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CAPÍTULO 5 
BIOTECNOLOGIA NO MELHORAMENTO GENÉTICO DE PLANTAS PARA 
RESISTÊNCIA A PATÓGENOS: EXEMPLOS DA APLICAÇÃO DE SISTE-
MAS DE SELEÇÃO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES 
(SAM) NO TOMATEIRO5

1. Introdução
O melhoramento genético (em geral) e o melhoramento genético para resistência 

a patógenos e pragas (em particular) têm viabilizado, por décadas, o cultivo de plantas 
de forma mais sustentável (Zamir, 2001). Entre as ferramentas disponíveis para os pro-
gramas de melhoramento genético para resistência a patógenos estão os métodos de 
melhoramento envolvendo cruzamentos controlados e bioensaios com inoculação con-
trolada para a seleção fenotípica de plantas individuais que combinem resistência con-
tra uma doença alvo e características agronômicas de interesse para o consumidor final 
(Boiteux et al., 2016). Outro aspecto de infraestrutura importante é a disponibilidade de 
bancos de germoplasma contendo a mais ampla diversidade genética e extensas cole-
ções de mutantes, incluindo fatores de resistência aos principais patógenos (Emmanuel 
& Levy, 2002). Os cruzamentos controlados para incorporação de fatores de resistência 
envolvem, em geral, cultivares comerciais (ou linhagens elite) e acessos de espécies sil-
vestres (= fontes de resistência) de onde os genes de interesse vão ser introgredidos. 
Desta forma, é necessário, após os cruzamentos interespecíficos iniciais, tecnologias ca-
pazes de “recuperar” de maneira eficiente o genoma da linhagem elite, contendo agora 
o novo fator de resistência. Além disso, o desenvolvimento de cultivares com resistência 
a doenças via melhoramento genético é, necessariamente, um processo contínuo uma 
vez que novos patógenos e novas variantes de patógenos surgem (ou podem ser intro-
duzidos) a todo momento em uma dada região geográfica. Esse aspecto dinâmico do 
processo de incorporação e piramidização de novos fatores requer rapidez e precisão, 
especialmente no caso de hortaliças que são afetadas por uma assombrosa gama de 
patógenos em constante evolução. Neste cenário, a utilização de seleção assistida por 
marcadores moleculares (SAM) tem se tornado um componente metodológico crucial, 
apresentando uma perfeita harmonia com todos os métodos clássicos de melhoramento 
genético, permitindo uma seleção mais robusta (Ferreira & Grattaplaglia, 1998). Por sua 
vez, os marcadores moleculares e o desenvolvimento de mapas genéticos ultradensos 
conduzem para a localização física e a posterior descoberta de novos genes de resistên-
cia bem como seus genes reguladores. A localização cromossômica e a descoberta de 
novos fatores de resistência têm se constituído em atividades essenciais na aplicação 
de novas estratégias de melhoramento via biotecnologia tais como transformação ge-
nética e edição genômica (Rothan et al., 2019). Todas estas tecnologias avançadas são 
mais eficientes com o conhecimento preciso da região do genoma a ser editada ou a ser 
mobilizada. Essa informação é proveniente, em última análise, dos estudos genéticos 
conduzidos com o auxílio dos marcadores moleculares. Neste capítulo será apresentan-
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do um breve histórico das tecnologias que permitiram o desenvolvimento dos principais 
sistemas de marcadores moleculares bem como um conjunto de exemplos da aplicação 
de SAM no melhoramento genético para resistência a patógenos usando o tomateiro (So-
lanum lycopersicum L.) como planta modelo.

2. Evoluções Tecnológicas da Era Genômica que 
Permitiram a Geração dos Modernos Sistemas de 
Marcadores Moleculares

2.1. Elucidação dos mecanismos de hereditariedade e da 
estrutura do DNA

A elucidação da estrutura do DNA por Watson & Crick (1953), a definição de seu 
papel crucial na transmissão de caracteres e o estabelecimento definitivo do “dogma 
central” da genética (Figura 1) possibilitaram inúmeros e consistentes avanços no me-
lhoramento vegetal. Esse conjunto de conhecimentos genéticos claramente indicou 
que dissecando a estrutura do DNA podemos decifrar os mecanismos de transmissão 
de todos os caracteres (qualitativos e quantitativos) de interesse, incluindo fatores de 
resistência ou suscetibilidade a doenças em plantas.

