Genoma milho: o estado da arte
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Introducéo

A biotecnologia vegetal teve inicio com o aparecimento das técnicas de cultura de
tecidos, objetivando a propagacdo de plantas. Essa tecnologia tem sido amplamente
utilizada na multiplicacéo de plantas em larga escala, no manejo e conservagéo de
germoplasma, na transferéncia de genes eliminando barreiras de incompatibilidade
genética, na obtencdo de plantas hapldides, e na eliminagdo de doencas através do
cultivo "in vitro™ de meristemas. Em meados dos anos 80, a tecnologia de marcadores
moleculares possibilitou 0 mapeamento e a identificacdo de regides gendmicas que
controlam caracteristicas de importancia agrondémica, e a sua rapida transferéncia
para outros genotipos. Além disso, os marcadores moleculares tém sido utilizados na
caracterizacao de genoétipos, no estudo da diversidade genética, na analise da pureza
de sementes e em processos de melhoramento assistido. O advento da tecnologia de
DNA recombinante, a possibilidade de se transformar plantas e o grande volume de
informagdes de seqliéncias de DNA tém disponibilizados o acesso a um novo e
variado conjunto de genes e de tecnologias, possibilitando a transferéncia dos mesmos
além dos limites permitidos pelo melhoramento tradicional. Assim, o desenvolvimento
de cultivares cada vez mais produtivas e adaptadas as mais diversas condicGes de
cultivo, pode ser dramaticamente acelerado com a utilizagdo de técnicas de
mapeamento, manipulacdo génica e transformacao.

As primeiras plantas transgénicas obtidas por engenharia genética comecaram a ser
liberadas no campo em meados de 1990. Atualmente, j& foram autorizados mais de 25
mil testes de campo no mundo, metade deles nos Estados Unidos, no Canada e na
Europa. Na América Latina, 0 maior nimero de liberacfes ocorreu na Argentina e
México. O Brasil promoveu 800 liberacdes para teste de plantas transgénicas a partir
de 1996, tendo sua legislacdo de biosseguranca aprovada em 1995. A comercializagao
de plantas transgénicas comegou no final da década de 1990. Atualmente, soja, milho
e canola geneticamente modificados ja tém participacdo relevante na agricultura dos
Estados Unidos, Canada e Argentina, sendo que a area cultivada deve atingir 40
milhdes de hectares no inicio do préximo século. Tais plantas tém como
caracteristicas a resisténcia a insetos, virus, herbicidas e uma melhor qualidade
nutricional. Uma lista contendo os eventos de milho transgénico produzidos pelas
principais empresas produtoras de milho, e seus respectivos genes de resisténcia e
tolerancia estdo disponiveis na pagina da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga - CTNBIo (http://www.mct.gov.br/ctnbiotec/tab_milho.htm).

A Organizagdo do Genoma do Milho

O genoma do milho é comparével ao tamanho do genoma humano, girando em torno de
2.500 Mb, no entanto, sua complexidade tende a ser superior devido a abundancia de
elementos altamente repetitivos. Grande parte do genoma do milho é composto por
seqliéncias repetitivas, sendo que 65 a 70% é representado por retrotransposons, cujos
elementos transponiveis sdo mediados por RNA (Bennetzen, 1996). Tais retrotranspons



representam poucos membros com elevada identidade de seqiiéncia entre si, onde cada classe
é altamente amplificada, variando de 10 a 30.000 cépias, distribuidas ao longo de todo o
genoma do milho (SanMiguel et al., 1996). Elementos transponiveis de seqliéncias repetidas
e invertidas, DNA satélite, repeticOes especificas de centrdmero e telémero representam de
15 a 20% da porcao que ndo correspondem aos genes. Os transposons de repeticdes
invertidas possuem de dezenas a centenas de copias e estdo intimamente associados aos
genes. Finalmente, € estimado que 0s genes representem no maximo 15% do genoma, sendo
estes compostos por pequenos introns, possuindo uma regido transcrita em média de 4 a 5
Kb e, 0s genes ativos apresentam padrdes sub-metilados quando comparados com as
sequéncias repetitivas.

