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Cap(tulo 1

_liotecnologia

Caroline MarCues Castro
Natércia [obato PinlCeiro [illa

Introducgao

O termo biotecnologia, segundo a Convencéo da Diversidade Bioldgica, é definido como qualquer aplicacio
tecnoldgica que usa sistemas biol6gicos, organismos vivos ou seus derivados, para desenvolver ou modificar
produtos ou processos para uso especifico (CBD, 2020). A aplicacdo da biotecnologia causou, € vem cau-
sando, grandes mudancgas em muitas areas, seja na saude, com a fabricacdo de medicamentos, assim como
em diversos setores da industria e na agricultura, com énfase no desenvolvimento de cultivares que supram
a necessidade de aullentar a oferta de alillentos e as delais dellandas da sociedadel’

No melhoramento genético de plantas, 0os ganhos obtidos no ultimo século sdo, em grande parte, fruto dos
avan[os da biotecnololial [l ulla [rea e[l constante evolulTolAs técnicas biotecnol( Ticas ellpreladas v 0
desde a indulTo de [utalTes, utililada inicialllente na década de (111} visando aullentar a variabilidade
genética disponivel, passando pela identificacio de genes de interesse, transgenia, selecdo gendmica e, re-
centel]ente, [l na seunda década do século L], pela edil[ Lo [en[llicall

[JOulJa [uebra de paradi_la no [lelLorallento [enético de plantas ap[s o desenvolvi_lento de técnicas []o-
dernas de biotecnololial E[1 v[Tios cultivos essa [udan’a ocorreu de for(la bell []ais rl pida do [ue na no-
[ueira-pecl][Carl a illinoinensis). Espécie diploide, com 16 cromossomos (2n = 2x = 32), apresenta algumas
caracteristicas, collo plantas de [rande porte e de vida lon[a, periodo [uvenil de [Ja [I]anos, alto [tau de
[eterolibsidade, ['ue é [1antido pela dicolallia, as [uais, e[] conlunto, lillitarall, por [Juitos anos, estudos
[enéticos nessa cultura [Tleedanalari et all,] [T 11T

Recentellente, os avanLos nos []étodos de seluenciallento do [enolla, coll plataforl]as autol]atiLadas e
robotiCadas, assill coll o na [rea da bioinfor(] _tica, perlitirall [ue espécies para as [uais, até pouco tel]po,
[avia pouca infor(Jall 0 sobre 0 seu [enolla, passassel | a ter acesso a essa infor(]1all o, col]o, no caso, a
nolueira-pec1JOs relatos sobre o [enol]a dessa espécie s 0 recentes [lenLins et all,) L[ [1uanl et all)
[T Centlelet all,) [T ran et all,) (L]

Neste capitulo, aborda-se o uso de ferrallentas [oleculares el estudos coll a nol ueira-pecl}, sendo discuti-
do o seu ellprelb el] anLlises da diversidade [enética, e[l [1apeallento [enético e o estado da arte do [ue
[ disponivel de infor[1alTes col] relall o ao [enolla e [enes dessa espéciel

Diversidade genl tica

Marcadores [Ioleculares v 11 sendo utililfados col] fre[ulncia e[| estudos de caracterifall 0 [Iolecular e
diversidade [enética el nolueira-pecl O uso dessa tecnololia te[l colaborado no direcionallento, de forlla
mais eficiente, das acbes de pesquisa que visam a conservacio do germoplasma de pecé, assim como o seu
uso por prolrallas de [ellorallento [enético (Graule et all,] (L[]
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[lrios traballos forall realilados visando conlecer a []al nitude da variabilidade [‘enética de nol ueira-pecl]
disponivel para usolLliferentes [1arcadores [enéticos forall e[l pre[ados nestes estudosllInicialllente forall
analisados sistelas isoenlil ] [ ticos, collo no estudo desenvolvido por Rl ter etal (11111 el] [ue foi avaliado
se a diversidade [enética nas cole[Tes ellsitu de peclirepresenta a diversidade encontrada e[l populalTes
naturais dessa espécielTr(s tipos de populalles forall analisadas, uJa col] ulJ conlunto de LIL[plantas, re-
presentando [ cultivares[ula se[.unda coll pro_lnies de cinco plantas-[] [es, coletas el diferentes locais,
totaliCando [ Jindividuos, e ulla terceira populal o, collposta por allostras de coletas de oito populalles
selval’ens, de cinco estados allericanos, coll cerca de [I]allostras de cada popula’Tollll[rios sistellas
isoen(ill[ticos forall analisados e, dos [ I /loci avaliados, 13 foram polimérficos para pelo menos uma das trés
populalles, e a LeteroliLosidade esperada [ellfoi de [, LA [Jaior diversidade [enética foi encontrada
na populaTo selvalel] [11e=0,167), € a menor nas progénies ([1e=0,144). O namero de alelos encontrados
nessas duas populalles foi sillilar, entretanto, virios alelos, encontrados el baila fre[ul ncia nas popula-
¢bes selvagem e de progénies, ndo foram identificados na populagcdo composta pela colecdo de cultivares,
evidenciando o estreitallento da base ['enética nas cultivares(]