Figura 1. Diagrama do fluxo de informação genética (dogma central da genética). A molécula de DNA 
carrega toda a informação para própria replicação e para a sua transcrição em RNA. O RNA, de acordo 
com o código genético, é traduzido em aminoácidos que formam as proteínas. Na ilustração, o códon 
ATG na fita senso do DNA é transcrito em AUG e finalmente traduzido no aminoácido metionina.
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2.2. Metodologias de sequenciamento da molécula do DNA

A definição da sequência de bases do DNA e a identificação das diferenças gené-
ticas que geram variabilidade alélica bem como expressão de distintos caracteres for-
mam as bases do moderno melhoramento genético vegetal. A elucidação das funções 
do DNA estimulou a busca por técnicas de sequenciamento mais precisas, robustas e 
baratas para a comunidade científica. O método desenvolvido por Sanger et al. (1977) 
foi o primeiro grande passo que permitiu o sequenciamento em mais ampla escala (Fi-
gura 2). Esse método baseia-se no estabelecimento de reações bioquímicas de síntese 
de DNA contendo uma combinação de deoxiribonucleotídeos normais (dATP, dGTP, 
dCTP e dTTT) e alguns dideoxiribonucleotídeos com bases modificadas (ddATP, dd-
GTP, ddCTP e ddTTT) que provocam uma interrupção na amplificação do DNA. Essas 
bases modificadas são marcadas permitindo sua posterior detecção. Esse procedi-
mento resulta em uma amplitude de fragmentos de vários tamanhos que podem ser 
separados por eletroforese e detectados em sequenciadores automáticos (Figura 2). 
Atualmente o método de Sanger é considerado como “sequenciamento de primeira ge-
ração” e se constitui no padrão de validação de mutações observadas nas tecnologias 
de nova geração. O método Sanger, no entanto, demonstrou ter limitações de escala, 
evidenciadas em projetos mais ambiciosos de sequenciamento de genomas completos 
e de várias amostras (ou variantes) de um mesmo organismo em paralelo (ao mesmo 
tempo). Essa ampliação de escala foi obtida através de novas tecnologias coletivamen-
te denominadas como NGS (= Next Generation Sequencing). NGS é um termo geral 
para denominar os métodos de sequenciamento em larga escala ou “em paralelo”. Em 
geral, o NGS é realizado em moldes imobilizados em membranas e a adição de bases 
é monitorada. A técnica de obtenção das sequências, no entanto, varia entre os vários 
modelos de sequenciadores de nova geração (Linnarsson, 2010). Um esquema sim-
plificado da estratégia de NGS é ilustrado na Figura 3. As principais limitações das 
tecnologias NGS são o custo por fragmento e os tamanhos dos fragmentos obtidos. 
As principais plataformas (Illumina, Roche, SoLiD) disponibilizam fragmentos curtos 
(entre 30 e 400 pb) se comparados aos obtidos por Sanger (entre 500 e 1000 pb). Novas 
plataformas (PacBio e Nanopore) e novos protocolos (Illumina, Roche, SoLiD) geram 
fragmentos maiores, mas ainda com custos elevados. A grande limitação dos fragmen-
tos curtos é a dificuldade de montagem dos genomas se realizados “de novo”, ou seja, 
sem um genoma de referência como molde (Figura 3). Por esta razão, a disponibi-
lidade de genomas prontos, anotados e montados, como no caso do tomateiro, é de 
extrema utilidade para o melhoramento genético. Além disso, é importante que sejam 
obtidos vários fragmentos de DNA que se sobreponham, permitindo a montagem de 
longos “contigs”, resultando em uma boa “cobertura” do genoma e evitando lacunas 
de informação de sequência nos diferentes cromossomos ou regiões genômicas. Com 
o advento das técnicas de NGS os genomas de referência de várias culturas passaram 
a estar disponíveis, facilitando o chamado resequenciamento genômico, importante 
ferramenta para estudo da diversidade e detecção de diferenças genéticas entre aces-
sos de uma dada espécie. Com estes moldes ou genomas de referência, a montagem 
dos cromossomos via resequenciamento se torna exequível mesmo com fragmentos 
pequenos, embora possam persistir alguns problemas em algumas regiões específicas 
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que podem não apresentar “cobertura” suficiente. Dois exemplos de resequenciamen-
to do tomateiro são os projetos “BGI tomato 360 genomes” (Lin et al., 2014) e “100 to-
mato genome resequencing project” (Tomato Genome Sequencing Consortium, 2012; 
2014). As informações sobre o genoma do tomateiro e de outras espécies cultivadas 
e selvagens da família Solanácea estão disponíveis no portal da SolGenomics (www.
solgenomics.net).

