, um delineamento classico para selecdo de plantas perenes muito utili-
zado em pesquisas florestais. Para fins de melhoramento, nao se requerem
tamanhos efetivos elevados como para conservacao in situ. O ideal, reco-
mendado pelos textos sobre o assunto, seria manter um tamanho efetivo
em torno de 100, sendo 50 um valor minimo requerido. Se houver a dispo-
nibilidade de técnica eficiente de propagacao assexuada para a espécie em
questdo, uma alternativa seria a coleta de material vegetal para clonagem e
consequente instalacdo de um ensaio de comparacdo de clones. No estagio
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atual de conhecimento sobre as espécies frutiferas nativas do cerrado esta
alternativa parece ndo ser a mais adequada.

A partir de uma colecao de trabalho in vivo um programa de melhoramento
em longo prazo poderia utilizar o método de selecado recorrente, associado
ou néo a selecdo de clones (CHAVES, 2006). No modelo classico de avaliacao
de procedéncias e progénies a selecdo pode ser feita em todos os niveis
hierdrquicos. Em plantas alégamas, espera-se que a maior proporcdo da
variabilidade genética esteja entre plantas dentro de subpopulacdes, com
menor proporgao entre subpopulagdes, o que pode ser comprovado pelos
valores de F_, da Tabelal. No ensaio, grande parte da variabilidade genéti-
ca encontra-se dentro de progénies. Supondo familias de meios irmaos, a
variancia genética entre progénies corresponde a 1/4 da variancia aditiva
total, restando 3/4 da variancia aditiva e toda a variancia de dominancia,
dentro de progénies. Assim, a selecdo poderia ser realizada tomando-se as
melhores progénies, desconsiderando o nivel de subpopulagdes, e as me-
Ihores plantas dentro de cada progénie selecionada. Nesse caso, deve-se
dar preferéncia para selecdo entre progénies de caracteres mais influencia-
dos pelo ambiente, selecionando-se dentro para caracteres de maior her-
dabilidade em nivel individual. Técnicas de genética quantitativa ajudam a
simular diferentes opg¢des de selecao para diferentes caracteres, permitindo
maior acerto nas alternativas escolhidas. As matrizes selecionadas poderiam
ser utilizadas para coleta de sementes melhoradas de primeira geracdo (po-
mar de sementes) e/ou gerarem novas progénies a serem avaliadas em en-
saio para o novo ciclo de selecédo. Esse esquema corresponde a selecao em
apenas um sexo, ou seja, selecdo materna, com polinizacgao livre. Para que a
selecdo se dé nos dois sexos seria necessaria a eliminacao das plantas nao
selecionadas o que desmancharia o ensaio original. Uma vez viabilizada a
reproducdo assexuada, as matrizes selecionadas poderiam ainda ser utili-
zadas para gerar clones a serem testados em ensaios especificos. No caso
do uso de clones para plantio comercial, seria recomendavel o plantio de
mais de um gendtipo para diminuir a vulnerabilidade genética do pomar.
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No caso de espécies autoincompativeis, como a mangaba, essa pratica seria
obrigatdria, para garantir a fertilizacdo no campo de producao.

Uma alternativa mais simples seria o plantio de acessos individuais, sem de-
lineamento experimental. Neste caso, por selecdo massal as melhores plan-
tas seriam selecionadas constituindo as matrizes do pomar de sementes.
Eliminando-se as plantas nao selecionadas a selecao se daria nos dois sexos.
Este esquema poderia dar bons resultados em populagdes com alta varia-
bilidade genética para os caracteres de interesse. Permitiria ainda o plantio
adensado, ja que uma grande proporcao das plantas seria eliminada. Espe-
cial atencédo deveria ser dada ao tamanho efetivo da populacdo resultante,
selecionando-se um numero suficiente de plantas matrizes.
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