Filogenia

O milho é uma das espécies cultivadas mais importante economicamente, sendo também
uma das mais bem estudadas, considerando a sua complexidade gendmica. O mapeamento
comparativo tem revelado uma extensiva conservacdo no contetdo e na ordem dos genes
entre os genomas de gramineas como milho, sorgo, arroz, trigo, cevada e cana-de-agtcar. No
entanto, rearranjos genéticos como inversdes, duplicacGes e transposicoes sao
freqlientemente observados entre as gramineas, sendo sugerido que, pelo menos 15.000
rearranjos cromossdmicos diferenciaram o arroz do milho (Tikhonov et al., 1999; Dubcovsky
et al., 2001). Violacdes na colinearidade de genes entre linhagens de milho também tem sido
apresentadas (Fu & Dooner, 2002). Tais revelagdes indicam que o sequenciamento de BACs
(biblioteca artificial de bactéria) e do genoma do milho pode aumentar significativamente o
conhecimento sobre a organizagdo e a funcéo génica em milho, além de servir como modelo
para as espéecies de gramineas de genoma mais complexo com centeio e cana-de-agucar.

Mapas Genéticos

A disponibilidade de um mapa de ligacdo densamente saturado com marcadores e com
elevado poder de resolucdo genética € de fundamental importancia para a integracao de
mapas genéticos e fisicos, e para 0 mapeamento de genes de interesse. O primeiro mapa
genético de milho baseado em marcadores moleculares foi publicado por Helentjaris et al.
(1986), sendo composto por 116 locos RFLPs (polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restricdo). A partir de entdo, uma série de mapas genéticos cada vez mais saturados pelos
diferentes tipos de marcadores moleculares, utilizando diferentes progenitores e populagdes
de mapeamento, tém sido publicados, objetivando principalmente a identificacdo de
caracteres de locos quantitativos (QTLs). O mapa UMC 98, publicado por Dauvis et al.
(1999), além de ser altamente saturado com 1736 marcadores RFLPs e SSRs, 962 locos
foram seqlienciados e identificados como genes estruturais e fatores regulatorios
responsaveis por varios processos metabdlicos importantes. Dentre os marcadores, 273 sdo
sondas heterodlogas, originadas de arroz, trigo, aveia e tripsacum, e grande parte dos mesmos
sd0 comuns a varios mapas genéticos de gramineas, incluindo o mapa de arroz do Projeto
Japonés do Genoma de Arroz (Harushima et al., 1998). Considerando-se todas as
caracteristicas, o referido mapa genético constitui uma poderosa fonte de informacGes para
estudos da organizagdo e evolucao de genes e genomas de gramineas, clonagem de genes e
avaliacdo de caracteristicas quantitativas. Além de possibilitar a integracéo dos
conhecimentos genéticos, bioquimicos, funcionais e fenotipicos.

Apesar das grandes vantagens do mapa UMC 98, algumas regifes de distancia fisica
reduzida e grandes distancias genéticas, e regides telomérica foram pouco saturadas com



marcadores. Provavelmente, o fato tenha ocorrido devido ao tamanho reduzido da populacéo
de mapeamento, onde pouco recombinantes seriam esperados. Para aumentar a resolucdo dos
mapas genéticos, uma populacdo constituida de 304 linhagens recombinantes endogamicas
(RILs) foi obtida a partir de quatro ciclos de intercruzamentos ao acaso ap0s a geracao Fo.
Os progenitores foram as linhagens B73 e Mo17, que representam 0s dois maiores grupos
heteroticos temperado, e a populagédo foi denominada IBM ("Intermated B73 x Mo17") (Lee
et al., 2002). As recombinac6es adicionais ocasionadas pelo intercruzamento resultou em
uma expansao trés vezes a distancia genética, que associada ao mapeamento de mais de 1850
marcadores mapeados, aumentando significativamente a resolucao e o potencial de utilizacéo
do mapa genético. Todas as informagdes relacionadas com a populacdo IBM e com os locos
mapeados estdo disponiveis no Maize Genome Database (www.agron.missouri.edu) e no
Maize Mapping Project (www.maizemap.org). Adicionalmente, encontram-se disponiveis,
para qualquer pesquisador, um kit contendo DNA de 94 linhagens da populacéo IBM e
sementes dessas linhagens, possibilitando 0 mapeamento de genes, clones ou fenétipos de
interesse.