Figura 2. Diagrama ilustrando os principais componentes do método de sequenciamento de San-
ger em um sequenciador automático. O conjunto de amplicons de diferentes tamanhos e marca-
dos diferencialmente (no exemplo, amarelo = A, azul = C, vermelho = G e verde = T) são obtidos via 
PCR, separados em capilares e cada um é sequencialmente detectado e sua informação ordenada 
por tamanho.
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Figura 3. Esquema de NGS (Next Generation Sequencing). NGS é um termo geral para denominar 
os métodos de sequenciamento em larga escala ou “em paralelo”. Em geral, o NGS é realizado em 
moldes imobilizados em membranas e a adição de bases é monitorada. As principais plataformas 
de NGS (Illumina, Roche, SoLiD) disponibilizam fragmentos curtos (entre 30 e 400 pares de bases). 
A grande limitação dos fragmentos curtos é a dificuldade de montagem dos genomas se realiza-
dos “de novo”, ou seja, sem um genoma de referência como molde. Novas plataformas (Nanopore, 
PacBio) ou novos protocolos (Illumina, Roche, SoLiD) têm sido desenvolvidos para solucionar essa 
limitação do NGS.

2.3. Tecnologia do DNA recombinante & engenharia genética

Duas descobertas permitiram o desenvolvimento da chamada engenharia gené-
tica. Primeiro a confirmação do DNA como a molécula unificadora de todos os siste-
mas biológicos. Todos os seres vivos transferem informações utilizando DNA, RNA e 
proteínas, ou seja, o código genético é universal. Outra descoberta metodológica im-
portante foi a das enzimas de restrição, que são normalmente encontradas em bac-
térias e que apresentam a propriedade de clivar o DNA em sequências palindrômicas 
específicas. Esses avanços permitiram a inserção de fragmentos específicos de DNA 
em vetores bacterianos e o intercâmbio destes segmentos gênicos entre diferentes es-
pécies e mesmo entre diferentes reinos. O domínio inicial destas tecnologias permi-
tiu o posterior estabelecimento de todas as técnicas básicas de engenharia genética, 
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tais como: manutenção do gene de interesse em plasmídeos de bactérias (clonagem), 
inserção de genes de plantas (e de outros organismos) em Agrobacterium e posterior 
transferência desses genes para o genoma de plantas e, mais recentemente, a inserção 
em vetores para silenciamento gênico mediados por endonucleases (ZFNs e TALENs) 
ou CRISPR Cas9 (Rothan et al., 2019).

