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Resumo

As avaliacbes mais precisas de carotendides, flavondides, vitaminas e outros grupos de
compostos nutracéuticos presentes em tecidos vegetais envolvem a extracdo, caracterizacao,
quantificacdo e analise espectrofotométrica ou via “High Performance Liquid Chromatography” —
HPLC. Para a avaliagcao de vitamina C tem sido empregado o método titulométrico (Método de
Tillmans modificado) que se baseia na redugédo de 2,6-diclorofenolindofenol-sédio (DCFI) pelo
acido ascérbico e também HPLC. Estas metodologias tém sido utilizadas para avaliar acessos das
colegdes de germoplasma e linhagens dos programas de melhoramento genético. Com o objetivo
de estabelecer uma plataforma de selecdo assistida, esforcos tém sido conduzidos visando o
isolamento de alelos dos genes estruturais da via metabdlica dos carotendides por meio de PCR
heterélogo e RT-PCR. Em tomate e cenoura, seqiéncias génicas correspondendo aos genes
codificando as enzimas fitoeno sintase, fitoeno desaturase, IPP sintase, GGPP sintase, zeta-
ciclase e beta-ciclase ja foram caracterizadas, e “primers” foram sintetizados para utilizacdo em
anadlises via PCR. Alelos distintos estdo sendo investigados em linhagens e/ou hibridos com teores
e tipos contrastantes de carotendides. A co-segregacao de genes candidatos identificados com



algumas caracteristicas fenotipicas relacionadas com o acumulo de vitamina C, precursores de
vitamina A e licopeno tem sido conduzida com linhagens de tomateiro com teores contrastantes.
As estratégias empregadas (em associagdo com o mapeamento genético) para identificar genes
candidatos envolvem uma combinagdo das técnicas de bibliotecas subtrativas usando materiais
genéticos (linhagens/acessos) contrastantes, PCR-heterélogo e sequenciamento. O uso de
plantas contrastes para elementos funcionais tem como objetivo de enriquecer as bibliotecas com
genes relacionados aos fatores estudados (“relacionados” significando, neste contexto, genes que
apresentam aumento ou diminuigdo de seu respectivo mRNA).

Introducao

O desenvolvimento de cultivares mais ricas em elementos funcionais (isto €, compostos
associados a prevengao de doengas humanas) tem se consolidado como um dos principais focos
dos modernos programas de melhoramento genético de hortalicas. As principais classes de
compostos funcionais em plantas incluem acido fendlico, bioflavondides, genistelina, glutationa,
inddis, isotiocianatos, monoterpenos, o elemento Selénio, sulforafane, sulfetos alilicos,
carotendides (alfa-caroteno, beta-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina) e vitamina C. Os
ganhos genéticos obtidos por estes programas tém sido sustentados pela aplicagdo de estratégias
de avaliagdo mais precisas destes compostos nutracéuticos nos tecidos vegetais. Estas
metodologias envolvem a extragdo, caracterizagédo, quantificagdo e analise espectrofotométrica ou
via “High Performance Liquid Chromatography” — HPLC. Estas técnicas tém sido empregadas com
sucesso para avaliar colegdes de germoplasma e/ou linhagens dos programas de melhoramento
genético. Além disso, trabalhos estdo sendo conduzidos no Brasil e no mundo visando estabelecer
uma plataforma de selecdo assistida também para compostos funcionais. Esforcos tém sido
conduzidos visando o isolamento de alelos dos genes estruturais da via metabdlica dos
carotendides por meio de PCR heterdlogo e RT-PCR. Neste trabalho sdo detalhados ferramentas
de analise para identificar e selecionar genétipos superiores para teores e tipos de carotendides.
Enfase especial sera dada aos exemplos obtidos no melhoramento genético para maiores teores
de compostos carotendides em cenoura, tomate e cucurbitaceas.

