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Capitulo 2

Introducao

Os métodos classicos de melhoramento de plantas foram
desenvolvidos com base na manipulacdo de genes e cromossomos, por
meio da reproducao sexual da planta e seguindo os principios basicos da
genética mendeliana. No entanto, foi somente a partir da expansao dos
conhecimentos em genética quantitativa qgue os impactos do melhoramento
tornaram-se expressivos. Posteriormente, o desenvolvimento do
conhecimento em outras areas da genética, como a poliploidia, a inducao
de mutacao, a incompatibilidade e a macho esterilidade, também contribuiu
para o aperfeicoamento dos métodos de melhoramento existentes e para
o desenvolvimento de novos métodos (Fehr, 1987; Borém, 1998; Poehlman
& Sleper, 1995; Lee, 1995).

A contribuicao do melhoramento classico ou convencional para o
aumento da produtividade das principais culturas tem sido bem
documentada na literatura (Duvick, 1986; Lee, 1995; Vuylsteke et al., 1997;
Borém, 1998). Por exemplo, para a maioria das culturas de graos, o aumento
continuo de produtividade vem sendo alcancado desde a década de 30,
e aproximadamente 50% dos ganhos sao atribuidos ao aumento do
potencial genético das cultivares. Além do aumento da produtividade, o
melhoramento genético classico tem conseguido realizar transformagoes
significativas em outras caracteristicas importantes, como qualidade, habito
de crescimento e adaptacao a ambientes altamente adversos (Fehr, 1987;
Lee, 1995; Poehlman & Sleper, 1995; Vuylsteke et al., 1997; Borém, 1998).
Contudo, existem vdrios fatores que tém limitado a manutencdo ou a
melhoria dos niveis atuais desses ganhos pelo melhoramento cléssico,
podendo ser citados, entre eles, o baixo nivel de conhecimento sobre a
resposta a selecao em nivel genotipico e a base biolégica dessa resposta
(Lee, 1995), a ligagao génica e a auto-incompatibilidade, além da dificuldade
ou mesmo impossibilidade de cruzamentos entre espécies nao-relacionadas
(incompatibilidade sexual) (Brasileiro & Dusi, 1999; Altman, 1999). Outro
problema, resultante das modernas praticas na agricultura, nas quais é
enfatizada a méaxima produtividade associada a alta qualidade e a
uniformidade do produto, é a reducao da diversidade genética do pool génico,
para a maioria das espécies cultivadas (Lee, 1995; Brasileiro & Dusi, 1999).

Grande parte do sucesso do melhoramento genético vem sendo
obtido sem o emprego dos conhecimentos sobre a biologia da planta.
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Lee (1995) relata que, embora muitas informacoes estivessem disponiveis,
nao eram utilizadas, porque ou eram irrelevantes ou muito dificeis de ser
incorporadas aos programas de melhoramento. Informa ainda que
fendmenos biolégicos de supra-importancia para o melhoramento, como
a heterose, a epistasia, a interacao patégeno x hospedeiro e a resposta a
estresses abidticos, ndo tém sido apropriadamente empregados pela
maioria dos melhoristas de plantas.

O avanco do conhecimento em Biotecnologia, por sua vez, se
adequadamente utilizado, pode contribuir bastante para o melhoramento
genético classico e, consequentemente, para o aumento da producao de
alimentos (Altman & Ziv, 1997; Borlaug, 1997; Woodson, 1997; Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Altman, 1999). “Biotecnologia” é, normalmente,
conceituada como “um conjunto de técnicas que tém como base principal
andlises bioguimicas e manipulacoes, que podem ser utilizadas em qualquer
estudo biolégico” (King & Stansfield, 1990). O rapido e o crescente
desenvolvimento de técnicas em Biotecnologia vem sendo um instrumento
moderno e eficaz na manipulacdo da variacao genética, e sua utilizacao
permite oferecer em curto e médio prazos beneficios socioecondémicos
bem mais significativos que as metodologias tradicionalmente
utilizadas (Paterson et al., 1991; Christou, 1994; Ortiz & Vuylsteke, 1996;
Woodson, 1997; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Ortiz, 1998; Altman,
1999).

Cronologicamente, é possivel dividir a Biotecnologia Vegetal em trés
fases.

A primeira fase teve inicio com o surgimento da propagacao de
plantas por meio da cultura de tecidos. As técnicas de cultura de tecidos
tém sido amplamente utilizadas:

e Na multiplicacao de plantas de varias espécies (Ferreira et al., 1998;
Grattapaglia & Machado, 1998), entre as quais o dendé (Elaeis
guineensis Jacg.) (Duval et al., 1988; Rival et al., 1997, 1998; Ferry
etal., 1998), o eucalipto (Eucalyptus spp.) (Carvalheira et al., 1996;
Chang & Yang, 1995; Yang et al., 1996a, 1996b) e a bananeira
(Musa spp.) (Ortiz & Vuylsteke, 1996; Oliveira et al., 1997; Crouch
et al., 1998; Vuylsteke, 1998), além de espécies olericolas e
ornamentais (Lozoya-Saldana et al., 1996; Woodson, 1997; Altman
& Ziv, 1997).
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e No manejo e na conservacao de germoplasma (Mendes & Goes,
1996; Izquierdo & Roca, 1998; Withers & Williams, 1998).

¢ Na obtencao de plantas haploides (Bjornstad et al., 1993; Feng &
Wolyn, 1993; Barcel6 et al., 1994; Moraes-Fernandes et al., 1999;
Peters et al., 1999).

¢ Na eliminacdo de doencas por meio do cultivo de meristemas in
vitro (Lozoya-Saldana et al., 1996; Crouch et al., 1998; Torres
et al., 1998b).

¢ Na quebra de barreiras de incompatibilidade genética entre espécies
nao-relacionadas, por meio da cultura de protoplastos, permitindo
a transferéncia de genes entre essas espécies (Brown et al., 1987;
Bates et al., 1988; Dhir et al., 1992; Carneiro et al., 1998).

A segunda fase da Biotecnologia surgiu na década de 80, com o
advento das técnicas de marcadores moleculares, cujas principais aplicacoes
no melhoramento de plantas sdo: a caracterizacdo de germoplasma; a
orientacao e a selecao de cruzamentos; o monitoramento da variabilidade
genética; a selecao assistida por marcadores; e a protecao de cultivares
(Andersen & Fairbanks, 1990; Hill et al., 1990; Rafalski & Tingev, 1993;
Nybom, 1994; Lee, 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a).
Além disso, os marcadores moleculares sao aplicados no mapeamento
genético e na prospeccao e na clonagem de genes de interesse econémico
(Hill et al., 1990; Rafalski & Tingev, 1993; Lee, 1995; Ferreira & Grattapaglia,
1998).

A terceira fase teve inicio com o surgimento da engenharia genética
e das plantas transgénicas (Carneiro & Paiva, 2000), as quais foram
rapidamente adotadas por um grande numero de agricultores, em varias
partes do mundo (Skerritt, 2000). A variabilidade genética existente na
natureza é a matéria-prima que o melhorista de plantas utiliza e da qual
depende para desenvolver novas cultivares. Assim, a possibilidade de
engenheirar ou transformar plantas permite ao melhorista ter acesso a
um novo e variado pool génico, que nao estaria disponivel por meio do
melhoramento classico (Aragao et al., 1998; Brasileiro & Dusi, 1999).

Em sintese, o desenvolvimento de cultivares cada vez mais produtivas
e adaptadas as mais diversas condicdes de cultivo, que tém sido
tradicionalmente obtidas por meio do melhoramento genético classico,
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pode ser intensamente acelerado com a incorporacao, nos programas,
das varias técnicas disponiveis em biotecnologia (Hill et al., 1990; Nybom,
1994; Rafalski & Tingev, 1993; Lee, 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Altman, 1999; Izquierdo & Riva, 2000).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), espécie largamente
adaptada as mais diversas condicdes, é uma importante fonte de
carboidratos, especialmente para as populacdes dos trépicos, conforme
Nielsen & Hall (1985), Ntare & Williams (1993), Warrag & Hall (1983) e
Singh et al. (2002), ocupando uma &rea aproximada de 11 milhdes de
hectares em todo o mundo (Singh et al., 2002). Aproximadamente dois
tercos da producao e trés quartos da area cultivada com feijao-caupi
localizam-se na Africa; a cultura, porém, apresenta areas de producao
significativas também na América do Sul, especialmente no Nordeste
brasileiro, na Asia e no Sudeste e no Sudoeste dos Estados Unidos (Fary,
1990; Ehlers & Hall, 1997). E uma espécie que, pelos seus atributos
superiores — em termos nutricionais, versatilidade, adaptabilidade e
produtividade —, foi escolhida pela Nasa como uma das culturas de interesse
para estudos sobre cultivo em estacoes espaciais (Ehlers & Hall, 1997).

Em termos gerais, 0s principais objetivos dos programas de
melhoramento do feijao-caupi ao redor do mundo envolvem resisténcia
multipla a doencas e pragas, resisténcia a nematoides, melhoria das
caracteristicas de graos, porte, tolerancia ao calor, ao frio e a seca (Ehlers
& Hall, 1997). No Brasil, o melhoramento dessa cultura tem como objetivos
principais: aumentar a produtividade e melhorar a qualidade visual, culinaria
e nutricional dos graos; aumentar a adaptabilidade, a estabilidade e a
tolerancia a estresses hidricos; melhorar a arquitetura da planta; incorporar
resisténcia multipla a doencas; incorporar resisténcia a insetos; desenvolver
cultivares com graos de cor verde persistente apés a secagem; e desenvolver
cultivares para processamento industrial (Freire Filho et al., 1999).

Desse modo, tanto em ambito mundial quanto em nacional, a
realizacdo desses objetivos pode ser amplamente facilitada e abreviada
com o emprego das técnicas em Biotecnologia atualmente disponiveis,
como mais uma ferramenta de apoio. Assim, pretende-se, com este
capitulo, discorrer sobre as principais técnicas biotecnolégicas, enfatizando
a aplicabilidade dessas técnicas ao melhoramento genético de plantas,
bem como sobre suas perspectivas de uso no melhoramento do feijao-
caupi.
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Principais técnicas em biotecnologia
Cultura de tecidos

O termo “cultura de tecidos” é uma denominacao genérica que
engloba as varias técnicas de cultivo in vitro, quais sejam: cultura de células
isoladas; cultura de apices caulinares; cultura de embrido; cultura de 6vulos;
cultura de anteras; cultura de protoplastos; além da micropropagacao e
microenxertia. Consiste no cultivo de tecidos embrionarios, fragmentos
de tecidos, calos, células isoladas ou protoplastos em um meio de cultura,
em condicoes assépticas, e sua subseqlente regeneracao em plantas
funcionais (Mantell et al., 1994; Poehlman & Sleper, 1995; Ferreira et al.,
1998; Grattapaglia & Machado, 1998; Torres et al., 1998a, 1998b).

A capacidade de as células vegetais nao-diferenciadas regenerarem
plantas funcionais, quando apropriadamente cultivadas in vitro, é conhecida
como “totipoténcia” (Krikorian & Berquam, 1969). O potencial de
regeneracao depende do tipo de planta, do érgao utilizado e do seu estadio
de desenvolvimento. Orgaos jovens s&o mais suscetiveis a regeneracdo do
que 6rgaos maduros, significando dizer que, a medida que a especializacdo
se processa durante o desenvolvimento do 6rgao ou da planta, a
desprogramacao génica (desdiferenciacdo) torna-se mais dificil (Vieira,
1993; Mantell et al., 1994; Poehlman & Sleper, 1995; Grattapaglia &
Machado, 1998).

Os avancos dos conhecimentos sobre a capacidade de regeneracao
dos tecidos vegetais tém permitido que a técnica da cultura de tecidos
funcione como um instrumento de auxilio importante na domesticacao e
no melhoramento das espécies vegetais (Poehlman & Sleper, 1995; Ferreira
etal., 1998). Procedimentos aceitaveis de rotinas in vitro para a regeneracao
de plantas tém sido desenvolvidos para algumas espécies-modelo, como:
tabaco (Nicotiana tabacum L.), batata (Solanum tuberosum L.), alfafa
(Medicago sativa L.), cana-de-acUcar (Sacharum officinarum L.), arroz (Oryza
sativa L.) e varias espécies horticolas, muitas das quais sdo prontamente
propagadas por meios vegetativos. Ja para outras espécies de grande
importancia, tais como o milho (Zea mays L.), o sorgo (Sorghum bicolor
(L.) Moench.), o algodao (Gossypium sp.), a soja (Glycine max (L.) Merrill,
as gramineas forrageiras e as leguminosas, em geral, tem sido dificil o
desenvolvimento de técnicas de regeneracao que possam ser utilizadas
rotineiramente (Poehlman & Sleper, 1995).
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O sucesso na regeneracao de plantas por meio de cultura de tecidos
varia de acordo com: a espécie, o gendétipo dentro da espécie, a natureza
e a condicao fisioldgica da fonte do tecido cultivado (explante) e a idade e
os estados nutricional e fitossanitario da planta-matriz. Varia também
conforme o meio de cultura, os fitorreguladores utilizados e os fatores
ambientais, como temperatura, fotoperiodo de incubacdo e intensidade
da fonte de luz, além da interacdo desses fatores (Vieira, 1993; Mantell
et al.,, 1994, Assis & Teixeira, 1998; Carneiro et al., 1998; Grattapaglia &
Machado, 1998). Em consequéncia, aumenta o grau de dificuldade para
a manipulacao das varias técnicas, que é variavel de espécie para espécie
e de ambiente para ambiente (Vieira, 1993; Mantell et al., 1994).
A regeneracao de uma nova planta tanto pode processar-se a partir de
fragmentos de tecidos maduros (folhas, caules, embrides, etc.) como de
tecidos meristematicos, constituidos por células em processo de divisao, e
localizados, geralmente, nos apices de caules e em raizes em crescimento.
O baixo grau de diferenciacdo das células, associado a sua maior
estabilidade genética, faz dos apices meristematicos uma das principais
fontes de explantes (Torres et al., 1998b).