PosteriorCJente, coll a descoberta da tecnololia da real o da polilerase el cadeia [llo/_Lmerase ClLain
Reaction; PCR), no final da década de 1980, um grande nimero de classes de marcadores foi desenvolvido e
passou a ser usado e[l pecl} entre essesl Random Amplified Polymorphic [INA [RAPUI[TAmplified Fragment
Leng(t DoltmortTism (AT PMinter UimCle el Tence Releat IR [e [licrossatélites ou [limle Cellence
Releat [I[R[

Marcadores RAPD foram usados para identificar 43 cultivares americanas de nogueira-pecé e a similaridade
genética entre elas. No total foram analisados 100 marcadores RAPD. Cada cultivar apresentou um perfil tni-
co [olecular [fingerprintiTE[1bora a oriCe[] de []uitas das cultivares avaliadas sela desconlecida, allullas
datam do ano de 1875, as estimativas de similaridade genética obtidas mostraram consideravel concordancia
coll os pedilrees dalueles acessos culo List rico & conlecido [Conner[ 1] ood, L[]

Marcadores AFLP foram usados para verificar a fidelidade genética de plantas de nogueira-peca regeneradas
a partir de cultivo in vitro através da el brio[I_nese soll [ ticalA anllise detectou alLul]as diferenLas, sendo
[ue alCullas Lrvores apresentaral]l [Jaior diver_l_ncia, [uando col]paradas col! outras, da [esl]a lin(al]
Entretanto, essa varial I o n[ o foi relacionada col] diferen( as fenotipicas detectl veis [Tlendralle et all, [ 11T

No Urasil, L arcadores ALILP forall usados para estillar a diversidade [enética de [I]acessos de nolueira-
-peca coletados em pomares do Sul do pais. Com base em 154 fragmentos AFLP, foi identificada de médio
a alto nivel de diversidade no CerlJoplas(]a avaliado, col] [eterolilosidade esperada estillada el] ([}, e o0
indice de diversidade de [I[annon, e[l [[I][Poletto et all, [1 11T

Na CLina, a diversidade [enética de [ en[tipos de no_ueira-pecl]cultivados no pais, incluindo [ cultiva-
res introdulidas, ull acesso de Carl a catlal ensis e ull de [1glans nigra, foi esti[]ada col] base e[l [lar-
cadores IR e [licrossatélites [TI[IR[T/Os [ pares de [rimers I[I[IR utilirados nesse estudo produliral]
no total de 94 fragmentos polimorficos, enquanto os oito SSR amplificaram no total 70 bandas polimorficas.
Os resultados oriundos de al1bos os tipos de [1arcadores foral sillilares[ Os [enl tipos foral! divididos e[l
quatro grupos, de acordo com a sua origem. Alta diversidade genética foi identificada, com heterozigosida-
de [ édia esperada estillada eJ [|[I], e o indice de diversidade de [l annon, eJ [ Nesse estudo foi
identificada uma maior diversidade genética nas cultivares chinesas, quando comparada com as cultivares
allericanas avaliadas (Tia et all,] [T 11T

EL ulJ outro estudo, [larcadores Llicrossatélites plastidiais [cplJ[IRJe nucleares R forall usados para
acessar a variabilidade [enética el] populalles nativas de nolueira-pecl] oriundas dos Estados Unidos e
do MéLico[No total, (I [enLtipos de nolueira-pec], representando [ populalles nativas, forall avaliados(]
Os resultados obtidos foral] sellellantes, tanto col] base nos tri’s [licrossatélites plastidiais, col1o nos [1]
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microssatélites nucleares. As analises genéticas populacionais, para todos os agrupamentos identificados,
mostraram que os resultados com base na variacdo cpSSR apresentaram maior estrutura geografica do que
os coll base no nLJLR, sulerindo, dessa forJa, Lue os [J[IRs de plastidios sLo il portantes ferral_l entas para
identificar a estrutura de populacdo em nogueira-peca (Grauke at al., 2011).