Metodologias para analise de carotendides em tecidos vegetais

A disponibilidade de métodos simples, praticos e de baixo custo € essencial para otimizar
o processo de identificagao e selegéo de linhagens com maiores teores de licopeno. A metodologia
padrdao empregada na determinagéo dos teores de licopeno em tomate tem sido a mesma utilizada
em outras espécies de hortalicas e frutas onde a concentracido de carotendides estimada via
analise espectrofotométrica ou HPLC (Moretti et al., 1998; Arias et al., 2000; Rodriguez-Amaya,
2001). Devido a conveniéncia e maior facilidade no uso de medidas de cor, varios estudos tém
investigado a intensidade da correlacdo entre valores de cromaticidade e o teor de pigmentos
carotendides. Em tomate, uma boa correlacdo tem sido observada entre cor de fruto e teor de
licopeno (D'Souza et al., 1992; Arias et al., 2000). Trabalhos recentes foram conduzidos pela
Embrapa Hortalicas tendo como objetivo investigar a intensidade de correlagdo entre a
concentragao de licopeno em frutos do tomateiro com a medida de sua cromaticidade (Carvalho et

al., 2005). Os valores mais expressivos de R2 (entre 0,86 e 0,91) foram obtidos quando a



concentragdao de licopeno foi correlacionada com os resultados das relagbes a*/b* e (a*/b*)z,
sendo que os valores de cromaticidade da polpa homogeneizada apresentaram novamente as
mais elevadas correlagdes. Estes resultados confirmam que é possivel estimar indiretamente e
com relativa precisao, o teor de licopeno em frutos do tomateiro a partir de valores de
cromaticidade. Esta metodologia pode ser empregada para selecdo de gendtipos com maiores
teores de licopeno, de maneira mais simplificada, evitando o dispéndio e os problemas de
descarte dos solventes organicos utilizados nos métodos espectrofotométricos (Carvalho et al.,
2005).

Estratégias para o estudo da Biologia e genética molecular da acumulagdo de
carotendides em tecidos vegetais

O teor e tipo de carotendides representam caracteristicas especialmente favoraveis para a
prospecc¢ao de novos genes devido ao vasto conhecimento da via biosintética destes compostos
em plantas (Cunnigham & Gantt, 1998). Varios estudos tém tentado correlacionar a expressao ou
a segregacao de alelos polimérficos dos genes estruturais desta via com teores e tipos de
carotendides em diversas plantas. A analise dos genes da via biosintética de carotendides indica
uma elevada conservacao em sequéncia, o que tem permitido o isolamento destes genes via PCR
heterdlogo utilizando “primers” que anelam em regides conservadas (Thorup et al., 2000). Esta
conservagao de sequéncia tem também permitido o isolamento de genes analogos em livrarias
gendmicas e de cDNA (Fonseca, 2000; Just et al., 2007). No entanto, estas estratégias de
isolamento génico ainda ndo tém sido amplamente adotadas mesmo em algumas hortaligas de
importancia nutricional e econdémica.

Sintese de bibliotecas subtrativas

Uma das técnicas empregadas para a selecao de genes relacionados ao acumulo de
carotenodides € a sintese de bibliotecas subtrativas de cDNA. Genes “relacionados” significam,
neste contexto, genes que apresentam aumento ou diminuicdo de seu respectivo mMRNA em
tecidos ricos em carotendides quando comparados com tecidos com menor acumulo de
carotendides. Bibliotecas subtrativas foram sintetizadas para cenoura, tomate e abdbora
“Brasileirinha”.

Desenho de marcadores moleculares

Os genes candidatos obtidos via biblioteca subtrativa ou amplificados diretamente
utilizando-se PCR com “primers” para genes da via de carotendides sao genes que tenham sua
expressao diferencial entre clones com diferentes tipos/teor de carotendides ou que possuam
polimorfismos. Genes candidatos s&o convertidos em marcadores moleculares através da busca
de alelos polimérficos dos mesmos em parentais contrastantes para os fendtipos estudados.
Variantes de sequéncia nos genes de carotendides em acessos de tomate séo resultado tanto
com mutagées em uma base (“single nucleotide polymorphisms” — SNPs) ou pequenas inser¢des
e delegdes (InDels) (Araujo et al., 2007). InDels sao detectados pela amplificagdo de uma pequena
parte do genes contendo a inser¢cédo ou delegdo. Caso as diferengas sejam muito pequenas pode



ser utilizado gel de poliacrilamida. SNPs sdo convertidos em marcadores do tipo “Cleaved
Amplified Polymorphic Markers” (CAPS; Konieczny & Ausubel, 1993) ou “derived CAPS” (dCAPS;
Michaels & Amasino, 1998). Alternativamente os SNPs podem ser explorados como marcadores
através do uso de PCR alelo especifico utilizando-se “primers” desenhados para que a regiao
3’corresponda ao SNP (Drenkard et al., 2000).