Apds a desinfestacdo ou assepsia das superficies externas, os
explantes sao transferidos para um meio de cultura, que consiste de uma
mistura balanceada de macro- e micronutrientes (sais minerais),
aminoécidos, vitaminas e uma fonte de carbono. A essa mistura balanceada,
acrescenta-se uma fonte de auxina e outra de citocinina, em proporcoes
apropriadas aos objetivos desejados (formacao de calos, formacao de raizes,
regeneracao e/ou alongamento caulinar). A solidificacdo do meio para
efeito de sustentacao do material em cultivo é obtida pela adicao de &gar.
Gemas vegetativas e mesmo florais, raizes e embrides somaticos poderao
formar-se tanto diretamente do explante quanto indiretamente (via
proliferacdo celular ou calos) (Mantell et al., 1994; Caldas et al., 1998;
Grattapaglia & Machado, 1998; Torres et al., 1998a, 1998b).

Os componentes do meio de cultura séo fundamentais para o sucesso
da cultura de tecidos (Caldas et al., 1998). O meio de cultura geralmente
contém sais inorganicos, acucar como fonte de carbono e vitaminas para
manter altas taxas de crescimento. Fitormdnios, como auxinas e citocininas, sao
adicionados para controlar o crescimento e a divisao celular. A proporcao
de auxina para citocininas tem um importante papel na iniciagao dos
primérdios de caule e raizes. De um modo geral, os balancos hormonais
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mais favoraveis as auxinas promovem a formacao de embries e primoérdios
de raizes e, quando favoraveis as citocininas, induzem a formacao de gemas.
Quando a proporcao é intermediaria, ocorre a divisao continua e
desorganizada (nao-diferenciada) das células, formando o calos (Mantell
et al.,, 1994; Caldas et al., 1998). A formulacao 6tima do meio de cultura
varia conforme a espécie, o gendtipo dentro da espécie e a origem e a
idade dos tecidos cultivados. Do mesmo modo, o meio de cultura, quer
seja liquido quer solidificado em &gar, pode variar de acordo com a espécie
e 0 ambiente de cultivo (Franklin & Dixon, 1994; Caldas et al., 1998).
Refinamentos dos componentes de meios de cultura e das condicdes de
cultivos tém possibilitado o sucesso da cultura de tecidos em um vasto
numero de espécies de plantas cultivadas (Finer, 1994 Franklin & Dixon,
1994; Caldas et al., 1998).

A formacao de plantulas é iniciada por meio da inducao de caules
adventicios, de embrides somaticos ou de gemas axilares (Mantell et al.,
1994; Caldas et al., 1998; Torres et al., 1998a, 1998b; Grattapaglia &
Machado, 1998). Caules adventicios ou embrides somaticos podem ser
originados do calos ou diretamente do explante. Embrides somaticos, do
mesmo modo que embrides formados pela unido sexual dos gametas,
tém, ambos, apices para formacao do caule e raizes presentes e podem
desenvolver-se diretamente em plantulas (Finer, 1994; Werbrouch &
Debergh, 1994; Torres et al., 1998a, 1998b). A formacao de caules
adventicios (organogénesis) ocorre em maior nimero de espécies de plantas
do que a formacdo de embribes somaticos; sao poucas as espécies
cultivadas, de importancia, que podem ser induzidas rotineiramente a
formar embrides somaticos (Finer, 1994, Franklin & Dixon, 1994; Poehlman
& Sleper, 1995).

Apbs a formacao dos caules adventicios, a cultura é transferida para
um meio de enraizamento (rico em auxinas) para induzir enraizamento e,
subsequentemente, a formacao das plantulas (Caldas et al., 1998, Torres
etal., 1998a). As plantulas assim regeneradas sdo transferidas para o solo,
para crescimento e desenvolvimento, passando, porém, primeiro, por um
periodo de adaptacdo em casa de vegetacdo. Durante esse periodo, as
plantulas tém que mudar do estado heterotréfico para o autotréfico,
guando adquirem a capacidade de sintetizar os préprios alimentos. A perda
de dgua nesse periodo normalmente é elevada, por causa da inadequada
formacdo do sistema radicular e da quantidade reduzida de cera epicuticular
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nas folhas e nos caules das plantulas regeneradas. E essencial, também,
protegé-las de patégenos do solo, de modo que possam crescer e
desenvolver-se normalmente em plantas sadias (Mantell et al., 1994,
Carneiro et al.,, 1998; Grattapaglia & Machado, 1998; Kerbauy, 1998;
Torres et al.,1998a, 1998b).

Geralmente, materiais propagados por meio de cultura de tecidos
tendem a apresentar alta proporcao de variantes genéticas, variacoes essas
denominadas de “variacdo somaclonal” (Finer, 1994; Franklin & Dixon,
1994; Mantell et al., 1994, Poehlman & Sleper, 1995; Caldas et al., 1998;
Ferreira et al., 1998; Tulmann Neto et al., 1998). As anormalidades que
freqUentemente ocorrem correspondem a: mutacdes de ponto,
rearranjamentos cromossomicos, alteracdées no nivel de ploidia, aneuploidia,
inversdes, duplicacdes e delecbes. A ocorréncia dessas variantes
normalmente aumenta de acordo com o niimero de subcultivos (Poehlman
& Sleper, 1995; Tulmann Neto et al., 1998).

Para a propagacao de um determinado gendtipo por meio de cultura
de tecidos, é essencial que a estabilidade genética do material seja mantida
com repetidos cultivos (Finer, 1994; Franklin & Dixon, 1994; Mantell et al.,
1994; Poehlman & Sleper, 1995; Caldas et al., 1998; Ferreira et al., 1998;
Tulmann Neto et al., 1998). Do ponto de vista do melhoramento, porém,
tem sido postulado que as variantes induzidas pela cultura de tecidos podem
propiciar ao melhorista novas e importantes fontes de variabilidade genética
(Robins, 1994; Ferreira et al., 1998; Tulmann Neto et al., 1998). Na
concepcao de Poehlman & Sleper (1995), contudo, do mesmo modo que
as mutacodes induzidas por radiacao, o potencial de utilizacdo dessa fonte
de variacao genética no melhoramento de plantas parece ter sido
superestimado. Ressalta ainda que, assim como ocorre no tratamento de
plantas com irradiacdo ou mutagénicos quimicos, a variagdo somaclonal
nao pode ser direcionada para mudar uma determinada caracteristica.

A regeneracao de plantas por meio de técnicas de cultura de tecidos
é um requerimento primario para a utilizacao de tecnologias em genética
molecular, em qualquer espécie de planta (Poehlman & Sleper, 1995;
Ferreira et al., 1998; Brasileiro & Dusi, 1999). Além dessa, existem muitas
aplicacoes da cultura de tecidos, destacando-se a clonagem in vitro, a
conservacao de germoplasma in vitro, a multiplicacdo de gendtipos para
analise em experimentos replicados, a obtencao de variantes somaclonais,
a quebra de barreiras de incompatibilidade genética, a clonagem de
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genodtipos superiores para teste de capacidade de combinacéo, a cultura
de anteras para obtencdo de diapléides, a multiplicacdo de gendtipos
superiores e a recuperacao de plantas livres de virus (Scowcroft, 1984;
Poehlman & Sleper, 1995; Ferreira et al., 1998).

Cultura de células isoladas

Consiste no cultivo de suspensao de células em meio liquido
(Poehlman & Sleper, 1995; Barrueto Cid, 1998). Normalmente, o calos é
formado entre 4 e 8 semanas ap6s a incubacao do explante. Quando
pedacos desse calos sdo transferidos para um meio liquido e a cultura é
agitada, células individuais ou agregados de células podem ser separados,
dividindo-se e formando uma cultura de células em suspensao (Finer, 1994;
Franklin & Dixon, 1994; Gonzales, 1994; Poehlman & Sleper, 1995; Barrueto
Cid, 1998; Grattapaglia & Machado, 1998). Culturas de células em
suspensao também podem ser iniciadas a partir de células individuais ou
agregados de células separados mecanicamente do explante (Finer, 1994;
Franklin & Dixon, 1994; Gonzales, 1994; Poehlman & Sleper, 1995).

A grande vantagem da cultura de células é a selecao em nivel celular,
permitindo que milhdes de células sejam cultivadas em um pequeno espaco
(Finer, 1994; Franklin & Dixon, 1994; Gonzales, 1994). O procedimento é
comparavel ao de técnicas de selecdo de micrébios, utilizadas com sucesso
na industria farmacéutica. Vale observar que, embora a selecdo em nivel
celular propicie uma oportunidade Unica para a geracdao de mutantes
genéticos, 0 processo é limitado pelos tipos de mutantes que podem ser
selecionados e pela habilidade de regenerar plantas das células mutantes
da espécie em estudo (Gonzales, 1994). Em geral, a regeneracao de plantas
a partir de culturas de células em suspensao é mais dificil do que a
regeneracao a partir do calos (Finer, 1994; Franklin & Dixon, 1994; Gonzales,
1994, Poehlman & Sleper, 1995).

Somente caracteristicas expressas em nivel celular, como tolerancia
a salinidade, a baixa temperatura ou a fatores nutricionais, e resisténcia a
herbicidas ou toxinas produzidas por patégenos, podem ser identificadas
por meio da selecao de células em cultura. Nesse caso, as células podem
ser objeto de estresse por meio do crescimento em concentracoes variadas
de herbicidas ou solucdo salina ou na presenca de toxinas de doencas.
As células sobreviventes ao estresse sao transferidas para um meio de
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regeneracao para iniciar o desenvolvimento de raizes e caule (Finer, 1994;
Franklin & Dixon, 1994; Gonzales, 1994; Poehlman & Sleper, 1995).
Caracteristicas como produtividade, resisténcia ao acamamento ou
qualidade de graos, que sdo herdadas quantitativamente e de maneira
complexa, nao respondem a selecao em nivel celular, exceto no caso em
que possam ser afetadas pelas caracteristicas mencionadas anteriormente
(Finer, 1994; Gonzales, 1994; Poehlman & Sleper, 1995).

Clonagem in vitro ou micropropagacao

A cultura de tecidos pode ser utilizada para a regeneracao rapida de
gendtipos especificos de plantas. Essa tecnologia é denominada de
“propagacao clonal”, “clonagem in vitro” ou “micropropagacao”. O termo
“clonagem”, ja incorporado a Lingua Portuguesa, significa “a formagao
de individuos geneticamante idénticos a partir de células ou fragmentos
de uma determinada matriz”. “Clone” deriva etimologicamente do grego
klon, que quer dizer “broto” e pressupde, portanto, a existéncia de um
individuo gerador e a ocorréncia de reproducao assexuada. A denominacao
de “micropropagacao” é devida ao emprego de diminutas porcoes de
tecidos (Poehlman & Sleper, 1995; Grattapaglia & Machado, 1998; Torres
et al., 1998b).

Atécnica da clonagem in vitro de plantas tem-se mostrado de enorme
importancia pratica e potencial nas areas agricola, florestal e horticultural,
bem como na pesquisa basica em geral (Finer, 1994; Franklin & Dixon,
1994; Mantell et al., 1994; Werbrouck & Debergh, 1994; Poehlman &
Sleper, 1995; Ferreira et al., 1998; Grattapaglia & Machado, 1998; Torres
et al., 1998b), por apresentar, entre outros atributos, potencial para
propagacao de milhares de plantulas a partir de um Unico material genético
(Grattapaglia & Machado, 1998). A aplicacao comercial extensiva da
clonagem in vitro teve inicio com orquideas, mas outras espécies possuem
um grande potencial, tais como batata (S. Tuberosum L.), aspargo
(Asparaqus officinalis L.), morango (Fragaria vesca L.), banana (Musa spp.),
eucalipto (Eucalyptus spp.), e varias espécies ornamentais de dificil producao
de sementes (Poehlman & Sleper, 1995; Grattapaglia & Machado, 1998).
Atualmente, a sua aplicacdo comercial ja é factivel em varios paises (Chang
& Yang, 1995; Yang et al., 1996a, 1996b; Grattapaglia & Machado, 1998;
Assis & Teixeira, 1998), concentrando-se, principalmente, na limpeza
clonal e na multiplicacao de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas
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(Lozoya-Saldafa et al., 1996; Altman & Ziv, 1997; Woodson, 1997,
Grattapaglia & Machado, 1998). No Brasil, sua aplicacdo comercial é recente
e concentra-se em orquideas, selecoes de elites de esséncias florestais
(Grattapaglia & Machado, 1998) e em banana (Souza et al., 1999).

Outros usos potenciais da clonagem in vitro em cultivos agronémicos
sao: (1) multiplicacao em larga escala de um genétipo heterozigoto;
(2) multiplicacdo de um gendétipo auto-incompativel; (3) multiplicacdo de
linhagens macho estéreis para uso em programas de melhoramento para
producao de hibridos; (4) propagacao de materiais genéticos livres de
doencas e pragas; (5) preservacao e intercambio internacional de
germoplasma (Werbrouck & Debergh, 1994; Poehlman & Sleper, 1995;
Ferreira et al., 1998; Withers & Williamns, 1998; Silva et al., 1999).

