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Introducgao

A revolugdo da ciéncia gendmica observada nos ultimos 15 anos ampliou 0 conhecimento sobre
a estrutura genética de diversas espécies de plantas (THRO et al., 2004). O principal resultado destes
avangos foi o desenvolvimento de uma ampla plataforma de recursos para a analise de genomas
vegetais, incluindo modernas ferramentas de sequenciamento, bioinformatica e vetores para clonagem
de grandes fragmentos cromossdémicos (ORTIZ, 1998; THRO et al., 2004). Estes desenvolvimentos
culminaram com a elucidacdo completa dos genomas nucleares de duas espécies modelos: uma
dicotiledénea (Arabidopsis thaliana, familia Brassicaceae) e uma monocotiledénea (Oryza sativa,
familia Poaceae) (GOFF et al., 2002). Toda esta informacgdo, associada a sistemas de marcadores € a
técnicas para analise em larga escala de transcritos, proteinas, mutantes naturais, insercionais e
quimicos, tem permitido definir melhor a fungdo dos genes e, principalmente, a associagao destes
genes e suas variantes alélicas com fenaétipos de interesse (THRO et al., 2004). Estas ferramentas néo
s6 auxiliam o melhoramento genético convencional na identificagdo de genes e/ou marcadores
moleculares associados com diversas caracteristicas de interesse, mas servem também como fontes
de genes para mobilizagdo em sistemas de transformacao genética de plantas (“transgenia”).

Diversas técnicas moleculares foram apresentadas como potenciais ferramentas para aumentar
a eficiéncia dos programas de melhoramento classico, acelerando o ritmo de liberagado de cultivares
convencionais e/ou transgénicas com caracteristicas qualitativas e quantitativas de interesse. De fato,
este conjunto de técnicas vem paulatinamente aumentando sua importdncia nos programas de
melhoramento e contribuindo para estabelecer sistemas ainda mais criteriosos para a produgdo de
sementes de hortalicas com niveis mais elevados de qualidade sanitaria e genética. Uma questéo
central ainda permanece: a relacdo custo/beneficio € favoravel ou ainda ndo €& competitiva? Este
questionamento ¢é feito, especialmente, em situagdes onde a selecdo fenotipica pode, isoladamente,
proporcionar ganhos genéticos consideraveis. Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo
ilustrar exemplos onde a integragdo da genémica com os métodos tradicionais de melhoramento tem
se mostrado vantajosa e quais os niveis de impacto em programas de melhoramento genético de
hortalicas.

Entres os principais exemplos da integracdo entre melhoramento classico e estratégias
moleculares no melhoramento cita-se:

1. Determinagcdo de pureza genética de cultivares e identificacdo de misturas fisicas de
sementes e de materiais de propagacgao vegetativa;

2. Estabelecimento de sistemas de caracterizagdo molecular (“fingerprinting”) que podem
subsidiar e/ou fornecer amparo legal para protegcéo de cultivares;

3. Organizacado de germoplasma permitindo identificar duplicatas e/ou selecionar acessos
mais representativos em termos de variabilidade genética dentro das colegbes (“core
collections”);

4. Determinagao de potenciais grupos heteréticos e predicdo de heterose de acordo com a

estimativa das distancias genéticas entre acessos de germoplasma e de cultivares elites;

5. Diagnose molecular de fitopatdogenos de importancia econémica e/ou associados com
sementes permitindo aumentar a qualidade sanitaria de lotes comerciais;

6. Caracterizacdo de variabilidade de patdégenos permitindo desenvolver métodos para
selegao de fontes com amplo espectro de resisténcia;



7. Selegao assistida por marcadores (SAM) visando aumentar a freqiéncia de alelos de
interesse ou restringir o tamanho dos segmentos genémicos de espécies selvagens no
processo de introgressdao de genes apds cruzamentos interespecificos. Exemplos bem
sucedidos de SAM incluem incorporacdo simultdnea de distintos genes de resisténcia a
doengas em linhagens, sele¢cdo precoce para qualidade de frutos e raizes; incorporagao de
fatores de macho-esterilidade em linhagens parentais de hibridos; recuperagado mais rapida
do genoma de parentais recorrentes em retrocruzamentos assistidos por marcadores
(STAM, 2003; CAHILL & SCHMIDT, 2004);

8. Monitoramento da incorporagdo de fatores genéticos controlando a expressao de
caracteristicas quantitativas (“quantitative trait loci” - QTL) via SAM;