Mapas Fisicos

A primeira etapa da construcdo de um mapa fisico € a obtencdo de bibliotecas gendmicas
em BACs. Em milho, a linhagem selecionada para a construcdo das bibliotecas de BACs
publicamente disponiveis foi a B73, principalmente pelo fato de ser um dos progenitores da
populacdo IBM, o que possibilita a conec¢do entre mapas genéticos e fisicos. As bibliotecas
foram feitas utilizando trés enzimas de restri¢éo diferentes (EcoRI, HindlIl e Mbol) para
assegurar a maxima cobertura do genoma, representando uma cobertura de 27 vezes 0
genoma do milho (Coe et al., 2002).

A organizacao das bibliotecas de BACs requer um processo de genotipagem dos clones e
sua posterior analise usando o programa Fingerprinting Contigs (FPC), que gera
automaticamente a montagem dos contigs (Soderlund et al., 2000). Para aumentar a preciséo
e a rapidez com que os contigs sdo montados, é importante que as bibliotecas de BACs sejam
genotipadas com varios tipos de marcadores moleculares, principalmente aquele que ja
possuem posicdes definidas nos mapas genéticos de milho. Assim, a genotipagem das BACs
tem sido realizada com marcadores RFLPs que ancoram os bins nos mapas de milho,
colecdes de ESTs, sondas gendmicas e de cDNA de sorgo, AFLPs, marcadores baseados em
PCR e os MITEs (miniaturas de elementos transponiveis de repeti¢des invertidas).

Sequenciamento Gendmico e de Genes

O sequenciamento de genes pela iniciativa publica e privada vem causando grande
impacto na comunidade cientifica, e para a cultura do milho, tal realidade nédo tem
sido diferente. O grande nimero de seqiiéncias de genes expressos ou ESTSs (
Expressed Sequences Tagged) disponiveis para varios organismos tem dado suporte
para a chamada "genética reversa" onde, a partir das informacdes sobre a sequiéncia
de um gene, procura-se entdo identificar a caracteristica controlada por ele. Assim,
varias metodologias tém sido desenvolvidas e utilizadas para a identificacdo das
funcdes génicas, também conhecida como genética funcional. As seqiliéncias dos
genes expressos sdo depositadas em bancos de dados de dominio pablico, como o
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) ou 0 Maize Genome Database (
http://nucleus.agron.missouri.edu/cgi-bin/est_summary.pl).

O Projeto de Sequenciamento Genémico de Milho, em fungéo da sua complexidade, tém




sido direcionado as regides ricas em genes e com reduzido nimero de cdpias, objetivando o
sequenciamento de aproximadamente 50.000 genes, representando de 10 a 15% do genoma.
Um dos pontos importantes do projeto genoma seré a possibilidade de associar as
informacdes das seqliéncias génicas com 0s mapas genéticos e fisicos. Com isso, 0
conhecimento sobre o conteldo e a organizacdo génica no genoma do milho poderao ser
significativamente ampliados, contornando uma séria limitagdo aos avancos nas pesquisas
basicas e aplicadas nessa importante cultura. O seqlienciamento dos genes e a elucidacéo das
suas fungOes terdo impactos na compreensdo das bases moleculares de caracteres
agronomicamente importantes, auxiliando os processos de melhoramento genético de milho e
de outras espécies de gramineas (Bennetzen et al., 2001).