2.4. PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR é técnica que permite à amplificação de segmentos específicos de DNA tendo 
suas bordas definidas por sequências com as quais primers anelam para dar início ao 
processo de replicação. Cópias em série das fitas de DNA são produzidas in vitro até 
que seja obtida a quantidade desejada da região amplificada da região alvo do genoma 
definida pelos primers (Figura 4). Utiliza-se para tal uma enzima do tipo polimerase 
com propriedades únicas de termo estabilidade (= enzima resiste aos vários ciclos de 
desnaturação de DNA), permitindo a cópia em série do DNA sem reposição de enzima 
(Mullis & Faloona, 1987). A técnica de PCR permitiu superar a grande limitação que a 
disponibilidade de pequenas quantidades de DNA impunha para a pesquisa genética. 
Com o advento do PCR, mesmas purificações exíguas de DNA puderam ser amplifica-
das e manipuladas (Mullis & Faloona, 1987). Os aparelhos de PCR são programados 
para alterar as temperaturas da reação rapidamente (em torno de 94 oC para desnatu-
ração ou separação das fitas de DNA, 37-68 oC para anelamento dos primers, 68-72 oC 
para síntese de novas fitas com o auxílio das polimerases termoestáveis). Desta forma, 
em poucos ciclos (em geral 30 ciclos) e pouco tempo (entre 1 e 2 horas) o DNA é ampli-
ficado exponencialmente e são obtidas quantidades suficientes para se efetuar a maio-
ria das análises de rotina no melhoramento genético vegetal (exemplo: identificação 
de marcadores, sequenciamento e clonagem). Em muitos protocolos, o processo de 
amplificação de mais que uma região alvo pode ser obtida desde que as temperaturas 
de anelamento dos distintos primers sejam idênticas ou muito próximas, permitindo 
o estabelecimento do chamado sistema de PCR multiplex. Uma modalidade mais re-
cente e refinada desta tecnologia é a chamada PCR em tempo real (quantitative PCR 
ou qPCR). Nesta técnica, uma nova geração de aparelhos permite o monitoramento do 
progresso da amplificação dos fragmentos de DNA que são continuamente detectados 
pela presença de marcação fluorescente diferenciada (Rebrikov & Trofimov, 2006), 
permitindo identificar as diferentes variantes alélicas pela marcação de iniciadores 
com diferentes fluoróforos. O sistema facilita o monitoramento da real quantidade ini-
cial do molde de DNA genômico ou derivado de RNA (DNA complementar ou cDNA) 
e também permite distinguir mutações de acordo com a curva de desnaturação dos 
amplicons (Novais et al., 2004). No aspecto relacionado ao desenvolvimento de marca-
dores moleculares, o PCR em tempo real permitiu ampliar a geração de novos sistemas 
de detecção e análise de polimorfismos de base única (= Single Nucleotide Polymor-
phisms – SNPs), o que anteriormente seria possível apenas por sequenciamento ou 
pela fortuita presença de uma mudança de nucleotídeo capaz de gerar um sitio de 
clivagem para alguma enzima de restrição.
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Figura 4. Esquema geral da PCR (Polymerase Chain Reaction). O processo de replicação de DNA é 
obtido de forma contínua em ciclos de reação que envolvem as etapas de separação ou desnatu-
ração do DNA fita dupla (94-96 oC), anelamento dos ‘primers’ ou iniciadores e extensão de novas 
fitas, realizado com o emprego de enzimas polimerases termoestáveis (exemplo: Taq polimerase).

Importância dos marcadores moleculares no melhoramento genético de nova geração

Os marcadores moleculares têm um papel central no moderno melhoramento 
genético porque interligam as várias áreas de conhecimento fornecendo informações 
essenciais para a busca de novos genes e posterior utilização em sistemas de transfor-
mação genética (transgenia e cisgenia) e edição gênica e, ao mesmo tempo, permitindo 
que informações disponíveis possam ser diretamente aplicadas em sistemas de SAM e 
na geração de novas cultivares e híbridos (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama das interconexões de diferentes áreas de conhecimento associadas com a 
seleção assistida por marcadores moleculares (SAM) dentro dos programas de melhoramento ge-
nético de nova geração.
*OGM- Organismos Geneticamente modificados; 
*HIGS- Silenciamento Gênico Induzido pelo Hospedeiro
*QTLs- Quantitative Trait Loci