9. Isolamento de regibes cromossdmicas contendo genes e QTLs possibilitando a
transferéncia destes fatores genéticos via estratégias transgénicas para diferentes cultivares
e espécies de planta (FRARY et al., 2000);

10. Desenvolvimento, via sequenciamento em larga escala, de extensos catalogos de genes
em plantas submetidas a diferentes tipos de estresses bidticos e abidticos;

11. Obtencgao da sequéncia completa de genomas de plantas e de diversos microorganismos.
Esta informacdo sobre estruturas completas e/ou parciais de distintos genomas vegetais
permite refinadas estimativas de relagdes filogenéticas e de sintenia entre grupos de ligagao
entre espécies de importancia agricola;

12. Desenvolvimento de projetos genomas funcionais em combinagdo com sistemas que
permitem analise em larga escala de padrdoes de expressao génica (‘DNA chips” /
“microarrays”) gerando os chamados transcriptomas;

13. Utilizagdo de informagdes de genoma estrutural e funcional de espécies modelo para a
busca e isolamento de genes analogos em espécies de interesse agronémico e

14. Desenvolvimento de “novos” fendtipos (ex. “golden rice” e “blue rose”) via mobilizacédo de
genes em sistemas de transformacao de plantas (transgenia), que podem, posteriormente,
serem incorporados, via técnicas convencionais, em diferentes cultivares elites.

Sistemas de marcadores para resisténcia a doengas

Diversos mapas locais para regides cromossémicas foram construidos para diversas espécies
vegetais, incluindo hortalicas (Mohan et al., 1997; Cahill & Schmidt, 2004). Estes mapas tém servido
como ancoras para isolar genes de resisténcia via mapeamento (“map based-cloning” ou “positional
cloning”). O primeiro isolamento de um gene de resisténcia, o Pto (resisténcia a Pseudomonas tomato),
foi conduzido via mapeamento e clonagem da regido cromossdémica contendo o marcador em estreita
ligacdo com o gene de interesse. A analise de sequéncia indicou que Pto codifica uma proteina
quinase (Martin et al., 1993). Diversos genes de resisténcia foram posteriormente isolados via
mapeamento ou via mutagénese insercional com transposons (Baker et al., 1997). Entre as hortaligas,
o tomateiro é a espécie que apresenta o maior numero de genes de resisténcia clonados. Apds o
isolamento de Pto, diversos genes de resisténcia incluindo Cf-2, Cf-5 e Cf-9 (ragas de Cladosporium)
Ve (Verticilium dahlie); 1-2 (Fusarium raca 2); Mi (Meloidogyne spp., afideos e tolerdncia a mosca-
branca); Sw-5 (Tospovirus) e Asc (Alternaria alternata) foram isolados (Hammond-Kosack & Jones,
1997). A comparacgao das sequéncias destes genes indicou, de maneira surpreendente, que diversas
regides génicas estavam conservadas ao longo da evolugdo, mesmo representando fatores de
resisténcia a patdgenos tao dispares quanto fungos, bactérias, nematdides e virus (Staskawicz et al.,
1995; Bent, 1996). Esta conservagao de sequéncias entre distintos genes de resisténcia clonados
permitiu o desenvolvimento de uma nova classe de marcadores: os chamados DRA “disease
resistance analogs” (Michelmore, 1995; Leister et al., 1996; Yu et al., 1996). Esta estratégia tem sido
usada para identificar marcadores e/ou isolar genes de resisténcia “candidatos” em varias espécies de
planta.



Mapas genéticos regionais e globais em hortaligas

Os mapas genéticos sao a principal ferramenta para identificagdo de regides gendmicas de
interesse agrondmico. A eficiéncia na geragdo de mapas genéticos € dependente de uma quantidade
elevada de variagdo de alelos (os chamados polimorfismos), da capacidade dos sistemas de
marcadores em revelar estes polimorfismos e da estreita ligacdo destes polimorfismos com
caracteristicas de interesse. Mapas com diversas densidades de marcadores tém sido construidos
para hortalicas (Paterson, 1996). O desenvolvimento de mapas genéticos contendo marcadores
espagados em cerca de 10cM podera permitir a chamada "aterrissagem cromossémica" em grupos de
ligacdo contendo genes de interesse e analise de caracteristicas do tipo QTL.