Cultura de embrioes e 6vulos

Cultura de embridao consiste na excisao asséptica de um embrido
imaturo do ovulo e o seu subseqUente cultivo in vitro, utilizando-se um
meio de cultura apropriado (Poehiman & Sleper, 1995). Hu & Ferreira (1998),
no entanto, relatam que o termo “cultura de embrido” se refere ao cultivo
in vitro de embrides zigoticos, independentemente da idade, do tamanho
e do estadio de desenvolvimento em que foram excisados. Embrides
hibridos provenientes de cruzamentos entre espécies longemente
relacionadas sao freqientemente fracos e invidveis por causa da inadequada
nutricdo do embrido pelo endosperma. Tais embrides podem abortar ou
desintegrar-se logo ap6s a formacao do zigoto, nao se desenvolvendo,
assim, em sementes viaveis. Contudo, esses embrides imaturos podem,
freqlentemente, ser resgatados, e seus crescimento, germinacao e
desenvolvimento em plantas, assegurados por meio da cultura de embrido
(Poehlman & Sleper, 1995; Hu & Ferreira, 1998).

Nos primeiros estudos sobre cultura de embrido, os embrides
utilizados eram mais ou menos maduros. Embriées maduros ou quase maduros
sao altamente autotroficos e tém requerimento nutricional relativamente
simples; sao também capazes de germinar e desenvolver-se em plantulas
em meios de cultura simples (Poehlman & Sleper, 1995). Os pré-embrides,
ou seja, os embrides em estadios iniciais de desenvolvimento, tém, por
seu turno, requerimento nutricional mais complexo e nao sao capazes
de desenvolver-se independentemente (Poehlman & Sleper, 1995;
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Hu & Ferreira, 1998). Na natureza, embrides desenvolvem-se dentro de
uma cavidade ovular estéril e sao dependentes dos metabdlitos supridos
pelos tecidos endospermaticos em sua volta (Poehlman & Sleper, 1995).
Por exemplo, um embrido hibrido resultante do cruzamento interespecifico,
ou intergenérico, normalmente nao é adequadamente nutrido em razao
da incompatibilidade entre o endosperma e o embrido (Finer, 1994; Franklin
& Dixon, 1994; Poehlman & Sleper, 1995; Hu & Ferreira, 1998), e, assim,
para resgata-lo, o pré-embriao é extraido do évulo poucos dias apos a
fertilizacao e transferido para um meio sélido em agar, ou um meio liquido,
para subseqlente crescimento e germinacao.

A cultura de embriao tem sido algumas vezes utilizada para vencer
barreiras de dorméncia de sementes em hibridos interespecificos. Com a
dorméncia, as sementes hibridas nao germinam até que um determinado
tempo tenha passado depois da polinizacao do évulo. Porém, em virtude
de os embrides jovens normalmente nao exibirem dorméncia, os embrides
hibridos podem ser cultivados e germinados rapidamente apos a
fertilizacao, resolvendo assim o problema de dorméncia (Poehiman & Sleper,
1995; Hu & Ferreira, 1998).

A cultura de 6vulos, por sua vez, consiste no cultivo in vitro de 6vulos
fertilizados, com o objetivo de resgatar embrides provenientes de
cruzamentos interespecificos ou intergenéricos. Ovulos contendo embrides
hibridos imaturos sao extraidos assepticamente, pouco tempo depois da
fertilizagao, e cultivados em um meio de cultura (Poehlman & Sleper, 1995;
Hu & Ferreira, 1998). Postula-se que ovulos com embrides podem ser
extraidos em um estadio de desenvolvimento mais precoce do que o
poderiam os embrides isolados.

A cultura de 6vulos pode ser utilizada também com o objetivo de
cultivar évulos nao-fertilizados em um meio de cultura sob condicbes
estéreis, visando a polinizacao e a fertilizacdo in vitro. Esse procedimento
tem sido utilizado para a obtencao de hibridos entre espécies, em que 0s
tubos polinicos sao incapazes de crescer e penetrar no 6vulo normalmente
apos a polinizacdo (Poehlman & Sleper, 1995).

Cultura de anteras

A cultura de anteras refere-se ao cultivo in vitro de anteras contendo
microsporos ou graos de pélen imaturos em um meio de cultura, com o
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proposito de gerar plantas hapléides (Peters et al., 1999). Plantas hapléides
também podem ser geradas através da cultura de évulos nao fertilizados
(Laurie & Bennett, 1987; O'Donoughue & Bennett, 1994; Peters et al.,
1999). Duplicando-se o numero de cromossomos da planta hapléide
gerada, obtém-se uma planta dipléide completamente homozigota e aqui
denominada de “hapléide duplo” ou “diapldide” (Barceld et al., 1994;
Ferreira et al., 1998; Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters et al., 1999).

A cultura de anteras é potencialmente Gtil ao melhorista porgue os
hapléides duplos podem ser utilizados imediatamente como linhagens
melhoradas ou cultivares em espécies autbgamas, ou como linhagens
homozigotas em programas de producao de hibridos em espécies aldgamas
(Poehlman & Sleper, 1995; Moraes-Fernandes et al., 1999). Em um
programa de melhoramento, o tempo requerido para produzir uma cultivar
ou uma linhagem homozigota pela técnica de hapléide duplo é reduzido
de duas a trés geracbes, quando comparado com o procedimento
convencional para a obtencao de homozigose por autofecundacao
(Moraes-Fernandes et al., 1999). Outras vantagens das linhagens hapléides
duplos sao: 1) a homozigose é obtida em todos os loci, ao passo que
algum residuo de heterozigose persiste em linhagens homozigotas apds
cinco ou seis geracoes de endogamia; 2) 0s genes recessivos que podem
ser mascarados pela presenca de alelos dominantes em linhagens dipléides
heterozigotas sao descobertos e expressos no fenétipo das linhagens
diapléides (Herbele-Bors, 1985; Jensen, 1992; He et al., 1993; Barceld
et al., 1994; Ferreira et al., 1998; Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters
et al.,, 1999).

Os procedimentos gerais para o cultivo de anteras sao: 1) selecionar
e esterilizar a superficie ndo aberta dos botdes florais ou das flores imaturas;
2) extrair e colocar as anteras em um meio sélido em agar ou meio liquido.
As anteras cultivadas vao originar, entre 4 e 6 semanas, plantulas
diretamente de embrides somaticos, ou indiretamente, e mais comumente
do calos, ocorrendo, neste Ultimo caso, apds 8 a 14 semanas (Herbele-
Bors, 1985; Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters et al., 1999). Os embrides
somaticos originam-se, comumente, da divisdo dos micrésporos.
Entretanto, embrides somaticos dipldides podem originar-se também a
partir de tecido esporofitico e, ainda, pela duplicacdo espontanea dos
cromossomos de células desse tecido (Laurie & Bennett, 1987;
O'Donoughue & Bennett, 1994; Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters
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etal., 1999). Apés regeneradas, as plantulas sdo transferidas para os meios
de enraizamento e de desenvolvimento e, posteriormente, para solo estéril
(Moraes-Fernandes et al., 1999).

O método mais comum para diploidizacao (duplicacdo do numero
de cromossomos) de plantas haploides é pelo tratamento com colchicina
(Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters et al., 1999). Deve-se ressaltar que
nem todas as plantulas geradas em cultura de anteras serao hapléides.
E, também, que a cultura de anteras com o objetivo de obter hapléides
nao tem sido facil em muitas espécies cultivadas, particularmente em
cereais, algodao, gramineas e leguminosas (Poehiman & Sleper, 1995;
Moraes-Fernandes et al., 1999; Peters et al., 1999).

Hibridacao de células somaticas ou fusao de protoplastos

“Protoplastos” sao células desprovidas da parede celular. A hibridacéo
de células somaticas ou a fusao de protoplastos refere-se a fusao de dois
protoplastos de dois genomas, incluindo o citoplasma e as organelas
celulares, e a subsequente regeneracao de plantas hibridas a partir dos
protoplastos fundidos ou hibridos (Brown et al., 1987; Megia et al., 1993,
Blackhall et al., 1994a, 1994b; Carneiro et al., 1998). Assim, a fusdo de
protoplastos € uma técnica especialmente importante para superar a
incompatibilidade sexual entre espécies ou mesmo entre géneros (Power
et al.,, 1979, 1980; Ramulu et al., 1995; Binsfeld, 1998; Carneiro et al.,
1998). Pode ser empregada também para a producdo de anfidiploides, a
transferéncia de DNA citoplasmatico e a transferéncia genémica parcial
(fragmentacao do nucleo da célula doadora) (Binsfeld, 1998).

O uso da hibridacao de células somaticas requer o atendimento de
dois requisitos basicos: o isolamento de protoplastos em quantidade
suficiente para se estabelecer um cultivo e a totipoténcia dos protoplastos,
isto é, devem ter a capacidade de regenerar-se em nova planta (Binsfeld,
1998; Carneiro et al., 1998). De acordo com Binsfeld (1998), essas
condicoes basicas ja estdao estabelecidas para mais de 320 espécies.

A remocao da parede celular das células, condicao para se isolar os
protoplastos, é feita mediante tratamento enzimatico que, em geral, retine
uma mistura de enzimas capazes de degradar individualmente a celulose,
a pectina, a hemicelulose e outros polissacarideos componentes da parede
celular (Blackhall et al., 1994a; Carneiro et al., 1998). A fonte utilizada

108



Capitulo 2

para o isolamento de protoplastos é variavel e tem influéncia na sua
obtencao e também no processo de regeneracao da parede celular e na
freqUéncia das divisoes celulares que se sucedem. Protoplastos podem ser
isolados de tecidos vegetais como o mesofilo foliar, de tecidos cotiledonar
e hipocotiledonar, de raizes e também de calos e suspensoes celulares
(Megia et al., 1993; Blackhall et al., 1994a; Carneiro et al., 1998).

Existem dois tipos de hibridacao somatica: a simétrica, que consiste
na fusao de dois protoplastos completos; e a assimétrica, que consiste na
transferéncia parcial do genoma da célula doadora para uma célula
somatica receptora (Ramulu et al., 1995; Binsfeld, 1998). Em ambos os
tipos, a obtencao de hibridos somaticos depende fundamentalmente de
mecanismos eficientes, que promovam a fusao celular. Em plantas, a fusao
pode ser mediada por um agente quimico, como o polietileno glicol (PEG),
ou por choques de corrente elétrica (eletrofusao) (Blackhall et al., 1994b;
Carneiro et al., 1998). Na fusdo mediada por PEG, protoplastos de espécies
diferentes sao colocados em contato por aproximadamente 30 minutos,
juntamente com o PEG, em solucao salina. A utilizacdo da solucéo salina
no meio de fusao visa neutralizar as cargas negativas e induzir a
desestabilidade das membranas protoplasmaticas, facilitando a agregacao/
fusao dos protoplastos. Em seqguida, procede-se a lavagem do PEG, que é
toxico para as células. A fusao elétrica ocorre em duas etapas. Na primeira,
as células sao submetidas a uma corrente do tipo alternada, gerando um
campo elétrico de alta forca e fazendo os protoplastos se polarizarem,
dirigindo-se para o poélo de maior forca (fendbmeno conhecido como
“dieletroforese”). A proximidade das membranas facilita a fusao que é
provocada logo em seguida a aglutinacao por choques de corrente
continua. Esses choques provocam a abertura reversivel de poros na
membrana plasmatica. Os rearranjos das membranas eletroporadas
provocam a fusao de células adjacentes (Blackhall et al., 1994b; Carneiro
et al.,, 1998).

Em ambos os casos, a fusdao nao é um evento dirigido, podendo
ocorrer entre protoplastos de uma mesma espécie, formando
“homocarios”, ou entre espécies diferentes, dando origem a “heterocarios”
(Blackhall et al., 1994b; Carneiro et al., 1998). Técnicas sofisticadas de
micromanipulacao ou de citometria de fluxo podem ser adotadas para a
selecao de heterocarios. Para isso, é necessario utilizar marcadores
morfoldgicos, que permitam a identificacdo dos protoplastos oriundos das
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espécies envolvidas na fusdo. Protoplastos verdes podem ser obtidos a
partir de tecidos clorofilados, e protoplastos incolores, a partir de suspensoes
celulares. A selecao pode ser feita também na fase de calos ou de brotos,
por meio de analises morfolégicas, cromossémicas, isoenzimaticas e,
principalmente, de marcadores de DNA (Binsfeld, 1998; Carneiro et al.,
1998). A caracterizacao morfolégica e o estudo do comportamento
meiotico dos hibridos somaticos, assim como as avaliacdbes agronémicas,
vao determinar o seu potencial de aproveitamento em programas de
melhoramento genético (Blackhall et al., 1994b).

Avancos recentes em regeneracao de plantas a partir de protoplastos
tém transformado a fusao de protoplastos em uma técnica bastante
promissora para a introgressao de genes de interesse econdémico em
espécies cultivadas, especialmente leguminosas, gramineas e solanaceas
(Blackhall et al., 1994a, 1994b; Ramulu et al., 1995; Waara & Glimenius,
1995; Vieira, 1996; Binsfeld, 1998; Carneiro et al., 1998). Em bréssicas, a
maior parte dos trabalhos tem relatado a transferéncia de caracteres de
heranca citoplasmatica, como a macho-esterilidade e a resisténcia a
herbicidas (Guerche et al., 1987; Swanson et al., 1988); mais recentemente,
foram obtidos hibridos somaticos intertribais entre Brassica napus L. e
Thlaspsi perfoliatum, visando ao incremento do teor de acido nervonico
no 6leo de B. napus L. (Fahleson et al., 1994; Heath & Earle, 1995).
Em citros, Grosser & Gmitter Junior (1990) regeneraram hibridos somaticos
a partir de produtos de fusdo entre protoplastos isolados de Citrus reticulata
Blanco (tangerina Cleodpatra) e de Citropsis gilletiana Swingle &
M. Kellerman, uma espécie resistente a podridao-do-colo e ao nematdide
Radopholus citrophilus Huettel, Dickeson & Kaplan. Em batata
(S. tuberosum L.), tém sido incorporadas, via fusdo de protoplastos,
caracteristicas como resisténcia a nematoides, a virus e a bactérias do
género Erwinia (Shepard et al., 1980). Da mesma forma, em tabaco
(N. tabacum L.), tém sido incorporados, via fusao de protoplastos, genes
de resisténcia a doencas fungicas e a virus (Nagao, 1978, 1982).