3. Marcadores Genéticos
Marcadores genéticos podem ser definidos por diferenças em características fe-

notípicas bem como qualquer diferença estrutural em segmentos de DNA (codantes 
ou não), RNA ou proteína (produto gênico) que revelam (direta ou indiretamente) dife-
renças genéticas entre indivíduos (= polimorfismos). Para funcionarem como marca-
dores, estas diferenças têm que estar em associação (ligação) genética estreita com os 
caracteres de interesse. Os marcadores moleculares de DNA são os mais abundantes 
e mais estáveis quimicamente, facilitando os processos de análise (Jones et al., 1997). 
Devido a essas propriedades, grande parte dos demais marcadores (baseados em RNA 
ou proteínas) são prioritariamente convertidos para marcadores de DNA. Em geral 
quanto mais próximo do gene de interesse maior a probabilidade do marcador de DNA 
de permanecer ligado ao gene. Essa é base teórica que permitiu o desenvolvimento dos 
primeiros mapas genéticos como originalmente elucidado por Stutervant (1921).
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4. Propriedades & tipos de Marcadores Genéticos
Três tipos de marcadores genéticos têm sido utilizados, quando disponíveis, 

na seleção assistida: os morfológicos, os bioquímicos e os moleculares. Marcadores 
morfológicos: resultam da análise direta e simples de diferenças (polimorfismos) no 
fenótipo (= morfologia) entre indivíduos. Marcadores bioquímicos: são obtidos via 
técnicas de detecção de polimorfismos ao nível de proteína (geralmente enzima) ou 
padrão de proteínas. Marcadores moleculares: são obtidos via técnicas de detecção 
de polimorfismos ao nível de DNA e RNA (Jones et al., 1997).

4.1. Marcadores morfológicos ou clássicos

Desde Mendel até meados da década de 1960, os marcadores predominantemen-
te utilizados em melhoramento eram associados a caracteres morfológicos. Marcado-
res morfológicos são aqueles controlados por características fenotípicas de fácil iden-
tificação associadas e/ou ligadas com outra característica de interesse (Rick & Yoder, 
1988). Os marcadores morfológicos são caracteres visíveis a olho nu (porte da planta, 
deficiência de clorofila, cor de flores etc.) ou em lupa (formato, tamanho e cor de folhas, 
frutos, flores e outras partes da planta). No caso do tomateiro os caracteres fruto com 
ombro verde e arquitetura de folha (folha ereta) podem ser utilizados como marcado-
res um do outro, ou com outros caracteres localizados no início do cromossomo 10 
porque apresentam estreita co-segregação (González-Arcos et al., 2019). De fato, os 
primeiros mapas genéticos se constituiam exclusivamente em marcadores morfoló-
gicos e citológicos. As desvantagens dos marcadores morfológicos incluem o seu pe-
queno número e devido ao fato de serem identificados, em sua maioria, em diferentes 
estádios de desenvolvimento da planta. Por sua vez, os marcadores bioquímicos ou 
fragmentos de DNA, podem ser utilizados a partir de amostras de células ou de teci-
dos de todas as partes da planta (folhas, embriões, cotilédones, pólen, sementes etc.) e 
também em qualquer estágio de desenvolvimento da planta. No tomateiro, marcado-
res morfológicos foram inicialmente mapeados empregando estoques cromossômicos 
com aberrações tais como aneuploidias, translocações, inserções/deleções e inversões 
(Rick & Yoder, 1988).