A titulo de ilustragdo, vamos relatar alguns dos avangos obtidos no uso de marcadores em
cenoura e tomate, duas hortalicas onde estdo sendo alocados grandes esforgos de pesquisa nesta
area. Marcadores STS (“sequence tagged-sites”) e SCAR (“sequence characterized amplified region”)
foram obtidos em cultivares tropicais e temperadas de cenoura a partir do sequenciamento de
marcadores RAPD (Boiteux et al., 2004). Mapas locais foram desenvolvidos e podem ter multiplas
aplicagbes uma vez que os parentais das populagbes de mapeamento de cenoura segregam para
resisténcia as manchas foliares de Alternaria e Cercospora, para os nematoides Meloidogyne javanica,
M. incognita e M. arenaria e para a bactéria Xanthomonas campestris pv. carotae. Pendoamento
precoce, teor e tipo de carotendides e tolerancia a calor também estdo segregando nestes
cruzamentos. Grandes avancos foram também obtidos no mapeamento do locus Mj-1 controlando
resisténcia a M. javanica via “bulked segregant analysis”, desenvolvida por MICHELMORE et al.
(1991). Alguns marcadores do tipo DRA e RAPD foram identificados em quase completa co-
segregacao com o locus Mj-1 (BOITEUX, 2000; BOITEUX et al., 2000). Em tomate, uma linhagem (‘Tx-
468 RG’) contendo um gene recessivo controlando extrema resisténcia a geminivirus foi cruzada com
uma linhagem susceptivel a geminivirus, mas com elevada tolerancia de campo a X. vesicatoria (‘Ohio
8245’) (GIORDANO et al., 2005). Esta populagcado estda sendo mapeada usando marcadores do tipo
RAPD e DRA. De fato, marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados no melhoramento do
tomateiro. Ja foram detectados marcadores moleculares para mais de quarenta genes de resisténcia
incluindo: Ty-1 (tolerancia ao tomato yellow leaf curl geminivirus), Tm2-2 (resisténcia a tomato mosaic
virus); /-3 controlando resisténcia a Fusarium raca 3, Lv-1 (oidio), Sm (Stemphylium) e diversos QTL
para murcha e mancha-bacteriana (BARONE, 2003).

Monitoramento de citoplasma macho-estéril

Para algumas espécies de hortaligas, a produgdo de sementes hibridas envolve a emasculagao do
parental feminino. Neste sentido, a presenca de macho-esterilidade genética representa uma grande
vantagem sobre a emasculagao artificial. Em hortalicas, os sistemas genéticos-citoplasmaticos tém
sido os mais empregados, notadamente em cebola e cenoura, que sdo plantas bianuais com um
grande numero de minusculas flores perfeitas, o que inviabiliza a produgdo manual de semente hibrida.
Desta forma, o uso de SAM tem se revelado uma importante ferramenta na identificagcao de citoplasma
macho-estéril usando marcadores baseados em PCR. Estes polimorfismos entre linhas férteis e
estéreis foram identificados tanto em DNA mitocondrial quanto em DNA de cloroplastos em cebola
(HAVEY, 1995) e em DNA de mitocondria em cenoura (BACH et al., 2002). Um elemento fundamental
para aumentar a eficiéncia do sistema sera a identificacdo de marcadores para o gene nuclear
mantenedor (Ms) permitindo a precoce identificagdo de todos os gendtipos de interesse para produgao
de hibridos nestas duas hortalicas.

Diagnose e detecgao molecular de fitopatégenos

Diversos projetos genomas de fitopatdégenos ja se encontram em andamento ou ja foram finalizados.
Destaca-se a participagao de grupos de pesquisadores brasileiros que se encontram em posi¢cao de
lideranga nesta area (CAMARGO, 2002). Alguns projetos de destaque sao Xylella spp. (videira e
citrus); Ralstonia solanacearum; Agrobacterium tumefasciens; Xanthomonas citri; X. campestris pv.
campestris; Pseudomonas syringae e brusone (Magnaporthe grisea). Além disso, segue em curso uma
série de projetos de analise gendmica de fitopatogenos em distintos laboratorios e instituicbes de
pesquisa mundiais. Na Embrapa Hortaligas projetos estdo sendo conduzidos visando identificar



marcadores espécie-especificos para Phytophthora, Alternaria e Stemphylium. O sequenciamento de
isolados de Geminivirus e Potyvirus encontra-se em andamento. Estes projetos tém gerado informacgao
para analises filogenéticas e para o desenvolvimento de “primers” que podem ser altamente
especificos (permitindo a deteccdo de um unico variante do patégeno) ou universais (permitindo a
deteccdo de um numero expressivo de variantes de um patdogeno ou grupo de patégenos). Estas
técnicas de analises e detecgao sao rotineiramente conduzidas via PCR.