A hibridacao somatica oferece também a oportunidade de combinar
citoplasmas diferentes na mesma célula. Essas combinacdes ndo podem
ser produzidas por hibridacao sexual, pois o citoplasma materno é o
preferencialmente herdado (Poehiman & Sleper, 1995). Além disso, avancos
na tecnologia de fusao, incluindo a fusao assimétrica de protoplastos (o
nucleo da espécie selvagem é fragmentado antes da fusao), tém contribuido
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para uma aplicacao mais imediata dessa tecnologia no melhoramento de
plantas (Ramulu et al., 1995; Waara & Glimenius, 1995; Binsfeld, 1998).
A fusao de protoplastos é empregada ainda para a transferéncia de genes
de uma espécie doadora para uma espécie receptora, ou seja, COmo uma
técnica de engenharia genética (Guerche et al., 1987; Dhir et al., 1992;
Ramulu et al., 1995; Binsfeld, 1998; Carneiro et al., 1998).

Marcadores moleculares

O aumento na eficiéncia da selecdo, o melhor conhecimento e a
caracterizacao do germoplasma e a maximizacao dos ganhos genéticos
tém sido objetivo de melhoristas de plantas mundo afora, que tém
perseguido novas formas de alcanca-los. Dai o interesse em tecnologias
como as de marcadores de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os melhoristas de plantas tém, tradicionalmente, selecionado
individuos com base no fendtipo (aparéncia de um individuo). Essa
estratégia tem tido sucesso com caracteristicas de alta herdabilidade
(o fendtipo reflete a constituicdo genética do individuo), mas nem sempre
com caracteristicas de baixa herdabilidade, pois o efeito do ambiente é
elevado (Souza et al., 1998a, 1998b). Esse é o motivo por que, em muitos
programas de melhoramento, em que a maioria das caracteristicas de
interesse apresentam heranca quantitativa, estratégias como teste de
progénies e selecao em geracoes avancadas tém sido utilizadas para
minimizar as dificuldades da selecao (Hansche, 1983). Contudo, essas nao
diminuem ou evitam os efeitos da interacao gendtipo x ambiente, que é
um dos fatores que mais afetam o processo de selecao (Hansche, 1983;
Falconer, 1989). Portanto, uma forma de evitar esses problemas é a selecao
com base na constituicao genética do individuo (em nivel de DNA), a qual
independe do ambiente e nao muda com o tempo (Bretting & Widrlechner,
1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Entende-se por “marcadores moleculares” as caracteristicas de DNA
que diferenciam dois ou mais individuos e que sao herdadas geneticamente
(Milach, 1998a). Atualmente, diversos tipos de marcadores moleculares
estao disponiveis, os quais, segundo Milach (1998a), diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA.

Os principais tipos de marcadores moleculares sao classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
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hibridacdo ou amplificacdo de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1998a).0s identificados por hibridacao séo:

1) Marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Botstein
et al.,1980).

2) Os minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) (Jeffreys et al., 1985).

Os identificados por amplificacdo do DNA sao:

1) Marcadores RAPD ( Randomly Amplified Polymorphic DNA) — DNA
Polimérfico Amplificado ao Acaso (Williams et al.,1990).

2) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) — Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos Amplificados (Zabeau,1993).

3) Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) - Segiéncias
Simples Repetidas (Litt & Luty, 1989).

4) SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)(Paran &
Michelmore, 1993).

5) STS (Sequence Tagged Sites) (Olson et al., 1989).

Existem ainda os marcadores isoenzimaticos, que sao baseados em
diferencas na mobilidade de enzimas (proteinas) e vém sendo utilizados
desde a década de 60 (Bretting & Widrlechner, 1995; Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Cada marcador apresenta vantagens e desvantagens,
porém, todos sao suscetiveis de aplicacdo no melhoramento de plantas
(Rafalski et al., 1991; Rafalski & Tingev, 1993; Bretting & Widrlechner,
1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Em plantas, a identificacdo dos primeiros marcadores moleculares
ocorreu na década de 70 (Botstein et al., 1980). Contudo, foi somente
apos o desenvolvimento das técnicas de PCR que os marcadores moleculares
ganharam maior atencao por parte dos melhoristas de plantas (Rafalski &
Tingev, 1993; Nybom, 1994; Bretting & Widrlechner, 1995; Lee, 1995;
Ferreira & Grattapaglia, 1998). A tecnologia de PCR, desenvolvida por
Mullis & Faloona (1987), gracas a suas facilidade, rapidez, sensibilidade e
versatilidade, constituiu-se rapidamente numa potente ferramenta em
estudos genéticos e moleculares que envolviam grande numero de
individuos (Bretting & Widrlechner, 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

112




Capitulo 2

Ferreira & Grattapaglia (1998) relatam que atributos como
consisténcia e tempo para obtencao de resultados, nivel de polimorfismo
obtido, custo e facilidade de uso sao caracteristicas importantes para a
implementacdo de marcadores moleculares na rotina de um programa de
melhoramento. Relatam ainda que, além dessas caracteristicas, existem
os aspectos envolvidos na escolha do tipo de marcador molecular a ser
utilizado e, por isso mesmo, nao existe marcador superior aos demais em
todos os atributos. Portanto, antes de tomar a decisao de qual marcador
serd implementado, o melhorista deve analisar criteriosamente cada uma
das técnicas, considerando, além dos fatores acima mencionados, a
estrutura laboratorial disponivel, o nivel de especializacdo dos recursos
humanos, os recursos financeiros disponiveis, os objetivos em curto, médio
e longo prazos do programa e ainda a espécie envolvida.

Entre as principais aplicacbes dos marcadores de DNA no
melhoramento de plantas em geral, estdo: 1) identificacdo de parentais;
2) identificacao e protecao de cultivares; 3) atribuicao de linhagens a grupos
heterdticos em espécies alégamas; 4) certificacdo de pureza genética;
5) monitoramento de cruzamentos, como aplicacbes de curto prazo;
6) construcao de mapas genéticos; 7) mapeamento de locos de heranca
simples; 8) mapeamento de caracteristicas de heranca quantitativa;
9) selecao assistida por marcadores — SAM; 10) clonagem de genes com
base em mapeamento (Lee, 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Entretanto, a maior vantagem do uso de marcadores moleculares
talvez seja a SAM, em que caracteristicas de dificil avaliacdo, ou caras de
se avaliar, sao selecionadas indiretamente, com base em um ou mais
marcadores (Lee, 1995; Poehlman & Sleper, 1995). Nesse caso, é necessario
primeiro identificar marcadores associados as caracteristicas de interesse
por meio do mapeamento molecular (Lee, 1995; Barbosa Neto, 1998;
Ferreira & Grattapaglia, 1998). Uma vez estabelecida a associacao, é possivel
selecionar os individuos indiretamente, por meio do marcador ou dos
marcadores de interesse. Portanto, o sucesso da SAM depende do grau
de associacéo entre marcador e caracteristica de interesse. Quanto maior
a associacao, menor sera a chance de ocorrer recombinacao entre marcador
e gene que controla a caracteristica de interesse e, por conseguinte, maior
sera a eficiéncia da selecao. A SAM é especialmente importante no
melhoramento de espécies perenes e de ciclo longo, quando geralmente
ha necessidade de esperar alguns anos até que a caracteristica fenotipica
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de interesse se expresse (Lee, 1995; Poehlman & Sleper, 1995; Barbosa
Neto, 1998; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Marcadores isoenzimaticos

“lIsoenzimas” sao formas multiplas de uma mesma enzima.
Quimicamente, isoenzimas sao proteinas complexas e foram os primeiros
marcadores genéticos moleculares usados na genética de plantas e no
melhoramento (Bretting & Widrlechner, 1995; Poehlman & Sleper, 1995;
Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O principio basico dos marcadores de isoenzimas consiste no uso de
eletroforese em gel de amido e na visualizacao do produto enzimatico por
meio de métodos histoquimicos (Hunter & Markert, 1957). E assumido
que diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sao
resultantes de diferencas nas sequéncias de DNA que codificam essas
enzimas (Bretting & Widrlechner, 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Portanto, se dois individuos diferem no padrao de bandeamento,
pressupde-se que essas diferencas tém base genética e sao herdaveis
(Murphy et al., 1990). As isoenzimas podem ser controladas geneticamente
por alelos localizados no mesmo loco, ou em diferentes locos, e sua
expressao é co-dominante, ou seja, em um individuo dipléide ambos os
alelos de um loco sdo expressos e visualizados (Bretting & Widrlechner,
1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Além da vantagem de ser um
marcador co-dominante, a técnica de isoenzimas é relativamente barata
e tecnicamente acessivel. Entretanto, essa técnica apresenta algumas
limitacdes, como o numero limitado de locos que podem ser detectados
no genoma, o baixo nivel de polimorfismo das isoenzimas, o efeito
do ambiente na expressao do polimorfismo, a especificidade de expressao
em alguns tecidos vegetais e as diferencas nas atividades enzimaticas,
em virtude do estadio de desenvolvimento dos tecidos e/ou da planta
(Murphy et al., 1990; Bretting & Widrlechner, 1995; Ferreira & Grattapaglia,
1998).

O processo de deteccao dos marcadores de isoenzimas constitui-se
basicamente de: 1) extracao de proteinas do tecido vegetal; 2) separacao
das proteinas por meio de eletroforese; 3) coloracao histoquimica do gel,
permitindo visualizar o produto da reacao enzimatica na forma de uma
banda no gel (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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No inicio, os marcadores isoenzimaticos eram muito utilizados em
estudos classicos de genética de populacoes, com os objetivos de estimar
e entender a estrutura da variabilidade genética em populacdes naturais e
estudar o fluxo génico entre populacdes, os processos de hibridacao natural
e a dispersdo de espécies, além de estudos de filogenias (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). No melhoramento de plantas, esses marcadores
tém sido empregados na identificacdo de cultivares, na avaliacao de
germoplasma, na introgressao génica, na selecdo indireta e na deteccao
de ligacdo génica com caracteres monogénicos e poligénicos (Tanksley
et al., 1982; Adams, 1983; Tanksley, 1983).

Marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) -
Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao

Os RFLPs s&o definidos como diferentes comprimentos de fragmentos
de DNA digeridos por endonucleases de restricao, detectados entre
individuos por meio de uma definida sonda (Andersen & Fairbanks, 1990;
Rafalski & Tingev, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a).
Os diferentes fragmentos de DNA sao produzidos por enzimas de restricao,
as quais reconhecem e cortam o DNA em sequéncias especificas de
nucleotideos (Rafalski & Tingev, 1993). Depois que a enzima de restricao
corta o DNA, muitos fragmentos sao resultados, desde fragmentos com
centenas de pares de bases até com alguns milhares de pares de bases,
porém, apenas sequéncias especificas de DNA, que estao distribuidas por
todo 0 genoma e que sao complementares ao DNA da sonda (fragmentos
clonados de DNA genémico, cDNA), sdo analisadas para se obter o padrao
de restricao de um determinado individuo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O procedimento geral para a identificacao de marcadores RFLP
envolve as seguintes etapas (Andersen & Fairbanks, 1990; Rafalski & Tingey,
1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998): 1) extracdo de DNA, 2) digestao do
DNA com enzimas de restricao; 3) separacao dos fragmentos em gel
eletroforese; 4) transferéncia do DNA para uma membrana de nitrocelulose;
5) hibridacdo da membrana com uma sonda molecular radioativa; 6) auto-
radiografia da membrana para visualizacdo do padrao de migracao dos
fragmentos de DNA, ou seja, os marcadores RFLPs. Na separacao na
eletroforese em gel, fragmentos de DNA de diferentes tamanhos movem-
se em distintas velocidades através do gel, movendo-se os fragmentos
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menores mais rapidamente. Em relacdo a visualizacdo, cumpre lembrar
que apenas aqueles fragmentos que hibridizaram com o DNA radioativo
da sonda serao visiveis na auto-radiografia (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O polimorfismo observado nos RFLPs é devido ao fato de o DNA de
individuos geneticamente distintos diferir nas sequéncias de nucleotideos
ao longo da fita. Portanto, a presenca ou a auséncia de sequéncias
especificas de quatro a oito pares de base, as quais sao reconhecidas e
clivadas pelas enzimas de restricdo, pode variar conforme o individuo,
gerando polimorfismo. Dessa forma, a base genética do polimorfismo
observado é devida a mutacdes nos sitios de restricao ou insercoes, delecoes
e rearranjos entre esses sitios (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Assim como os marcadores isoenzimaticos, os marcadores RFLP
apresentam expressao co-dominante, permitindo identificar genotipos
homozigotos e heterozigotos em cada loco analisado. Essa caracteristica
de co-dominancia possibilita aos RFLPs uma andlise mais aprofundada da
acao génica e da interacao entre alelos que os marcadores de isoenzimas.
Também, contrariamente as isoenzimas, o nimero de marcadores RFLP é
praticamente ilimitado e o nivel de polimorfismo é muito maior. Ha outras
caracteristicas importantes dos marcadores RFLP: a) alta estabilidade do
DNA; b) efeitos pleiotrépicos minimos; c) capacidade de ser detectado
em todos os tecidos vivos e em todos os estadios de desenvolvimento
de um organismo; d) capacidade de nao ser afetado pelo ambiente
(Andersen & Fairbanks, 1990; Rafalski & Tingev, 1993; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