4.2. Marcadores bioquímicos

Os marcadores bioquímicos são enzimas com função similar, mas que diferem 
em sua estrutura e peso molecular, permitindo sua identificação geralmente por ele-
troforese (Markert & Moller, 1959). A análise dessas isoenzimas é realizada em de três 
etapas: extração das enzimas do tecido vegetal, separação por eletroforese e coloração 
por métodos histoquímicos. Estes marcadores proporcionam grande facilidade, pois 
a obtenção de produtos é evidenciada pela simples observação do gel (Alfenas, 1998). 
São marcadores predominantemente codominantes (ver definição abaixo), possibili-
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tando identificação de variantes alélicas para um mesmo gene. Além disso, a técni-
ca de isoenzimas é de baixo custo, fácil e rápida. Isoenzimas tem contribuído muito 
para caracterização de cultivares de uma gama de espécies culturas (Alfenas, 1998). 
No tomateiro, o locus da fosfatase ácida 1 (Aps-1) foi a primeira isoenzima empregada 
como marcador para o gene Mi-1.2 (Figura 6) que confere resistência aos nematoi-
des-das-galhas (Rick & Fobes, 1974; Medina-Filho, 1980). A proteína fosfatase ácida 
1 foi purificada e sequenciada parcialmente. A sequência parcial dos aminoácidos foi 
utilizada para o desenho de iniciadores de PCR e identificação do gene em tomateiro 
(Williamson & Colwell, 1991). As principais desvantagens desses marcadores são o re-
lativo baixo número dos sistemas enzimáticos polimórficos além de serem fortemente 
influenciados por fatores ambientais ou pela fase de desenvolvimento da planta (Al-
fenas, 1998). Apesar de todas essas limitações, os marcadores bioquímicos prestaram 
valorosos serviços no melhoramento de plantas (Alfenas, 1998), incluindo no melho-
ramento do tomateiro (Medina-Filho, 1980).

Figura 6. Exemplo do emprego de um marcador bioquímico (isoenzima) no melhoramento genético 
do tomateiro para resistência aos nematoides-das-galhas (gene Mi-1.2). A análise é realizada em 
de três etapas: extração das enzimas do tecido vegetal, separação por eletroforese e coloração por 
métodos histoquímicos. As bandas lentas da enzima (vermelhas) codificadas pelos diferentes ale-
los do gene da fosfatase ácida 1 (Aps–1, localizado no cromossomo 6) estão correlacionadas com 
o genótipo resistente (R) e as bandas rápidas (verdes) aos genótipos suscetíveis (S). Os padrões 
de bandas para a enzima fosfatase ácida 1 representam indivíduos homozigotos resistentes [ban-
da vermelha (+)], homozigotos suscetíveis [banda verde (-)] e heterozigotos [(+/-)]. No heterozigo-
to, a enzima ocorre como um dímero (representado por uma banda bicolor) que tem uma migração 
intermediária. As bandas a 7.0 e 6.5 cm são as derivadas do gene Aps–1. As demais bandas (fora 
da área demarcada) são derivadas de enzimas codificadas por diferentes loci e não estão ligadas 
com o fator de resistência (gene Mi-1.2). Seta indica sentido da migração das bandas em eletrofo-
rese. Fonte: Medina-Filho (1980).
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4.3. Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares são fragmentos de DNA (genes ou regiões não codantes) 
que são ligados ou codificam uma característica a ser estudada, sinalizando a presença/
ausência do gene alvo na planta sob análise. Esta ligação é genética, ou seja, o marcador e o 
gene estão localizados no genoma de tal maneira que são transferidos predominantemen-
te juntos aos gametas e as progênies (ou seja, co-segregam) (Jones et al., 1997). Isto ocorre 
porque estão fisicamente ligados no cromossomo e/ou porque não ocorre recombinação 
frequente entre eles. A frequência de recombinação (em %) é expressa com a unidade cM 
(centi-Morgan), onde 1 cM é igual a 1% de recombinação entre um marcador e um locus 
interesse. Ou seja, o marcador e gene de interesse vão juntos no mesmo gameta em uma 
frequência de 99%. Desta forma, quanto mais forte for esta ligação melhor o marcador. 
Neste cenário, o marcador molecular perfeito seria aquele derivado da informação advin-
da do próprio gene (= marcador funcional). As modernas tecnologias de análise de mar-
cadores moleculares viabilizam a caracterização genética de um grande número de genó-
tipos através de procedimentos relativamente simples e rápidos. Como consequência, a 
seleção de indivíduos em programas de melhoramento é realizada de forma mais precisa, 
determinando a formação de populações segregantes com alta frequência de genótipos 
superiores (Bered et al., 1997). Marcadores de DNA foram inicialmente utilizados no me-
lhoramento de plantas no início da década de 1980 (Soller & Beckmann, 1983). Ao contrá-
rio dos marcadores morfológicos e bioquímicos, os marcadores moleculares são pratica-
mente ilimitados em número, não sendo afetados por fatores ambientais e/ou pela fase de 
desenvolvimento da planta. Além disso, vários sistemas de marcadores moleculares apre-
sentam fácil detecção e análise e se comportarem como “caracteres” de herança simples 
(Jones et al., 1997). No processo de transferência de alelos de resistência, os marcadores 
moleculares podem ser uma ferramenta bastante útil. Esses marcadores, se fortemente 
ligados aos alelos de resistência, podem ser usados em SAM, sendo imprescindíveis na 
seleção assistida durante o processo de piramidização de alelos de resistência para um 
mesmo patógeno ou grupo de patógenos. Essa estratégia vem sendo considerada como 
uma forma de desenvolver cultivares com resistência duradoura e de amplo espectro.