Mapeamento de QTL

O moderno conceito de mapeamento de caracteristicas quantitativas foi estabelecido a
partir da nogdo de que caracteristicas monogénicas poderiam ser usadas para detectar QTL, desde
que houvesse co-segregacao (TANKSLEY, 1993). A idéia atual de QTL é essencialmente a mesma so6
que, desta vez, conta com o auxilio de marcadores moleculares e de mapas genéticos de alta
densidade (TANKSLEY, 1993). O uso de mapas genéticos para estudar caracteristicas poligénicas tem
sido aplicado para diversas caracteristicas de interesse, incluindo resisténcia a doengas (YOUNG et
al., 1996) e tamanho de fruto em tomateiro (FRARY et al., 2000).

Marcadores moleculares ligados com genes controlando teores de elementos funcionais em
cenoura

Sete genes foram descritos controlando os caracteres de coloragao laranja, branca,
amarela e vermelha em raiz de cenoura. Vinte QTL associados com a acumulagdao de diferentes
pigmentos carotendides foram localizados no mapa genético de cenoura (SANTOS & SIMON, 2002).
Diversos genes da via biossintética dos carotendides foram isolados e poderdo servir, em um futuro
préximo, como genes candidatos na selec¢ao assistida por marcadores (FONSECA, 2000; JUST et al.,
2006).

Analise genémica de elementos funcionais em cenoura

O melhoramento para a quantidade e tipo de carotendides em raizes acumuladoras é
uma area pouco explorada e a cooperagao entre o melhoramento classico e o molecular pode se
mostrar bastante produtiva. A via biossintética dos carotendides é uma das vias bioquimicas mais bem
caracterizadas em plantas, com varios genes ja clonados e sequenciados incluindo cenoura
(FONSECA, 2000; JUST et al., 2006). No entanto, com algumas excegdes, o conhecimento destes
genes ainda nao tem sido amplamente utilizado no melhoramento visando aumento dos teores e tipos
de carotendides ou para o estudo da regulagao desta via metabdlica em plantas. Os impactos técnico-
cientificos destes estudos residem no fato de que a gendmica funcional (variabilidade alélica e
expressdo génica) podera ajudar os programas de melhoramento genético no desenvolvimento de
estratégias mais efetivas para alterar o conteudo de carotendides em raizes e em outros 6rgaos
acumuladores.

Estratégicas gendmicas para modificar os teores de elementos funcionais em tomateiro

O tomateiro tem sido considerado, no ponto de vista do melhoramento genético, como uma planta
modelo apresentando diversos mutantes tanto para teor como para o tipo de carotendides
(GIORDANO et al., 2003). Alguns destes acessos contendo mutagbes de interesse tém sido
identificados em germoplasma de espécies cultivadas e selvagens. A maioria dos genes estruturais da
via de carotendides ja esta isolada em Lycopersicon (CARVALHO et al., 2004). Além disto, “primers”
para sequéncias génicas correspondendo aos genes codificando as enzimas fitoeno sintase, fitoeno
desaturase, IPP sintase, GGPP sintase, zeta-ciclase e beta-ciclase ja estdo disponiveis (CARVALHO et
al., 2004). Na Embrapa Hortalicas, a diversidade alélica para genes da via biossintética dos
carotenoides esta sendo investigada em linhagens e/ou hibridos com teores e tipos contrastantes de
carotendides, especialmente [1-caroteno e licopeno. Marcadores moleculares estdo sendo gerados por
meio de uma combinagcdo das técnicas de bibliotecas subtrativas com materiais genéticos
contrastantes, PCR-heterélogo e sequenciamento. 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 seleg¢ao assistida.



Conclusoes

Os avangos tecnoldgicos advindos da moderna genémica tém sido progressivamente incorporados no
cotidiano dos programas de melhoramento genético e nos sistemas de produgdo de sementes de
hortalicas. Esta incorporagéo tende a intensificar-se a medida que os custos operacionais se reduzam.
Estas ferramentas incluem os novos e robustos sistemas de geracdo de marcadores moleculares
capazes de produzir mapas de alta resolucédo. Estes marcadores, distribuidos por todo o genoma,
maximizam as chances de detectar associagdes com diversas caracteristicas (qualitativas ou
qguantitativas) de interesse. Mais recentemente, temos observado o enorme potencial de aplicagcao da
ciéncia genOGmica que ja esta servindo como fonte de informagdo genética para o melhoramento
classico e de genes clonados para o desenvolvimento de cultivares de hortalicas geneticamente
modificadas.
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