Estratégias para Identificacdo de Funcdo Génica em Milho

Transposons
Transposons séo elementos de DNA que tém a capacidade de sair de uma regido do
genoma e se incorporar em outra. Como 0 movimento dos transposons é um
processo aleatorio, 0s mesmos podem se inserir na regido codificadora de um gene
tornando-o inativo. Essa capacidade dos transposons em causar mutacdes fenotipicas
tem sido explorada na identificagdo genes associados com fen6tipos de importancia
agrondmica. O transposon Mu (Mutator) foi utilizado pela primeira vez em milho pela
Pioneer Hi-Bred Co., e a tecnologia foi denominada Trait Utility System (TUSC).
Atualmente, um projeto usando transposon Mu foi financiado pela National Science
Foundation (NSF) sob a coordenacdo da Dra. Virginia Walbot e com a participagao
de varias universidades americanas. O referido projeto tem como objetivo demonstrar
a funcionalidade de genes de milho usando o seqtienciamento do DNA gendmico
flanqueando as inser¢des do transposon Mu e caracterizar os individuos mutantes
contendo esses transposons. Para uma ampla utilizagdo do material genético
resultante desse projeto, foi criado um banco de mutantes onde sdo armazenados 0s
estoques de sementes mutadas, 0 Maize Genetics Cooperative Stock Center. Os
usuarios poderdo utilizar a técnica de PCR para selecdo de uma colecdo de
plasmideos contendo genes de interesse flanqueados pelo transposon Mu.

Microarrays

O microarray € uma metodologia utilizada para comparar a expressdo de um grande
namero de genes, simultaneamente. Milhares de clones de cDNAs, contendo um grupos de
genes que se deseja quantificar os niveis de expressdo, sdo roboticamente impressos em
placas de vidro e, entdo, hibridizados com duas sondas marcadas com fluorescéncias
diferentes. As sondas sdo conjuntos de cDNAs gerados a partir de células ou tecidos em duas
situacOes diferentes que se desejam comparar, por exemplo resisténcia e suscetibilidade ao
aluminio. Os resultados sdo produzidos sob forma de diferentes intensidades de fluorescéncia
que sdo captadas por microscopia de fluorescéncia a laser em fungéo dos diferentes niveis de
expressao de cada gene. A imagem dos pontos fluorescentes é processada por computadores
e programas especificos, sendo gerada uma grande quantidade de informacédo. Varios
sistemas robotizados, cada vez mais rapidos e eficientes, tém sido desenvolvidos para a
impresséo e o processamento dos cDNA nas placas de vidro, permitindo uma deteccéo e
analise cada vez mais sensivel e precisa dos genes diferencialmente expressos dentro de um
genoma ou de um grupo de genes selecionados. Assim, a tecnologia de microarrays
apresentam-se como uma ferramenta indispensavel para estudos globais de expressdo génica,
com grandes aplicagdes nos estudos de biologia molecular e fisiologia vegetal.



Novas Perspectivas para o Milho

Milho para producéao de farmacos, nutraceuticos e biopolimeros
Além das melhorias nas qualidades agron6micas como, resisténcia a pragas e doencas,
tolerancia a estresses abidticos e a herbicidas, e 0 aumento da qualidade protéica do
grdo, a transgenia tem trazido varias possibilidades interessantes para o milho. o
milho tém sido utilizado para producdo de farmacos, nutraceuticos e polimeros
biodegradaveis. O endosperma constitui 80% do grdo de milho e tem despertado
especial interesse devido a sua importancia como fonte de energia e proteinas na
alimentacdo humana e animal. Além do grdo do milho apresentar em média 9% de
proteina na matéria seca, este apresenta uma baixa umidade, em torno de 14%,
constituindo uma forma eficiente de armazenamento de proteinas, anticorpos e outros
peptideos de interesses & satde humana e animal como, horménio de crescimento,
insulina, vitaminas e vacinas.