No melhoramento de plantas, os marcadores RFLP podem ser
utilizados para avaliacao e caracterizacdo de germoplasma, identificacao
de cultivares, construcao de mapas genéticos, mapeamento comparativo,
analises filogenéticas e como critério de selecao indireta ou selecdo assistida
por marcadores (Rafalski & Tingev, 1993; Nybom, 1994, Lee, 1995; Ferreira
& Grattapaglia, 1998). Entretanto, a técnica de RFLP apresenta algumas
limitacdes, como: o alto custo e o uso intensivo de mao-de-obra, a ndo-
disponibilidade de sondas no inicio dos trabalhos com uma determinada
espécie e o requerimento de estrutura laboratorial mais sofisticada e de
pessoal técnico especializado, que a tornam de dificil implementacdo em
rotinas de programas de melhoramento (Andersen & Fairbanks, 1990;
Rafalski & Tingev, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a).
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Marcadores de minissatélites

Minissatélites ou VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) ou
sequéncias adjacentes que se repetem em numero variavel sao constituidos
de um numero variavel de sequéncias idénticas, de 15 a 100 pares de
bases, e repetidas lado a lado até 50 vezes (Jeffreys et al., 1985; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Os minissatélites sao, na realidade, uma variacdo dos marcadores
de RFLP. Portanto, o principio de deteccao e obtencao desses marcadores
¢ basicamente o mesmo utilizado para RFLP, diferindo apenas no tipo de
sonda utilizada para a deteccao do polimorfismo de DNA (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a). Em RFLP as sondas sao homadlogas as
seqUéncias Unicas no genoma, o que permite detectar um ou poucos locos
de cada vez. Ja nos minissatélites, as sondas sao constituidas de seqiéncias
homologas as seqUéncias repetitivas, possibilitando que todos os locos
VNTR sejam detectados simultaneamente (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Assim, além do polimorfismo de RFLPs (decorrente da variacdo na
distribuicdo de sitios de restricao e das sondas utilizadas) em cada loco, a
técnica VNTR apresenta polimorfismo no ndmero e na distribuicao das
segliéncias repetitivas ao longo do genoma, conferindo aos minissatélites
um elevado nivel de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1998a).

Por sua vez, por se tratar de uma técnica similar em esséncia a de
RFLP, os marcadores de minissatélites compartilham também das mesmas
vantagens e limitacoes ja apresentadas para os marcadores RFLP,
apresentando, porém, como vantagem adicional, o maior nivel de
polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a). Em
contrapartida, por conta da alta complexidade do padrao de bandas, esses
marcadores nao sao muito recomendaveis em mapeamento genético e
em testes de ligacao entre marcadores e genes de ligacao (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Marcadores RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) — DNA polimérfico amplificado ao acaso

A técnica de RAPD, desenvolvida por Williams et al. (1990), baseia-
se na amplificacao de multiplos segmentos gendmicos a partir da utilizacdo
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de primers arbitrarios (pequenas seqUéncias de DNA, usualmente de
dez pares de nucleotideos). Dois outros grupos independentes de
pesquisadores também desenvolveram a mesma técnica, denominando-a
de AP-PCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction), (Welsh &
McClelland (1990)), e DAF (DNA Amplification Fingerprinting), (Caetano-
Anndlles et al., 1991).

De acordo com Ferreira & Grattapaglia (1998), com o desenvolvimento
da técnica de RAPD, houve uma verdadeira “democratizacdo” na area de
marcadores moleculares, pois, além de facilitar e acelerar os estudos em
andamento com espécies mais tradicionais (milho (Z. mays L.), tomate
(Lycopersicum esculentum L.), arroz (O. sativa L.), etc.)), permitiu a realizacao
de analises genéticas em espécies ainda ndao contempladas pelas
metodologias anteriores.

O procedimento para deteccao dos marcadores RAPD é simples e
rapido, requer pequenas quantidades de DNA (15 a 25 ng) — ndo precisando
esse DNA apresentar alto grau de pureza —, ndo requer conhecimentos
aprofundados na area molecular, ndo envolve radioatividade e os resultados
sao obtidos em pouco tempo (Rafalski et al., 1991; Rafalski & Tingev,
1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Em decorréncia dessas caracteristicas,
os marcadores RAPD sao extremamente eficientes na geracdo de dados e
tém sido utilizados em estudos de analises genéticas e filogenéticas, bem
como no melhoramento de plantas, desde a sua descricdo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Os marcadores RAPD sdo de expressao fenotipica dominante,
sendo o polimorfismo detectado no gel pela presenca ou pela auséncia de
bandas. Portanto, uma desvantagem da técnica é que ela ndo consegue
distinguir gendtipos e fendtipos de individuos homozigotos daqueles
heterozigotos para os marcadores (Rafalski et al., 1991; Rafalski &
Tingev, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Outra desvantagem dessa
técnica é a reproducibilidade e a consisténcia, que sao baixas. Contudo,
quando comparada com a técnica de RFPL, essa desvantagem ¢é
compensada pela grande quantidade de dados que é capaz de gerar a
custo e tempo bem menores (Rafalski & Tingev, 1993; Ferreira &
Grattapaglia, 1998).
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Marcadores de microssatélites
ou SSR (Simple Sequence Repeats)

Microssatélites ou seqliéncias simples repetidas consistem de
pequenas sequéncias de DNA repetidas em tandem. Essas sequéncias,
normalmente, apresentam de um a quatro nucleotideos de comprimento
e estao distribuidas por todo o genoma de organismos eucariotos (Rafalski
& Tingev, 1993; Bezte & Penner, 1998a; Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Milach, 1998a). Litt & Luty (1989) foram os pioneiros na amplificacdo de
microssatélites como marcadores.

A técnica baseia-se na amplificacao individual via PCR dos
microssatélites, utilizando-se primers especificos (20 a 30 pares de bases
de comprimento), complementares as seqiéncias Unicas que flanqueiam
as seqliéncias repetidas de microssatélites. Assim, a base do polimorfismo
desses marcadores resulta da existéncia de um grande nimero de diferentes
sequéncias repetidas, constituindo cada microssatélite, independentemente
das sequiéncias repetidas (CA, AT, TG, ATG), um loco altamente polimérfico,
multialélico e com elevado contetdo informativo (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Bezte & Penner (1998a) afirmam que as seqiéncias repetidas
dinucleotidicas (AT em plantas e CA em humanos) sdo as mais abundantes.
Afirmam também que as sequiéncias mono-, di- e tetranucleotidicas e algumas
sequiéncias trinucleotidicas sao encontradas primariamente em regides nao-
codificadoras e em regides codificadoras do genoma, respectivamente.

A deteccao dos marcadores de microssatélites é feita por eletroforese
em gel de policrilamida, sendo a visualizacdo das bandas realizada
diretamente no gel por coloracao com brometo de etidio ou nitrato de
prata. Os locos SSR tém expressao co-dominante e sao atualmente a classe
de marcadores moleculares que apresentam maior nivel de polimorfismo
(Bezte & Penner, 1998a; Ferreira & Grattapaglia, 1998). A grande limitacao
dessa técnica atualmente decorre do processo de desenvolvimento dos
primers para amplificacdo dos microssatélites. E um processo laborioso e
caro, entretanto, uma vez obtidos os primers, o custo da técnica assemelha-se
ao de RAPD (Bezte & Penner, 1998a; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1998a).

Por conta do elevado nivel de polimorfismo que apresenta, os
marcadores de microssatélites sao, atualmente, uma das melhores opcoes
para uso em estudos de diversidade genética, mapeamento genético e na
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identificacdo e na caracterizacao de germoplasma, especialmente daquelas
espécies em que a variabilidade genética é baixa (Bezte & Penner, 1998z3;
Milach, 1998b).

Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados

A técnica de AFLP foi desenvolvida por Zabeau (1993) e é uma
combinacao de RFLP e PCR, combinando a especificidade, a resolucao e o
poder de amostragem dos RFLPs (digestao por enzimas de restricao) com
a velocidade e praticidade das técnicas de PCR (Bezte & Penner, 1998b;
Ferreira & Grattapaglia, 1998). Também, da mesma forma que a técnica
de RAPD, a andlise de AFLP n&do requer informacao prévia da seqiiéncia de
DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os procedimentos para a analise de AFLP envolvem quatro etapas
principais (Bezte & Penner, 1998b; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach,
1998a): 1) clivagem ou digestdao do DNA com duas enzimas de restricao,
sendo uma de corte raro (Pst 1, EcoRl) e outra de corte freqUente (Mse I);
2) ligacao de adaptadores especificos (20 a 30 pares de bases) as
extremidades dos fragmentos genémicos resultantes da digestao do DNA
com as enzimas de restricao; 3) amplificacdo seletiva de fragmentos com
primers especificamente desenhados para reconhecer seqiéncias nos
adaptadores; 4) separacdo dos fragmentos amplificados por eletroforese
em gel de policrilamida.

O polimorfismo dos marcadores AFLP decorre das diferencas entre
genotipos na distribuicao dos sitios de restricdo e na amplificacdo diferencial
dos fragmentos. Em outras palavras, o polimorfismo dos AFLPs é devido a
mutacoes de ponto, delecdes, insercoes e inversdes nas seqiéncias de
DNA, que resultam na perda ou no ganho de um sitio de restricao, e de
alteracdo da sequéncia reconhecida pelos nucleotidios arbitrarios nos
terminais 3’ que orientam a amplificacdo a partir dos adaptadores,
resultando na amplificacao seletiva dos fragmentos (Bezte & Penner, 1998b;
Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a). Portanto, essa técnica possui
um alto poder de deteccéo de variabilidade genética e permite a analise
de um grande numero de marcadores por gel (40 ou mais), além da maior
robustez em relacdo a técnica de RAPD.

Como maior limitacdo aos marcadores AFLP, tem-se o baixo nivel de
informacdo genética por loco analisado em decorréncia de esses
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marcadores possuirem, da mesma forma que os de RAPD, expressao
fenotipica dominante (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Portanto, genotipos
heterozigotos nao podem ser distintos dos homozigotos.

A técnica de AFLP apresenta também outras limitacdes quando
comparada com a de RAPD, destacando-se o maior nimero de etapas
requeridas para andlise e o maior gasto com reagentes e equipamentos
de laboratério, o que torna essa técnica menos acessivel ao melhorista
gue a de RAPD (Bezte & Penner, 1998b; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Marcadores baseados em PCR de seqiiéncia especifica

1) Marcadores STS (Sequence Tagged Sites)

Resultam da conversao de marcadores RFLP em marcadores baseados
em PCR (Olson et al., 1989). O procedimento consiste basicamente do
seqUenciamento das extremidades das sondas (cDNA ou gendémicas)
utilizadas para deteccao de RFLP e da construcao de primers especificos
para a recuperacao dos fragmentos polimorficos (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Em geral, a conversao de marcadores RFLP em marcadores STS resulta
em menor nivel de polimorfismo porque, no processo de conversao, o
pilimorfismo vai depender basicamente de variagdes no comprimento dos
fragmentos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a). Assim, o
polimorfismo depende apenas de eventos de insercao/delecao na regiao
coberta pela PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Contudo, esse problema
pode ser minimizado com a digestdo por enzimas de restricdo dos
fragmentos amplificados (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a) e
com o seqlenciamento das bandas monomorficas e o posterior
desenvolvimento de primers que amplificam sequéncias mais variaveis entre
diferentes individuos (Milach, 1998a).

2) Marcadores SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions)

Os marcadores SCAR sao similares aos STS, sé que resultam da
conversao de marcadores RAPD em marcadores de seqUéncia especifica
(Paran & Michelmore, 1993). Assim, SCAR nada mais sao do que
fragmentos de DNA gendémico amplificados via PCR, utilizando primers
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(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os fragmentos amplificados estao
localizados em locos geneticamente definidos (Ferreira & Grattapaglia,
1998; Milach, 1998a).

A principal diferenca entre os marcadores SCAR e STS reside no fato
qgue o SCAR pode amplificar seqiéncias repetitivas de DNA, enquanto o
STS amplifica apenas sequéncias de DNA de cépia Unica (Paran &
Michelmore, 1993).

Ambos, SCAR e STS, sao bastante semelhantes a técnica de RAPD,
com a excecao do tipo de primer utilizado, apresentando a vantagem de
serem mais consistentes e a desvantagem de envolverem o desenvolvimento
de primers e, conseqlentemente, ser de custo mais elevado. Contudo,
estando os primers disponiveis, ambas as técnicas apresentam custos
comparaveis a de RAPD (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a).
Em decorréncia disso e da alta consisténcia, SCAR e STS apresentam-se
como técnicas bastante promissoras do ponto de vista da implementacao
como rotina em programas de melhoramento (Milach, 1998a).

Engenharia genética

O termo “engenharia genética” (também denominada de
“transformacao genética”, no caso de plantas) refere-se a transferéncia
de sequéncias especificas de DNA de um organismo doador para um
organismo receptor, por meios nao-convencionais. Os organismos assim
obtidos sdo denominados de “transgénicos” ou “organismos
geneticamente modificados” (Davey et al., 1989; De Block, 1993; Jouanin
et al., 1993; Brasileiro & Dusi, 1999).