Avaliagao dos marcadores obtidos

Ap6s a conversdo, os marcadores sao avaliados em populagbes segregantes para
demonstrar a correlagao/ligacao com teor e/ou tipo de carotendides. A Técnica de “Northern blot”
vem também sendo utilizada para a confirmagdo de que os mRNAs dos genes candidatos s&o
mais (ou menos) abundantes em materiais biolégicos contrastantes teores e tipos de carotenoides.
O mapeamento de marcadores que diferem em uma unica base (SNPs) tem sido
progressivamente empregado (Sherry et al., 2001), o que aumenta ainda mais as chances de
sucesso da busca por polimorfismos em qualquer material genético de interesse.

Analise gendmica de elementos funcionais em cenoura

O melhoramento para a quantidade e tipo de carotendides em raizes acumuladoras é uma
area pouco explorada e a cooperagado entre melhoramento classico e molecular pode se mostrar
bastante produtiva. A via biosintética dos carotendides € uma das vias bioquimicas mais bem
caracterizadas em plantas, com varios genes ja clonados e sequenciados (Cunningham & Gantt,
1998), inclusive em cenoura (Fonseca, 2000; Just et al., 2007). No entanto, com algumas
excegdes (Thorup et al., 2000), o conhecimento destes genes ainda nado tem sido amplamente
utilizado para o melhoramento para conteudo de carotendides em culturas de importancia
econdbmica ou para o estudo da regulagdo desta importante via biosintética em plantas. Os
impactos técnico-cientificos destes estudos residem no fato de que estudos de gendmica funcional
(variabilidade alélica e expressao génica) poderao ajudar os programas de melhoramento genético
a desenvolver estratégias mais efetivas para modificar ou aumentar o conteido de carotendides
em raizes e, teoricamente, também em outros 6érgaos acumuladores.

Exemplos praticos de Marcadores moleculares ligados a genes controlando teores
de elementos funcionais em cenoura

Genes para acumulagdo de pigmentos amarelos e vermelhos foram estudados por
Buishand & Gabelman (1979). Sete genes foram descritos controlando os caracteres de coloragéo
laranja, branca, amarela e vermelha. Mais recentemente, os genes Y e Y, foram mapeados e um

marcador do tipo SCAR foi desenvolvido para Y, (Bradeen & Simon, 1998). Vinte QTL associados

com a acumulacao de diferentes pigmentos carotendides foram localizados no mapa genético de
cenoura (Santos & Simon, 2002). Diversos genes da via biossintética dos carotenodides foram
isolados e poderao servir, em um futuro préximo, como genes candidatos em selecao assistida por
marcadores (Fonseca, 2000; Just et al., 2007).



Estratégias gendémicas aplicadas ao melhoramento genético do tomateiro para
maiores teores de elementos funcionais

O tomateiro tem sido considerado, no ponto de vista do melhoramento genético, como
uma planta modelo apresentando diversos mutantes tanto para teor quanto para tipo de
carotendides (Giordano et al., 2003). Alguns destes acessos carregando mutacdes de interesse
tém sido identificados em germoplasma de espécies cultivadas e selvagens. A maioria dos genes
da via de carotendides ja esta isolada em Solanum (secgao Lycopersicon) (Carvalho et al., 2004).
Além disso, “primers” para sequéncias génicas correspondendo aos genes codificando as enzimas
fitoeno sintase, fitoeno desaturase, IPP sintase, GGPP sintase, zeta-ciclase e beta-ciclase ja estao
disponiveis (Carvalho et al., 2004). Na Embrapa Hortaligas, a diversidade alélica para genes da via
biosintética dos carotendides esta sendo investigada em linhagens e/ou hibridos com teores e
tipos contrastantes de carotendides. Marcadores moleculares estdo sendo gerados através de
uma combinacao das técnicas de bibliotecas subtrativas com materiais genéticos (linhagens e/ou
acessos) contrastantes, PCR-heterélogo e sequenciamento. A co-segregacdo dos segmentos
gendmicos carregando estes genes candidatos com algumas caracteristicas fenotipicas de
acumulacao de precursores de vitamina A (especialmente beta-caroteno) e licopeno estdo em
andamento para dois mutantes de coloragédo do banco de germoplasma da Embrapa Hortaligas.
Marcadores do tipo QTL ligados a acumulagao de licopeno foram recentemente localizados no
mapa genético de tomate (Liu et al., 2003) e podem ser empregados em sistemas de selecao
assistida.