Milho tolerante ao ataque de insetos
No milho geneticamente engenheirado com a toxina Bt, ela é produzida pela propria
planta onde a lagarta se alimenta. A toxina do Bt ndo é tdxica para humanos, gado,
insetos benéficos e outros animais, mas na lagarta do milho a toxina destroi tecidos
do intestino, causando a morte das mesmas. As lavouras de milho Bt tém a
capacidade de reduzir a aplicacdo de inseticidas quimicos, reduzindo
consequentemente 0s custos de producgéo e os riscos de contaminacdo ambiental.
Na natureza o baculovirus pode infectar larvas de insetos-praga do milho,
utilizando-as para se multiplicar e espalhar. No entanto, as larvas infectadas ndo
morrem imediatamente e continuam a se alimentar da planta. Assim, alternativas tém
sido estudadas para alterar geneticamente o baculovirus com gene que codifica um
horménio que diminui o apetite das larvas, matando-as por anorexia. A
superexpressdo desse gene no baculovirus causa um desequilibrio hormonal que leva
a morte da larva por falta de apetite e perda de agua. A vantagem do virus é que, fora
do inseto ele ¢é destruido pela luz ultravioleta, tornando-o inofensivo ao homem,
outros animais e plantas.
A maisina é um composto da via metabdlica que origina o cabelo da espiga
(estilo-estigma) e que tem sido responsavel por promover uma resisténcia natural a
insetos, pelo fato se ligar aos aminoécidos no intestino do inseto, impedindo a sua
utilizacdo e matando a larva do inseto. Os genes que regulam mais da metade da
maisina produzida ja foram identificados, e a superexpressao dos mesmos tém sido
testada em plantas transgénicas e seu efeito nas larvas. O aumento das concentracdes
de maisina no cabelo da espiga do milho poderia reduzir o uso de inseticida em cerca
de 85%, além da possibilidade de aplicacdo desses genes em alfalfa, algodao,
amendoim e tomate.

Uso de marcadores moleculares no melhoramento de milho
Os avancos na area de biotecnologia tém possibilitado a utilizacdo efetiva de
marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas, na caracterizacdo de
molecular de cultivares e linhagens, na determinacdo de pureza genética de sementes,
no mapeamento e identificacdo de genes e QTLs associados as caracteristicas de
interesse. O objetivo geral na Embrapa Milho e Sorgo € utilizar essa tecnologia como
auxilio efetivo na solucdo de problemas prioritarios para a cultura do milho e do



sorgo nas condi¢des tropicais do Brasil. Assim, varios projetos vém sendo
desenvolvidos visando acelerar os programas de retrocruzamento para converséo de
linhagens elite, suporte aos processos de protecéo intelectual das linhagens elites,
avaliagcdes de pureza genética em lotes de sementes basicas fornecidas pela Embrapa e
a identificacdo de marcadores associados com caracteristicas de importancia
agronémica que possam ser utilizados tanto nos programas de melhoramento
genético, quanto na clonagem de genes e no estudos dos mecanismos envolvidos.
Dentre as principais caracteristicas estudadas, podem ser citadas a melhoria da
qualidade nutricional dos gréos, tolerancia a estresses biéticos e abidticos visando a
maior adaptacao das cultivar aos solos acidos, deficiéncia hidrica e nutricional, ataque
de pragas e resisténcia a doencas.

Prospeccdo de genes em outras gramineas
A Embrapa Milho e Sorgo vem procurando identificar genes e sequiéncias regulatorias
na espécies cultivadas de maior importancia econémica como o milho e sorgo, além
de outras gramineas como o milheto, tripsacum e braquiaria. Considerando o alto
grau de sintenia entre os genomas das gramineas, o estudos dos genes responsaveis
pelos mecanismos de tolerancia e seus elementos regulatérios podem fornecer
informacdes importantes sobre a conservacao desses genes durante a evolucéo das
espécies, além da identificacdo de novos alelos. Tais alelos poderdo ser utilizados
tanto em programas de melhoramento genético convencional quanto na producao e
avaliacdo de plantas transgénicas.
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