Estudos de transferibilidade para a nolueira-pecl], Car(a illinoinensis, de [1arcadores []icrossatélites 1R[]
desenvolvidos para Clcat alensis, a partir de se[ulncias de c-LINA associadas ao desenvolvill ento de fruto
e também de sequéncias associadas ao desenvolvimento de botdes florais femininos, mostraram uma taxa
de transferibilidade de 63,02%, disponibilizando um grande niamero de marcadores SSR com potencial para
serel] utililados na nolueira-pecl ] Alé[! disso, col] base nos resultados obtidos, [ indicativo de [ue os
tipos de [ecanisl o responsi veis pela apollilia e[l Clcatl alensis e el] nolueira-pecl]slo distintos [Ti et
all,)

A busca por novos marcadores SSR é continua, por serem codominantes, com alto conteddo informativo,
alta varial Lo alélica e el celente reproducibilidade, o [ue os coloca e[l vantalel], Luando collparados a
outros il portantes tipos de [Jarcadores baseados na reall o e[l cadeia da polillerase [PCRL) collo RAPL],
AP e ILIDRCEL ull traball o recente, desenvolvido por [Ilan(let al[ T[], [T1novos [larcadores [ R fo-
ral] validados e[l nolueira-pec /A anllise de [I]acessos, coll base el] [1[Jarcadores IR, sendo os [
novos, untallente col] oito [Jarcadores [ILR [ publicados, [ostrou ulla [eterolilosidade []édia esperada
de 0,552, no germoplasma avaliado, e um contetdo de informag&o de polimorfismo (" lol_mor(1ic (nlormation
Content PIClcol] [1édiade [|[I1]por loci [I[R[]

Recentelente, através da técnica de [enotipal el por seluenciallento [Tlenot(Ting b1l el encel G, ul]
painel de diversidade, collposto por [ ]acessos da cole[ 10 allericana de nolueira-pecl] [Car_a [ Uational
Collection ol enetic Resolrces [or Llecans and UicLories_NCGRL) foi utiliCado para a descoberta de [ar-
cadores [lingle [ cleotide ol mor1isms [TINP[no ['enolla de nolueira-pec | Cerca de [1][]il NP foral]
identificados e, desses, 17 SNP foram associados com a expressdo do carater tipo de floracdo (Bentley at
all,) o

Mapeamento gen! tico

Os Unicos mapas de ligacio genética de nogueira-pecé foram desenvolvidos com base em marcadores RAPD
e ALILP elJ ull estudo realiLado por [leedanal ari et al 1T [ [ [Tl oral] construidos []apas independentes para
as cultivares [Palineel e [ElliotlU[] total de [11] [larcadores [Joleculares [11 1 RAPLI e [T TJALIPL) lunta-
Uente coll dois [arcadores [Jorfol[Licos, tipo de dicolallia e cor do esti(]a, forall usados nas an(lises[]
O Uapa de licallo [Pallneelcobriu LI cM do CenolJalllo (1] arcadores dispersos e[l [ [rupos de
ligacdo maiores e 13 menores, e com distancia média de 12,7 cM entre 0os marcadores adjacentes. Ja 0 mapa
deliCalTo [Elliotleobriu (1T T1cM do [enola, sendo (111 1arcadores dispersos el ] [11rupos de liCalTo prin-
cipais e 9 menores, com uma distancia média de 11,2 cM entre 0s marcadores adjacentes. A segregacao para
as caracteristicas tipo de dicolallia e cor do estill]a sulere [ue allbos os caracteres s[ o controlados por
locus unicos, fortemente ligados (1,9 cM) e localizados no grupo de ligacdo 16 do mapa ‘Elliot’. A protoginia,
assim como 0s estigmas de coloracao verde, sdo dominantes em relacdo a protandria e estigmas vermelhos.