Tipos de polimorfismos de DNA
Os marcadores moleculares se baseiam na presença de polimorfismos que possam 

ser utilizados para distinguir organismos com diferenças de interesse. A capacidade de 
identificar e de detectar tais polimorfismos depende da magnitude dessas diferenças e 
da precisão da técnica de detecção. Polimorfismos são diferenças entre alelos ou regiões 
genômicas causadas por mutações do tipo deleção/inserção de mais de uma base (InDels), 
deleções, inserções ou trocas de uma única base (SNPs), repetições ou modificações epi-
genéticas no DNA (metilação). No tomateiro, os SNPs representam a maior classe de poli-
morfismos, sendo o maior número encontrado nas espécies selvagens e preferencialmen-
te localizados em regiões intergênicas (Gupta et al., 2020).

Marcadores dominantes e codominantes
Marcadores dominantes são detectados em apenas um dos alelos e não são visíveis 

em indivíduos com o alelo contrastante. O marcador codominante é visível e distinto en-
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Figura 7. Diagramas contrastando as características peculiares dos marcadores moleculares 
dominantes e codominantes em ensaios de PCR. No painel superior o local de anelamento dos 
primers é perdido no indivíduo aa e a região delimitada pelos primers não é amplificada. No painel 
inferior a deleção no fragmento interno em A’A’ gera amplicons menores, mas ainda detectáveis.

tre os dois alelos, sendo o marcador para o heterozigoto facilmente reconhecido (Jones et 
al., 1997). O marcador dominante dificulta a análise pois a não visualização do alelo pode 
ser resultado de alguma falha nos procedimentos laboratoriais e não necessariamente 
de origem genética. Dessa forma, os marcadores dominantes necessitam de um núme-
ro maior de controles e repetições do que os marcadores codominantes. A origem bem 
como os principais contrastes entre os marcadores dominantes e codominantes detecta-
dos em ensaios de PCR estão ilustrados na Figura 7. A presença de InDels entre os sítios 
de anelamento dos primers usualmente definem marcadores codominantes, enquanto os 
SNPs usualmente definem marcadores dominantes. No entanto, quando a presença de 
um SNPs resulta na formação de um novo sítio de clivagem para uma enzima de restrição, 
esta informação pode ser convertida na geração de marcadores codominantes.
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5. Principais Categorias e Tipos de Sistemas de 
Marcadores

No presente capítulo, os principais sistemas de marcadores são agrupados nas 
seguintes categorias: (1) Marcadores moleculares baseados em hibridação; (2) Mar-
cadores baseados em PCR com primers arbitrários; (3) Marcadores baseados em PCR 
com primers não-arbitrários; (4) Marcadores baseados em PCR & análise de restrição; 
(5) Marcadores baseados em sequenciamento de amplicons polimórficos; (6) Marca-
dores derivados de NGS; (7) Marcadores baseados em informação de sequência & PCR 
em tempo real e (8) Marcadores derivados de transcritomas.