Analise gendmica visando o enriquecimento nutracéutico de cucurbitaceas

Um dos objetivos do melhoramento genético de cucurbitaceas é o estabelecimento de uma
plataforma tecnoldgica que auxilie a identificagdo de acessos/gendtipos mais ricos em termos
nutricionais e nutracéuticos (maiores teores e tipos mais variados de carotendides com acgao de
pré-vitamina A e antioxidantes). Para tal, as ferramentas que tém sido utilizadas incluem: (1)
estabelecimento de um catalogo de acessos da colegao de germoplasma caracterizados via HPLC
para tipos e teores de carotendides; (2) desenvolvimento de populagdes segregantes para estudos
genéticos e mapeamento molecular e (3) o isolamento de genes estruturais da via metabdlica dos
carotendides e de fatores de transcricdo em acessos com fendtipos contrastantes (coloragao, teor
e tipo de carotenoides) dentro de acessos de melao, melancia, abdboras e morangas.

Genética molecular dos carotendides em cucurbitaceas

Em melancia ja existem marcadores ligados a cor de fruto (Hashizume et al., 2003) e ja
foram isolados alelos do gene licopeno beta-ciclase que foram convertidos para marcadores
moleculares capazes de distinguir cor de polpa canario e vermelha (Bang et al., 2007). Em melao,
existem mapas moleculares ultra-saturados (Monforte et al., 2004) e projetos genoma em
andamento (Yariv et al., 2002; Puigdoménech et al., 2007), gerando um grande numero de
“‘expressed sequence tags” (ESTs) que podem eventualmente representar alelos da via dos
carotendides. Até o presente momento, apenas o gene da “fitoeno sintase” foi isolado em meléo
(Karvouni et al., 1995). Nao existem relatos de isolamento de outros genes estruturais da via
biosintética em meldo e também nao existem associagdes entre estes genes e macromutagdes



controlando coloragao ou tipo e teor de carotendides em frutos. Para C. maxima e C. moschata
esta informagao nao esta disponivel.

Analise gendémica de carotendides em cucurbitaceas

Como verificado, nestas cucurbitaceas, mesmo nas de maior valor econdmico, existem
poucos estudos sobre caracteristicas nutricionais e nutracéuticas. Neste contexto, foram
conduzidas ac¢des de pesquisa com o objetivo de preencher algumas destas importantes lacunas.
Um dos principais objetivos tem sido o estabelecimento de uma plataforma tecnolégica que auxilie
no desenvolvimento de variedades de abodboras, morangas, melancias e meldées mais ricas em
termos nutricionais e nutracéuticos. Este projeto visa isolar e mapear alguns dos genes estruturais
da via metabdlica dos carotendides e estudar os padrdes de expressédo destes genes em acessos
que apresentam distintos teores e/ou balango de carotendides com acao antioxidante e de pré-
vitamina A. Genes da via metabdlica de carotendides foram isolados através de PCR heterdlogo
diretamente de bibliotecas de cDNA ou através de RT-PCR (Fonseca, 2000). Existe a
possibilidade de isolamento de genes regulatérios através da mesma estratégia ou de selegao de
genes em bibliotecas subtrativas entre acessos e/ou tecidos contrastantes. O mapeamento e
validacao destes “genes candidatos” tém sido feito via estudos de cosegregacédo com uma colecao
de macromutagdes qualitativas e com segmentos genbmicos associados com a variabilidade
quantitativa (QTLs). A analise de padrdes de expressao visa identificar genes que possam estar
associados com diferengcas qualitativas e quantitativas controladas por genes/alelos cujos
reduzidos niveis de polimorfismo impedem o seu mapeamento. Tais estudos podem permitir
também a identificacdo de possiveis passos da via metabdlica onde genes reguladores possam
estar atuando. Este conjunto de “genes candidatos” e QTLs podem funcionar como marcadores
moleculares aumentando a eficiéncia de programas de melhoramento classico e podem também
ser mobilizados via transgenia para diferentes cultivares elite e/ou distintas espécies vegetais.