Com o advento dessa tecnologia, tornou-se possivel abreviar o tempo
de obtencao de novas cultivares e a permuta de material genético (genes)
entre espécies sexualmente incompativeis, ou seja, vencer as barreiras
naturais ao cruzamento entre diferentes espécies, e até mesmo entre
diferentes reinos (De Block, 1993; Jouanin et al., 1993; Brasileiro & Dusi,
1999), aumentando sobremaneira as possibilidades de sucesso do
melhoramento classico (Poehiman & Sleper, 1995). Hoje, é possivel isolar
e clonar genes de bactérias, virus, plantas e animais, introduzi-los e
expressa-los em plantas (Davey et al., 1989; De Block, 1993; Jouanin
etal., 1993; Brasileiro & Dusi, 1999; Lacorte et al., 1999; Romano & Monte,
1999; Sluys, 1999).
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Em muitos aspectos, no entanto, a engenharia genética em plantas
€ comparavel ao método de melhoramento por retrocruzamento, no qual
genes desejaveis sao transferidos para um genétipo receptor por meio de
sucessivos cruzamentos. A diferenca consiste em que o melhorista pode
usar o retrocruzamento somente entre espécies compativeis, enquanto,
na engenharia genética, teoricamente nao existe essa limitacao (Poehlman
& Sleper, 1995).

As duas formas basicas pelas quais um gene pode ser transferido de
um organismo para outro sao: a transferéncia indireta intermediada por
Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn. e a transferéncia
direta por meio de métodos fisicos e quimicos (Davey et al., 1989; De
Block, 1993; Jouanin et al., 1993; Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999;
Lacorte et al., 1999; Romano & Monte, 1999; Sluys, 1999).

Na transferéncia indireta, a bactéria A. tumefaciens (Smith &
Townsend) Conn., que infecta principalmente dicotiledéneas, é capaz de
inserir, no momento da infeccao, parte de seus genes no genoma da planta
hospedeira. Na verdade, esses genes estao codificados em um pedaco de
DNA denominado de T-DNA (DNA transferido) do Ti-plasmideo existente
nessas bactérias. No momento da infecao, o T-DNA, carregando os genes
bacterianos, integra-se ao genoma da planta hospedeira, que passa a
expressa-los, causando a doenca conhecida como crown gall ou tumor-
da-coroa (Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999; Sluys, 1999). Esses tumores
sao desenvolvidos porque o T-DNA da bactéria contém genes que regulam
a biossintese dos hormonios acido indolacético (AIA) e citocinina. Assim,
apos as plantas tornarem-se infectadas com a bactéria, niveis anormais de
AlA e citocinina provocam crescimento anormal e formacao de tumor
(Brasileiro & Dusi, 1999; Sluys, 1999).

Desse modo, a ciéncia nada mais fez do que aproveitar a capacidade
natural dessa bactéria e utiliza-la para a transferéncia de genes de interesse
econémico (Hooykaas & Schilperoort, 1992). Para tanto, faz-se necessario
eliminar as caracteristicas indesejaveis do T-DNA, mantendo, contudo, sua
capacidade de integrar-se ao genoma da planta hospedeira. Em outras
palavras, eliminam-se os genes indesejaveis e, em lugar deles, sdo inseridos
genes de interesse econémico, por exemplo genes de resisténcia a doencas
e pragas e genes que aumentam o valor protéico, entre outros (Brasileiro
& Dusi, 1999; Sluys, 1999). Diversos mutantes de A. tumefaciens (Smith &
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Townsend) Conn. tém sido desenvolvidos, nos quais os T-DNAs dos
plasmideos nao produzem AlA ou citocinina, com a finalidade de servirem
como um veiculo para introduzir DNA contendo genes de interesse
econdmico em plantas (Leplé et al., 1992; Herrera-Estrella et al., 1992).

A transferéncia direta de genes baseia-se na transferéncia de
moléculas de DNA para dentro das células vegetais, por métodos fisicos
ou quimicos, com o proposito de quebrar a barreira da parede celular e da
membrana plasmatica para permitir a livre penetracdo do DNA na célula;
pode-se utilizar tecidos intactos ou protoplastos (Birch, 1997; Brasileiro &
Dusi, 1999; Lacorte et al., 1999). Entre os varios métodos de transferéncia
direta de genes propostos, os mais eficientes sdo: biobalistica, aceleracdo
de particulas ou bombardeamento de particulas; e a eletroporacao de
protoplastos e tecidos (Birch, 1997; Lacorte et al., 1999).

O processo de biobalistica consiste na utilizacdo de microprojéteis
de ouro ou tungsténio acelerados a altas velocidades (superiores a
1.500 km/h) para carrear e introduzir moléculas de DNA e outras moléculas
em células e tecidos in vivo (Lacorte et al., 1999), enquanto a eletroporacao
de protoplastos e tecidos submete a choques elétricos protoplastos ou
tecidos incubados com o DNA ou genes de interesse (D'Halluin et al.,
1992; Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999; Lacorte et al., 1999).
Na biobalistica, as microparticulas aceleradas penetram na parede e na
membrana celular de maneira nao-letal, localizando-se aleatoriamente nas
organelas celulares. Em seguida, o DNA ¢é dissociado das microparticulas
pela acdo do liquido celular, ocorrendo o processo de integracao do gene
exdgeno ao genoma do organismo a ser modificado (Lacorte et al., 1999).
O desenvolvimento de métodos fisicos e quimicos de transformacao
permitiu viabilizar a engenharia genética em plantas monocotiledéneas
(milho (Z. mays L.), arroz ( O. sativa L.), trigo (Triticum spp.), etc.), porquanto
as bactérias do género Agrobacterium normalmente ndo infectam
essa classe de plantas (Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999; Lacorte et al.,
1999).

Os requisitos necessarios para realizar a transformacao genética sao:
1) um gene, ou genes, de interesse econdmico localizado, isolado, clonado
e seqlienciado; 2) uma técnica de transformacao que permita a introducao
desse gene, ou genes, no organismo receptor; 3) um gene marcador para
permitir a identificacdo das plantas transformadas; 4) uma técnica de cultivo
in vitro gue permita a regeneracao de uma nova planta a partir das células
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ou dos tecidos transformados; 5) a expressao fenotipica do gene introduzido
e sua perpetuacao por meio de sucessivas geracoes pelo processo sexual
normal (Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999). Atualmente, conta-se com
poucos genes disponiveis, isto é, identificados, seqtienciados e clonados,
para transferéncia via engenharia genética. Muitos genes, embora ja
seqUenciados e mapeados, correspondem a seqUéncias de DNA de
tamanho grande, o que dificulta a clonagem e a transferéncia (Lindsey,
1992; Dale et al., 1993; De Block, 1993).

Apobs o processo de transformacao, as plantas transgénicas passam
por rigoroso processo de selecao antes de estarem aptas a ser lancadas no
mercado como novas cultivares, tal como ocorre no melhoramento classico
(Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999; Fontes & Melo, 1999; Romano &
Monte, 1999). Assim, em geral, as outras alteracdes que ndo sejam
as resultantes da caracteristica introduzida sao eliminadas por esse processo
rigoroso de selecao, pois essas alteracdes sao, em sua quase totalidade,
deletérias, isto é, conferem desvantagem seletiva (Fontes & Melo,
1999).

As primeiras plantas transgénicas foram obtidas na década de 80
(De Block, 1993; Birch, 1997), quando foi introduzido o gene neo, que
confere resisténcia ao antibiético kanamicina, em células de plantas de
fumo. Nos ultimos anos, tem havido avancos consideraveis. Atualmente a
maioria das espécies de valor econdmico ja foi transformada ou
engenheirada (Brasileiro & Dusi, 1999). No entanto, a maioria dos
problemas do melhoramento de plantas se referem a caracteres
quantitativos e controlados por poligenes, 0s quais ndo serdo solucionados
por meio da transferéncia de pequenos segmentos isolados de DNA
(Lindsey, 1992; Dale et al., 1993; De Block, 1993; Poehlman & Sleper,
1995). Portanto, para que a utilizacao de técnicas de engenharia genética
se torne rotina em programas de melhoramento, seré preciso que sistemas
de transformacao mais eficientes e que permitam a transferéncia de
poligenes sejam desenvolvidos, além da disponibilidade de informacoes
detalhadas sobre localizagao, estrutura e funcdo dos genes a serem
transformados (Birch, 1997; Brasileiro & Dusi, 1999). A principal limitacao
que enfrenta a engenharia genética é, hoje, a transferéncia apenas de
genes de heranca qualitativa (Poehlman & Sleper, 1995; Birch, 1997;
Brasileiro & Dusi, 1999).
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A Biotecnologia e o melhoramento do feijao-caupi
Técnicas em cultura de tecidos

O emprego de técnicas em cultura de tecidos como ferramenta para
auxiliar no melhoramento do feijdo-caupi tem sido relatado na literatura
em diversos trabalhos (Kulothungan et al., 1993; Dicamber et al., 1997,
Gomathinayagam et al., 1998; Brar et al., 1999; Tyagi & Chawla, 1999).
No entanto, ainda existem varias dificuldades para a implementacao dessas
técnicas no melhoramento dessa cultura, dificuldades essas relacionadas,
especialmente, a definicao de protocolos de regeneracao (Pandey & Bansal,
1989; Cheema & Bawa, 1991; Kulothungan et al., 1993, 1995).

Kulothungan et al. (1993) e Brar et al. (1999) regeneraram plantas
de feijao-caupi por meio do cultivo in vitro, respectivamente, de explantes
de folhas primérias e de meristemas apicais, enquanto Cheema & Bawa
(1991) obtiveram o mesmo, mas a partir de explantes caulinares e
hipocotilares. Amitha & Reddy (1996b), por sua vez, estudaram o potencial
de explantes de feijdo-caupi extraidos de epicétilos, cotilédones e hipocotilos
para o cultivo in vitro e concluiram que as trés fontes de explantes foram
capazes de regenerar plantas. Resultados semelhantes foram relatados
por Kulothungan et al. (1995) e Pellegrineschi (1997a). A freqiéncia maxima
de embrides obtidos por Kulothungan et al. (1995) ocorreu quando o
calos foi transferido para um meio liquido, suplementado com 2,0 mg.L"
da auxina 2,4-D. Por seu turno, Pandey & Bansal (1989) obtiveram eficiéncia
na regeneracao quando utilizaram explantes apenas de folhas cotiledonares
—entre as plantas regeneradas, apenas 1%, aproximadamente, apresentou
aneuploidia.

Amitha & Reddy (1996a) induziram embriogénese somatica em
feijao-caupi a partir de eixos embrionarios de sementes maduras, cultivados
em meio MS com diferentes concentracoes de auxinas. Observaram que a
embriogénese somatica foi inibida com a adicao de citocininas no meio,
suplementado com 2,4-D ou 2,4,5-T, ou ainda com altas concentracoes
de sacarose. Em outro estudo, Amitha & Reddy (1998) desenvolveram
protocolos para inducao de embriogénese somatica a partir de explantes
de diferentes partes de sementes e plantulas de feijao-caupi. Embrides
somaticos foram obtidos a partir de explantes de folhas imaturas, eixos de
embrides maturos e imaturos e cotilédones imaturos. Amitha & Reddy
(1998) verificaram ainda que 2,4-D foi a auxina mais eficiente para a inducao
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de embrides somaticos, com a maior freqténcia de embrides sendo obtida
a partir de calos provenientes de explantes de folhas imaturas, e a menor,
de explantes de cotilédones imaturos.

Entre as varias aplicacées da cultura de tecidos no melhoramento
do feijao-caupi, o resgate de embrides zigéticos imaturos e o respectivo
cultivo in vitro tem sido implementado com relativo sucesso (Pellegrineschi
et al., 1997b; Gomathinayagam et al., 1998; Tyagi & Chawla, 1999).
Pellegrineschi et al. (1997a) e Gomathinayagam et al. (1998) desenvolveram
procedimentos para o resgate e o posterior cultivo de embrides imaturos
de hibridos interespecificos entre V. unquiculata (L.) Walp. e Vigna vexilata (L.)
Richard, com alta taxa de regeneracao de progénies viaveis. Utilizando
procedimento semelhante, Tyagi & Chawla (1999) obtiveram em torno de
10% de hibridos viaveis do cruzamento interespecifico entre Vigna radiata (L.)
Wilczek e V. unquiculata (L.) Walp.

Outras possiveis aplicacoes da cultura de tecidos no melhoramento
do feijao-caupi envolvem a cultura de anteras e a cultura de células. Estudos
visando determinar a viabilidade da cultura de anteras em feijao-caupi
foram realizados por Mix & Wang (1988) e Arya & Chandra (1989).
Dicamber et al. (1997), por sua vez, utilizaram a cultura de células para
selecionar variantes de feijdo-caupi resistentes ao herbicida atrazime.

Finalmente, existem as técnicas de cultivo in vitro e a transformacao
genética de plantas, em que a literatura enfatiza que a existéncia de
protocolos de regeneracao de plantulas in vitro é um pré-requisito basico
para a obtencao de sucesso na recuperacao de transformantes. Em feijao-
caupi, diversos estudos tém mostrado que a transformacao pode ser bem-
sucedida a partir de co-cultivos da bactéria A. tumefaciens (Smith &
Townsend) Conn. com calos obtidos do cultivo in vitro de embrides (Penza
et al.,, 1991) e com cotilédones (Gnanam et al., 1995), e por meio da
eletroporacdo de embrides (Akella & Lurquin, 1993). Em feijao-comum
(Phaseolus vulgaris L.), Barros et al. (1997) ressaltam a importancia da
cultura de tecidos para a obtencao de sucesso na transformacao genética
dessa espécie.