[Jlenoma de Car( a illinoinensis

O prilJeiro estudo de seluenciallento do [enolJa de nolueira-pecl] foi realiCado por Lenlins et al 1]
[lelulncias de leitura curta fora| [eradas e [lontadas na plataforiia [Jille[ 111 llullinaljpara dois [en[ -
tipos, a cultivar colJullente plantada [Pallneele ull acesso derivado do MéLico, denollinado LI M+ 1111}
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Recentellente, foi publicada a selulncia collpleta do [lenolla de dois [en(_tipos de Carla, a cultivar
[PallneelCllllinoinensis[ e da nol ueira-clinesa, acesso [|A[lU-[1[Cl catl ‘a ensis(lTAs bibliotecas [en(licas
foral] seluenciadas na platafor(ia [Jille[][-ten [lllullinalle fora! obtidas, respectivallente, [1ais de [T [}[]]
e [[1}[1]irabases de selulncias[ 1O tallanlo total do [enolla da nol ueira-peclfoi estillado e[l [[1][1]
e em 706,43 Mb, para a nogueira-chinesa. Em ambas as espécies foram identificados cerca de 31 mil genes
codificadores de proteinas (Huang et al., 2019).

[lenes candidatos

Coll base el pesluisas no [lational Center [or Biotecl nologl|nlormation INC[I[, principal base de dados
[enllicos, ainda sLbo pouco nullerosos os relistros para a cultura da nolueira-pecJContudo, é possivel
encontrar o [Cenolla de CarLa illinoinensis, assil] col]o outros reListros de Lenes, proteinas e nucleotideos e
suas respectivas selulncias [Tabela (1

Tabela 1. Numero de registros para Carta illinoinensis
nas principais catelorias da base de dados da NC[I[J

Categoria CJumero de entradas

Genollas O
Nucleotideos ooo
Genes ooo
Proteinas ERIINE

Conteadaptado de NC[I [T 11T)

Atualllente, elistel] poucos estudos relacionando [enes a rotas [1etabllicas e[l nolueira-pecl I Poré(], col]
a recente disponibilizacdo do genoma, a tendéncia é de que o numero de publicacbes desse tipo aumente,
contribuindo para definir as fungdes de mais genes envolvidos nos diversos metabolismos, principalmente
daqueles relacionados as caracteristicas de interesse para a cultura.

Lorall descritas as funIes de [enes envolvidos e[l rotas [Ietabllicas da biossintese lipidica, sintese de de
flavonoides, floracdo e no processo de enxertia, dentre outras (Tabela 2).

Tabela (. Genes descritos e[l nolueira-pecl], fun(ITes, principais técnicas []oleculares utililadas e referncia biblio-
grafica.

Principais t(cnicas

(unglles
moleculares

Referencia bibliografica

Uintese de [cidos [ralos e de

Caril, Caril}, treonina . .
proteinas aler[ I nicas, proces-

fosfatase, aciltransfera- . RNA-selle RT-[PCR Mattison et al 0]
sos biol[I'icos, collponentes
se, desaturase, outros
celulares, funTes [Joleculares
Callilias 0D e FOID Lliossintese lipidica Transcriptol]a Cuan(et al o000
0oL, coa, con Foo,
F3'H, F3'5'H, DFR, Biossintese de flavonéides RNA-se[] OfanCet al (I
0o, LOR, OOR
40D, CIEEE, 0T CloralTo RNA-se!] CanCet almn

DOLLD

- Processo de enlertia [for[la- .
Callilia RERC-MOI o de unito no enrertor] Transcripto(la e RT-CPCR 0OCu et al0mOoOO
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Consideragdes finais

Nas ultimas décadas, grandes avancos foram obtidos nas pesquisas na area da biotecnologia. De forma
dindmica, a constante evolugdo nos procedimentos de andlises gendmicas, assim como a redu¢io no custo
de [erall o de dados de sel ul ncia de [INA, aprolillall cada vell[]ais o e[]prel 0 dessas novas ferra’l entas
[enl]Jicas para acelerar o desenvolvi'lento de novas cultivares/Os prolrallas de []ell orallento tradicio-
nais, e[l fun(To dos lon[os periodos de [uvenilidade da nol ueira-pecl], levall, e[| [1édia, cerca de [1]anos
da realilalTo do crulallento inicial até a liberalTo de ulla nova cultivart]

Com o aumento no conhecimento em torno do genoma da nogueira-peca, com a identificacido de genes e
suas fun¢des, surge também a perspectiva de estudos de edicido génica, ferramenta bastante eficiente, tanto
na elucidal o de fun[Les [[hicas, [uanto para Leral Lo de novas cultivares(]

Todo o crescimento que se obteve nos Ultimos anos na oferta de informacgdes acerca do genoma da noguei-
ra-pecl]fallcol] [ue se tenla ulla perspectiva, no futuro prilillo, de [ue o ellpre[o dessas ferrallentas
biotecnol Ticas venla a disponibiliCar para a sociedade cultivares [ue atendal’ seus anseios e necessidades
de forma mais rapida e eficiente.
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