Objetivos da analise gendmica de carotendides em cucurbitaceas

(1) Caracterizar acessos de abdboras, morangas, melancia e de melédo que apresentam coloragéo
contrastante para conteudo e tipo de carotendides via HPLC e gerar um banco com estes
caracteres. Os acessos de cucurbitaceas tém sido avaliados para composi¢cdo de pigmentos
carotendides através da extracdo com acetona e éter de petréleo e HPLC em coluna C18 e
utilizando-se uma mistura de acetonitrila:metanol:acetato de etila como fase mével (Rodriguez-
Amaya, 2001);

(2) Desenvolver populagdes segregantes para o mapeamento de regides gendmicas associadas
ao tipo e teor de carotendides. As populacdes segregantes em estudo visam gerar mapas
locais densos em regides genémicas contendo o gene W (licopeno) em melancia e o gene gf+

controlando beta-caroteno em melédo e gene B"°S controlando elevados carotendides totais e
frutos bicolores em C. moschata;

(3) Sintese de bibliotecas subtrativas de cDNA enriquecidas para sequéncias relacionadas a
acumulacgao diferencial de diferentes tipos de carotendides;

(4) Sequenciamento dos cDNAs obtidos de bibliotecas subtrativas e constru¢do de um banco de
dados destas sequéncias;



(5) Isolamento completo ou parcial de alelos dos genes estruturais da via dos carotendides. O
isolamento tem sido feito via PCR heter6logo usando “primers” universais derivados da
informacgédo disponivel para cada gene estrutural da via de carotendides reportados em
espécies vegetais (Fonseca, 2000);

(6) Identificacdo de polimorfismos em alelos dos genes isolados em um conjunto de
linhagens/cultivares apresentando distintos niveis de acumulagdo de pigmentos com agao
antioxidante e de pro-vitamina A;

(7) Emprego dos genes clonados em sistemas de “fingerprinting” e/ou para selecdo-assistida em
programas de melhoramento publicos e privados.

(8) Estes genes podem também ser potencialmente mobilizados via transgenia.

Resultados obtidos com cucurbitaceas

Um exemplo ilustrativo da caracterizagdo via HPLC foi o da cultivar de C. moschata
‘Brasileirinha’ (de frutos bicolores) cuja recente liberagédo veio acompanhada de informagdes sobre
composicao dos carotendides dos frutos em diferentes estadios de maturagcao (Boiteux et al.,
2007). Frutos imaturos apresentam em torno de 14 ug/g e frutos maduros 243 ug/g de
carotendides totais. No fruto verde verificou-se que 50% dos carotendides correspondem ao beta-
caroteno e 40% a luteina, um pigmento com conhecida ag¢ao nutracéutica, estando envolvido na
prevencdo de problemas cardiovasculares, catarata e degeneragdo macular (Smidt & Burke,
2004). Em frutos maduros, o pigmento beta-caroteno corresponde a 66%, alfa-caroteno 33% e
luteina apenas 1%. A propor¢ao diferenciada de carotendides de acordo com o estadio de
maturacdo dos frutos € uma caracteristica interessante, permitindo diversificar os teores de
vitaminas e antioxidantes utilizando uma mesma cultivar. Analises similares estdo sendo
conduzidas para acessos de melancia, meldo e C. maxima. Na analise genémica ja foram isolados
(via PCR) e caracterizados (via sequenciamento) segmentos analogos aos genes fitoeno sintase,
GGPP sintase, IPP isomerase, fitoeno desaturase, licopeno beta-ciclase e licopeno epsilon-ciclase
em meldo, melancia e C. moschata. O isolamento destes genes tem sido conduzido via PCR
heterélogo usando “primers” universais derivados da sequéncia de genes estruturais da via
biosintética de carotendides. A analise da diversidade de sequéncia de acessos fenotipicamente
contrastantes permitiu a descoberta de variabilidade estrutural destes genes, incluindo “single
nucleotide polymorphisms” (SNPs). Estes marcadores estdo sendo posicionados em mapas
genéticos locais visando identificar segmentos genémicos importantes no controle de mutagdes
em coloracao e pela modulagéo de teores e tipos contrastantes de carotendides nos frutos destas
cucurbitaceas.

Consideragoes finais

No longo prazo, espera-se que a adogao e consumo das hortalicas melhoradas para
carotendides com qualidades funcionais tenham um impacto positivo em termos de saude da
populagdo consumidora ajudando a sanar eventuais caréncias nutricionais de alguns destes
compostos. Do ponto de vista econdmico, espera-se que estes produtos diferenciados possam
agregar valor e gerar mais renda em diversos segmentos da cadeia do agronegocio de hortalicas
do Brasil.
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