Técnicas em marcadores moleculares

Nas diversas regides do mundo, a avaliacdo e a caracterizacao dos
recursos genéticos de feijao-caupi, bem como de outras espécies, para
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uso em programas de melhoramento, tém sido feitas com base,
principalmente, em caracteristicas agronémicas e morfoldgicas (Fatokun
et al.,, 1993; Bretting & Widrlechner, 1995). Quanto as caracteristicas
agrondémicas e morfoldgicas, assim como outros marcadores morfolégicos,
sao afetadas, em maior ou menor grau, pelas condicbes ambientais, e
podem, conseqlentemente, ndo representar com fidelidade as
similaridades e/ou as diferencas genéticas existentes entre individuos
(Andersen & Fairbanks, 1990; Rafalski & Tingev, 1993).

Nos ultimos anos, no entanto, tem sido comum o uso de marcadores
moleculares para auxiliar na caracterizacdo e no manejo de bancos de
germoplasma, bem como no desenvolvimento de programas de
melhoramento genético classico em vdrias espécies, incluindo o feijao-
caupi (Andersesn & Fairbanks, 1990; Bretting & Widrlechner, 1995). Nessas
espécies, a contribuicdo dos marcadores moleculares tem se verificado,
principalmente, pela identificacao e pela avaliacdo de germoplasma, pela
construcdo de mapas genéticos, pela andlise filogenética e pela localizacdo
de genes de interesse econémico (Paterson et al., 1990; Hill et al., 1990).
Podem também ser utilizados para caracterizar o genétipo de um individuo
a partir de células de tecidos em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta, o que permite acelerar o processo de selecao e recombinacao dos
individuos desejados e, conseqlentemente, reduzir o tempo necessario
para completar uma geracao de melhoramento (Bretting & Widrlechner,
1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Em feijdo-caupi, a utilizacdo de marcadores moleculares e
isoenzimaticos tanto na caracterizacdo, na avaliacdo e no manejo de
germoplasma, como na identificacdo de cultivares e no desenvolvimento
de mapas genéticos para auxiliar nos processos de cruzamento e selecao,
¢ bastante recente (Ehlers & Hall, 1997). Muitos estudos tém sido
desenvolvidos objetivando, principalmente, o desenvolvimento de mapas
genéticos (Fatokun et al., 1992; Menancio et al., 1993; Kaga et al., 1996;
Maugham et al., 1996; Menéndez et al., 1997), o mapeamento de genes
que controlam caracteristicas especificas, como resisténcia a doencas
(Verdier et al., 1998; Gillaspie Junior et al., 1999) e pragas (Myers et al.,
1996), e o relacionamento filogenético entre as diversas espécies de Vigna
(Fatokun et al., 1993; Kaga et al., 1993; Menancio et al., 1993; Maugham
et al., 1996; Vaillancourt & Weeden, 1996; Mignouna et al., 1998; Ajibade
et al., 2000).
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Entre os primeiros estudos com marcadores em feijdo-caupi visando
a construcao de mapas genéticos, estao os de Young et al. (1992) e Fatokun
etal. (1992). Em ambos, os marcadores empregados foram RFLPs. Em seu
estudo, Young et al. (1992) encontraram nivel de polimorfismo
relativamente baixo, porém, de acordo com esses autores, o suficiente
para a construcao de mapas genéticos. Encontraram ainda um marcador
intimamente ligado a um dos genes maiores que controlam comprimento
de vagem. Por sua vez, Maugham et al. (1996) utilizaram 91 marcadores
RFLPs, RAPDs e SSRs, originados do mapeamento de individuos F, e
linhagens F, 5 de feijdo-caupi, com a finalidade de construir um mapa de
ligacdo e determinar se individuos dessa espécie compartilhavam com a
soja genes que controlam o peso de graos. Trés marcadores associados ao
peso de graos foram encontrados em F, e quatro em F,5, enquanto os
mesmos marcadores RFLPs associados ao peso de graos, na mesma ordem,
indicaram que ambas as espécies compartilham genes comuns quanto a
essa caracteristica. Resultados semelhantes foram relatados por Fatokun
et al. (1992).

Kaga et al. (1993) avaliaram a utilidade da andlise de RAPD para
discriminar, entre 12 cultivares de Vigna anqularis (Willd.) Ohwi & Ohasshi,
uma de V. unguiculata (L.) Walp. e uma de P vulgaris L. Utilizaram
37 primers arbitrarios de 10 pares de bases cada um e obtiveram
polimorfismo entre cada combinacdo de V. angularis (Willd.) Ohwi &
Ohasshi, V. unquiculata (L.) Walp. e Phaseolus vulgaris L. para todos os
primers utilizados, indicando elevado grau de diferenciacdo entre elas.
No entanto, entre as cultivares de V. angularis (Willd.) Ohwi & Ohasshi,
foram encontrados apenas 10 marcadores polimoérficos em um total de
184 marcadores, o que levou os autores a concluir que a construcdo de
mapas de ligacao por meio de marcadores RAPD nao parece ser adequada
com o uso de populacoes de segregacao intervarietal. Em outro estudo,
Kaga et al. (1996) construiram um mapa de ligacao para V. angularis (Willd.)
Ohwi & Ohasshi a partir de uma populacao F, resultante do cruzamento
interespecifico dessa espécie com seu parente silvestre (Vigna nakashimae
(Ohwi) Ohwi & Ohasshi). Mapearam um total de 132 marcadores, sendo
108 RAPDs, 19 RFLPs e cinco marcadores morfologicos, em 14 grupos de
ligacao cobrindo uma regiao do genoma de 1.250 cM. Ao compararem o
mapa obtido com mapas de V. unguiculata (L.) Walp. e Vigna radiata (L.)
Wilczek, utilizando 20 marcadores RFLP comuns as trés espécies, esses
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autores observaram que alguns marcadores pertenciam ao mesmo grupo
de ligacao, nos respectivos mapas, o que é um indicativo de que eles sao
conservadores nas trés espécies.

As técnicas em marcadores moleculares também tém sido muito
importantes em estudos de relacionamento filogenético dentro do genéro
Vigna, o qual se constitui de um amplo e heterogéneo grupo de espécies
distribuidas ao longo dos trépicos (Verdcourt citado por Christou, 1994).
Além do feijao-caupi (V. unguiculata (L.) Walp.), esse género abrange outras
espécies cultivadas de importancia econémica, com destaque para V. radiata
(L.) Wilczek, Vigna mungo (L.) Hepper, Vigna subterranea (L.) Verdec, Vigna
aconitifolia (Jacg.) Maréchal, V. angularis (Willd.) Ohwi & Ohasshi e Vigna
umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohasshi (Ajibade et al., 2000). Entre essas
espécies, o feijdo-caupi é a de maior importancia econdmica, embora seja
também a mais isolada dentro do género Vigna, apresentando poo/ génico
secundario ainda pobremente caracterizado (Ng & Padulosi, 1991).

Um dos primeiros trabalhos nessa linha foi realizado por Fatokun
et al. (1993), que usaram marcadores RFLP para estudar o relacionamento
filogenético entre 18 espécies de quatro subgéneros de Vigna, em um
total de 44 acessos, encontrando alto nivel de variacao genética,
especialmente nas espécies provenientes da Africa em comparacao com
aquelas origindrias da Asia. O relacionamento filogenético entre as espécies
abrangidas nesse estudo concorda com aqueles realizados usando as
metodologias classicas. No entanto, sequndo Ajibade et al. (2000), o estudo
nao conseguiu distinguir com clareza divisdes acima do nivel de espécie.
Por seu turno, Menancio et al. (1993) compararam, por meio de mapas
genOdmicos construidos a partir de marcadores RFLP, V. unguiculata (L.)
Walp. com V. radiata (L.) Wilczek e observaram que cerca de 90% das
sondas utilizadas hibridizaram com fragmentos de ambas as espécies,
indicando um alto grau de similaridade entre suas sequéncias de DNA.
Em V. radiata (L.) Wilczek, o nivel de polimorfismo detectado (75,7 %) foi
bem maior do que em V. unquiculata (L.) Walp. (41,2%), concordando
com Panella & Gepts (1992), Panella et al. (1993) e Vaillancourt et al.
(1993), que postularam a ocorréncia de bottleneck induzida pela
domesticacdo de V. unguiculata (L.) Walp. em relacdo a varias caracteristicas.
Estudo semelhante ao de Fatokun et al. (1993), utilizando marcadores
RAPD e abrangendo apenas V. unguiculata (L.) Walp., foi desenvolvido
por Mignouna et al. (1998). Nesse trabalho, foram empregados 95 acessos
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de trés grupos de cultivares de feijdo-caupi provenientes de diferentes
origens geograficas da Africa, da América e da Asia, e os resultados
revelaram alto nivel de diversidade entre os acessos estudados.

Ainda em relacao a filogenia, Ajibade et al. (2000) utilizaram
62 acessos de 18 espécies de Vigna e marcadores SSR para estudar o grau
de relacionamento filogenético dentro desse género. Vigna reticulata
Hooker Fil. foi identificada como a espécie mais proxima de V. unguiculata
(L.) Walp. Vaillancourt & Weeden (1996), usando DNA dos cloroplastos e
isoenzimas, obtiveram resultados semelhantes. Por sua vez, Sonnante
et al. (1996), estudando o relacionamento filogenético entre V. unguiculata
(L.) Walp. e outras espécies de Vigna, por meio de isoenzimas, concluiram
que V. unquiculata (L.) Walp. estava mais proximamente relacionada a
Vigna vexillata (L.) Richard do que a qualquer uma das demais espécies de
Vigna investigadas. Ainda em relacao ao estudo de Ajibade et al. (2000),
foi observado que os marcadores SSR foram eficientes ao discriminar
individuos em nivel de espécie ou abaixo, porém, ndo em nivel de
subgénero.

Em relacdo ao mapeamento de genes que controlam caracteristicas
de resisténcia a doencas e pragas, o trabalho de Myers et al. (1996) foi um
dos mais importantes. Nesse trabalho, foram cruzadas duas cultivares de
feijdo-caupi, sendo uma resistente e outra suscetivel ao pulgdo Aphis
craccivora (Koch), e foi utilizada a técnica de RFLP para detectar a presenca
de ligacao entre o gene Rac 1, de resisténcia a esse pulgao, e marcadores
RFLPs. Como resultado, foram encontrados um marcador RFLP, o bg4D9b,
intimamente ligado ao gene de resisténcia Rac 1, e varios marcadores
flanqueando esse gene no mesmo grupo de ligacdo. A intima relacdo
entre 0 gene Rac 1 e o marcador bg4D9b levou Myers et al. (1996) a
concluir que a clonagem do referido gene pode ser feita com sucesso.
A forte ligagao entre o gene Rac 1 e o marcador bg4D9b &, também, um
indicativo de que a Selecdo Assistida por Marcadores (SAM) pode ser
empregada para o desenvolvimento de cultivares resistentes ao pulgao
A. craccivora (Koch).

No que concerne a doencas, marcadores moleculares tém sido
utilizados tanto para a caracterizacdo como para o desenvolvimento de
metodologias para determinar a presenca de agentes patogénicos em
plantas de feijao-caupi. Verdier et al. (1998), por exemplo, utilizaram
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marcadores RFLP para caracterizar molecularmente diversas linhagens da
bactéria Xanthomonas camprestris pv. vignicola (Burkh) Dye., isoladas de
folhas de feijdo-caupi em diversas areas geograficas. Os resultados das
analises de RFLPs indicaram que a variacdo genética dessa bactéria foi
independente do local de origem e da patogenicidade das linhagens.
Algumas linhagens foram amplamente distribuidas, enquanto outras
apresentaram distribuicdo localizada. Com base nos resultados de seus
estudos e de estudos prévios de caracterizacdo bioquimica e de
patogenicidade, Verdier et al. (1998) concluiram que as linhagens da
bactéria isoladas de folhas com sintomas de murcha ou de pequenas
pustulas pertenciam ao mesmo pathovar. Gillaspie Junior et al. (1999),
por sua vez, descreveram, a partir da transcricao reversa da reacao de
polimerase em cadeia (RT-PCR), um método altamente eficiente para
identificacdo da presenca do virus-do-mosqueado-do-feijao-caupi (Cowpea
mottle virus, CPMoV) em germoplasma de feijao-caupi. Segundo esses
autores, o método por eles descrito foi até 105 vezes mais sensivel que o
procedimento tradicional Elisa em detectar o CPMoV.

As técnicas em marcadores moleculares tém sido utilizadas ainda
para investigar genes envolvidos no controle da fixacdo de N, em feijao-
caupi via bactérias do género Rhizobium (Purdom & Trese, 1995). Esses
autores identificaram morfolégica e molecularmente as caracteristicas de
nodulacdo de raizes de fejao-caupi em relacao a varios isolados de
Rhizobium. Em primeiro lugar, compararam nédulos normais com nédulos
mutantes e observaram que ambos eram anatomicamente similares e
continham marcas de infeccoes e bacteridides, porém, os ndédulos nao-
fixadores de N, eram menores, o nimero de bacteridides era reduzido e a
senescéncia ocorria prematuramente nas células infectadas. A analise de
RFLP em mRNA de quatro genes de nodulacdo indicou que, nos nédulos
nao-fixadores de N,, os niveis dos transcritos do gene de nodulacao precoce,
V,ENOD,, foram reduzidos inicialmente, porém, foram equivalentes aos
dos ndédulos normais aos 21 dias. Contrariamente, para o gene de
nodulacao precoce VuB, foram inicialmente similares em ambos os
genotipos, porém, a medida que os nddulos se desenvolviam, os niveis de
mRNA declinavam mais lentamente nos nédulos nao-fixadores de N,.
Os genes de nodulacéo tardia, leghemoglobina e uricase, foram expressos
em nddulos ndo-fixadores de N,, porém, em niveis muito baixos. Desse
modo, Purdom & Trese (1995) concluiram que o defeito de nodulacao
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estava associado com a maturacao e a manutencao de bacteridides
danificados, expressao de genes de nodulacdo alterada e senescéncia
acelerada.

Mapas de ligacao

O primeiro mapa de ligacdo em feijao-caupi (V. unquiculata (L.) Walp.)
dentro do pool génico cultivado foi desenvolvido por Fatokun et al. (1993),
citados por Quédraogo et al. (2002), e o segundo, por Menéndez et al.
(1997). No primeiro, construido por meio de marcadores RFLPs, utilizando
progénies de um cruzamento entre uma cultivar melhorada de
V. unquiculata (L.) Walp. e um progenitor silvestre de Vigna unquiculata
subs. dekindtiana (Harms) Verdc., os autores obtiveram 92 marcadores
mapeados em oito grupos de ligacao, cobrindo uma distancia genética de
684 cM. No segundo, utilizando como populacdo de mapeamento
94 linhagens endogamicas F8 resultantes do cruzamento entre duas
linhagens melhoradas, 1T845-2049" e '524B’, foram obtidos 181 marcadores,
sendo 133 RAPDs, 19 RFLPs, 25 AFLPs, trés marcadores morfoldgicos e
um isoenzimatico, os quais formaram 12 grupos de ligacao e cobriram
uma regiao de 972 cM, com uma distancia média entre marcadores de
6,4 ctM. Foram mapeados ainda um gene para precocidade e um marcador
RAPD significativamente ligado ao peso de graos.

Quédraogo et al. (2002), utilizando uma populagcao de mapeamento
constituida pelas 94 linhagens endogamicas empregadas por Menéndez
et al. (1997), nesse caso em F9, construiram o mais recente e, também, o
mais completo mapa de ligacdo em feijao-caupi (V. unguiculata (L.) Walp.),
gue consiste de 11 grupos de ligacao e cobre 2.670 cM do genoma dessa
espécie, com uma distancia média entre marcadores de 6,43 cM. Para
desenvolver esse mapa de ligacao, Quédraogo et al. (2002) obtiveram
242 marcadores, a maioria AFLP, e os associou a outros 181 marcadores
RAPD, RFPL, AFLP e, também, a marcadores bioguimicos, ja mapeados em
estudos anteriores. Além do mapa em si, marcadores associados a varias
caracteristicas de resisténcia e/ou tolerancia bioldgica, genes de resisténcia
e genes de resisténcia analoga, incluindo resisténcia a Striga gesnerioides
racas 1 e 2, Cowpea mosaic virus, CPMV, Cowpea severe mosaic Virus,
CPSMV, Blackeye cowpea mosaic virus, BICMV, Southern bean mosaic
virus, SBMV, fusario-selvagem (Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphylum
(E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. Hansen) e nematdéides-das-galhas

133



Biotecnologia

(Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood). Quédraogo et al. (2002)
ressaltam que esses marcadores sao de grande importancia para o
desenvolvimento da selecao assistida por marcadores moleculares no
melhoramento de feijao-caupi, bem como para a clonagem dos varios
genes de resisténcia.

Engenharia genética

Entre as muitas espécies de leguminosas de importancia econémica,
a soja (G. max (L.) Merrill) tem sido a mais intensamente empregada em
estudos de engenharia genética (Christou, 1994). No entanto, diversas es-
pécies, como o feijao-comum (P vulgaris L.), a alfafa (Medicago sativa L.), a
lentilha (Lens culinaris Med.), a ervilha (Pisum sativum (L.) Partim.) e o
feijao-caupi (V. unguiculata (L.) Walp.), entre outras, tém sido objeto de
estudos de transformacao genética (Damiani & Arcioni, 1991; Pezzotti et al.,
1991; Akella & Lurquin, 1993; Aragao et al., 1993; Davies et al., 1993;
Fontana etal., 1993; Schroeder et al., 1993; Chowrira et al., 1995; Gnanam
etal., 1995; Barros et al., 1997; Matsuoka et al., 1997; Okamoto et al., 2000).

No género Vigna, as primeiras experiéncias em transgenia foram
realizadas ainda na década de 80. As espécies V. unquiculata (L.) Walp. e
V. aconitifolia (Jacq.) Maréchal tém sido as mais estudadas. Garcia et al.
(1986, 1987) desenvolveram um método de introducao de DNA em tecidos
de feijao-caupi, utilizando o sistema de Agrobacterium. Cultivaram discos
foliares em um meio seletivo para o antibiético kanamicina e obtiveram a
formacao de calos, porém, nao foram bem-sucedidos na regeneracao de
plantas. Eapen et al. (1987), por sua vez, estudaram o efeito de cultivar na
taxa de transformacao de V. aconitifolia (Jacq.) Maréchal. Co-cultivaram
protoplastos com A. tumefaciens (Smith & Towsend) Corn. e obtiveram
23% de células resistentes ao antibidtico kanamicina, indicando que as
células foram transformadas. Contudo, apesar de terem relatado a
regeneracao de linhagens transformadas, nao apresentaram nenhuma
analise genética ou molecular que evidenciasse sua natureza transgénica
(Christou, 1994). Em outra experiéncia, Kohler et al. (1987) eletroporaram
protoplastos de V. aconitifolia (Jacq.) Maréchal com um plasmidio
carregando um gene que codifica para a enzima clorofenicol
acetiltransferase; no entanto, nenhum transformante foi obtido. Por sua
vez, Akella & Lurquin (1993) conseguiram obter plantas de feijdo-caupi
transformadas por meio de eletroporacdo de embrides intactos.
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Penza et al. (1991) também utilizaram embrides para transformar
plantas de feijdo-caupi através do sistema Agrobacterium. Primeiramente,
incubaram sementes esterilizadas de cinco acessos em agua destilada por
12 horas, a temperatura ambiente e, posteriormente, os embrides foram
separados das sementes, cortados longitudinalmente, sendo ambos os
meristemas apical e radicular feridos em experimentos de co-cultivo com
A. tumefaciens (Smith & Towsend) Corn. No entanto, nenhuma planta
com transformacao estavel foi obtida. Christou (1994) ponderou que 0s
problemas desses estudos envolvendo a engenharia genética em Vigna
foram a nao-realizacdo de estudos genéticos e moleculares para, de fato,
atestarem a natureza transgénica das plantas transformadas. Ressaltou
ainda que a realizacao desses estudos é fundamental para que essa técnica
biotecnoldgica possa ser utilizada de forma eficiente no melhoramento
do feijao-caupi e de outras espécies de Vigna.

Nos ultimos anos, contudo, muitas das dificuldades para a obtencao
de plantas transgénicas no género Vigna, mais especificamente em feijao-
caupi, ja foram superadas. Gnanam et al. (1995), por exemplo, obtiveram
sucesso na transformacao de plantas de feijao-caupi, utilizando explantes
de cotilédones. Primeiramente, pré-incubaram os cotilédones por 24 horas
e, posteriormente, co-cultivaram com a bactéria A. tumefaciens (Smith &
Towsend) Corn., linhagem pUCD2614, carregando o plasmidio pUCD2340
por 48 horas. Chowrira et al. (1995), por sua vez, descreveram um
procedimento para a obtencdo de plantas transgénicas de feijao-caupi,
ervilha, soja e lentilha, por meio da eletroporacao de DNA em meristemas
nodais intactos, sem a necessidade de utilizacdo de técnicas de cultivo
in vitro para regenerar plantas a partir dos tecidos transformados. Segundo
esses autores, a viabilizacdo da transformacao genética do feijdo-caupi e
outras espécies de valor econémico pelo emprego dessa técnica sera um
avanco importante para a incorporacao da engenharia genética como uma
rotina do melhoramento. Diversos estudos bem-sucedidos na
transformacao genética em feijdo-caupi tém sido registrados na literatura
(Filippone, 1990; Matsuoka et al., 1997; Yamagushi et al., 1997; Okamoto
et al., 2000).

Em relacao a transferéncia de genes de resisténcia a pestes,
especialmente a insetos, o feijao-caupi, que é portador do gene CpTl, que
confere resisténcia a diversos insetos pela inibicdo da sintese de tripsina
(Boulter et al., 1989; Gatehouse & Murray, 1991; Gatehouse et al., 1992;
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Murdock, 1992; Myers et al., 1996; Prasad et al., 1996, Ogbuinya, 1997),
tem dado importante contribuicao para o desenvolvimento de gendtipos
resistentes de varias espécies.

A literatura é ampla sobre a utilizacdo, por meio da engenharia
genética, desse gene para conferir resisténcia a diversos insetos, como a
lagarta Helicoverpa zea (Boddie) em fumo (Hoffmann et al., 1992), a lagarta
Helicoverpa armigera (Hubner), também em fumo (Zhao et al., 1996), e
duas espécies causadoras da broca-do-caule-do-arroz (Xu et al., 1996).
O gene CpTl também foi introduzido em morango, James et al. (1993) e
Graham et al. (1995), em maca (Malus domestica Bork), por James et al.
(1993), visando a transferéncia de resisténcia a insetos para essas culturas.

Do mesmo modo, o desenvolvimento de cultivares de feijdo-caupi
resistentes a insetos deve ser, sequndo Ehlers & Hall (1997), uma das
contribuicdes imediatas da engenharia genética para o melhoramento dessa
cultura. Ainda na concepcao desses autores, o gene inibidor da alfa-amilase,
que confere resisténcia ao caruncho (Callosobruchus maculatus (Fabricius)),
e 0s genes Bt do Bacillus thuringiensis Berliner, que conferem resisténcia a
broca-da-vagem, estao entre 0s mais promissores a serem engenheirados
nessa espécie. Contudo, outros genes que controlam caracteristicas como
tolerancia a seca (Yamagushi et al., 1997) e resisténcia a doencas,
especialmente aquelas causadas por virus (Sijen et al., 1995), além de
caracteristicas de qualidade alimentar, apresentam potencial de
transferéncia via engenharia genética.

Consideracoes finais

O feijao-caupi é uma das principais culturas anuais dos trépicos,
onde sua importancia econémico-social é explicitada pelos mais de
11 milhdes de hectares plantados ao redor do mundo (Singh et al., 2002).
A despeito da sua importancia, os niveis tecnoldgicos ainda sao muito
baixos, especialmente no Brasil, onde tém recebido pouca atencdo dos
setores agricolas publico e privado.

Ainda em relacao ao Brasil, as pesquisas com fejao-caupi estao
centradas na Regiao Nordeste, onde a cultura tem sua maior importancia
e o melhoramento genético tem sido uma das linhas de pesquisa mais
enfatizadas, em virtude, principalmente, dos baixos niveis de produtividade
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alcancados pelos produtores da regido (IBGE, 1996). E sempre interessante
salientar que a esséncia do progresso genético no melhoramento esta no
quanto o fendétipo de um individuo expressa o seu genétipo, e essa tarefa,
segundo Hansche (1983), tem sido uma das maiores dificuldades
enfrentadas pelo melhorista de plantas. Isso porque, para a maioria das
caracteristicas, especialmente para aquelas de baixa herdabilidade, o valor
genotipico de um individuo é afetado por efeitos ambientais e/ou outros
efeitos de confundimento.

E nesse contexto que o uso da biotecnologia pode ter uma de suas
maiores contribuicdes, ou seja, no avanco dos ganhos genéticos dessa
cultura, especialmente pelo uso de marcadores moleculares, porquanto
esses permitem acessar diretamente o gendtipo do individuo.

Os grandes e crescentes avancos nessa area vém sendo um
instrumento moderno e eficaz de manipulacdo da variacdo genética, e
seu uso associado as técnicas convencionais pode ofecerer, em curto e
médio prazos, grandes beneficios socioecondmicos. Os recentes avancos
nessa area tém possibilitado ganhos consideraveis para as culturas que
delas tém se beneficiado (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Portanto, é
importante que o melhoramento do feijdo-caupi no Brasil passe, também,
a beneficiar-se desses avancos. Para tanto, é necessario que a pesquisa
publica e, principalmente, os melhoristas dessa cultura tenham consciéncia
dos ganhos potenciais advindos do seu uso.

Em relacdo aos marcadores de DNA, entre as contribuicdes mais
significativas, em curto e médio prazos, que poderiam dar ao melhoramento
do feijao-caupi, estao: a identificacdo de parentais para a utilizacdo nos
cruzamentos; a identificacdo e a protecao de cultivares; a certificacao de
pureza genética; o monitoramento de cruzamentos; a construcao de mapas
genéticos; 0 mapeamento de locos de heranca simples; e a SAM, cujo uso
em programas de melhoramento em geral ainda é muito limitado,
principalmente por conta da necessidade de procedimentos elaborados
da maioria dos marcadores atualmente disponiveis.

O melhorista de feijdo-caupi também pode utilizar os marcadores
moleculares para caterizacdao e manejo de bancos de germoplasma, bem
como para caracterizar individuos a partir de células de tecidos em qualquer
estadio de desenvolvimento da planta, o que permite acelerar o processo
de selecao e recombinacao dos individuos desejados e, conseglientemente,
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reduzir o tempo necessario para se completar uma geracao de
melhoramento (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Outras técnicas em biotecnologia, como as de cultivo in vitro e a
engenharia genética, nao devem ser esquecidas. Em relacao a engenharia
genética, especificamente, deve-se salientar que existem, em uso,
atualmente, inUmeras cultivares transgénicas de plantas de varias espécies
que receberam genes para resisténcia a insetos, a virus e a herbicidas,
além de cultivares que receberam genes para longa vida pos-colheita, entre
outras. Assim, entende-se que todo empenho deve ser feito para que essa
tecnologia seja incorporada aos programas de melhoramento de feijao-
caupi.
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