5.1. Sistemas de Marcadores Moleculares Baseados em 
Hibridação

Estes sistemas de marcadores moleculares detectam diferenças de fragmentos 
de DNA obtidos após corte com enzimas de restrição e hibridação com sondas mar-
cadas (radioativas ou “frias”). RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
– É o principal representante deste grupo de marcadores. Foi o primeiro sistema de 
marcadores de DNA utilizado no melhoramento de plantas (Helentjaris et al., 1986), 
sendo os marcadores moleculares utilizados para gerar os primeiros mapas genéti-
cos ultradensos do tomateiro (Tanksley et al., 1992). Nessa técnica, o DNA total de um 
indivíduo é inicialmente isolado e clivado com enzimas de restrição. Os fragmentos 
obtidos são separados por eletroforese e transferidos para uma membrana de celulose 
ou náilon. Em seguida, fragmentos específicos podem ser detectados pela incubação 
da membrana com uma sonda (uma sequência de DNA marcada). Essa sonda irá, por 
complementaridade entre as bases nitrogenadas, parear com um ou mais dos frag-
mentos contidos na membrana. As variações nos nucleotídeos do DNA devido à mu-
tação, inserção/deleção e inversão podem ser detectadas se essas ocorrerem em uma 
região do genoma que define um sítio de corte de enzimas de restrição. Se o DNA de 
plantas diferindo em um ou vários desses nucleotídeos forem expostos a essas enzi-
mas, diferentes padrões de fragmentos ou fragmentos de diferentes tamanhos, por-
tanto polimórficos, são gerados e podem ser identificados e clonados. Tais fragmentos 
são denominados RFLPs e foram inicialmente desenvolvidos por Botstein et al. (1980). 
Os RFLPs são loci no DNA que podem ser identificados e mapeados. Minissatélites 
(VNTRs = Variable Number of Tandem Repeats) – são unidades de 10 a 100 pb re-
petidas em tandem, flanqueadas por sítios conservados de endonucleases de restri-
ção. Originalmente, esta metodologia utiliza os mesmos princípios da técnica de RFLP 
que abrange técnicas de restrição do DNA e uso de sondas para hibridização, sendo 
extremamente laboriosa. Contudo, esses marcadores podem ser analisados por PCR, 
de forma mais rápida e prática, uma vez que, as repetições são conservadas no ge-
noma de uma mesma espécie. Muitos dos minissatélites são altamente polimórficos, 
produzindo um grande número de bandas. Por estarem espalhadas por todo o genoma 
e apresentarem um número variável de repetições em diferentes indivíduos em rela-
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ção a uma mesma região cromossômica (locus), os minissatélites simultaneamente 
proporcionam um conjunto de marcadores genéticos que se constitui no que tem sido 
denominado de impressões digitais de DNA, consequentemente, indivíduo-específi-
cos. Para a obtenção do padrão de bandas utiliza-se o mesmo procedimento utilizado 
para o RFLP, com exceção de que a sonda contém repetições de sequência conhecida. 
As desvantagens são relacionadas à dominância dos marcadores e ao fato de a técnica 
ser mais trabalhosa, demorada e cara (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

5.2. Marcadores Baseados em PCR com Primers Arbitrários

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

No final da década de 1980, foi desenvolvido um novo tipo de sistema de marca-
dores moleculares denominado de RAPD (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 
1990) ou de Arbitrarily primed PCR = AP-PCR (Caetano-Anollés et al., 1991). O RAPD 
é uma técnica que utiliza a reação de PCR para detectar fragmentos específicos de DNA 
(Williams et al., 1990). O sistema RAPD fez parte da primeira geração de marcadores 
obtidos pela utilização de estratégias mais simples via PCR. O RAPD é uma ferramenta 
bastante útil quando não existem informações sobre os genes a serem amplificados 
ou sobre o genoma da espécie em estudo. Ao contrário do PCR convencional, o RAPD 
utiliza apenas um ‘primer’ curto (de até dez nucleotídeos) que, devido ao seu pequeno 
tamanho, pode parear em diversos pontos do genoma. Caso duas cópias desse ‘pri-
mer’ se liguem às fitas opostas do DNA a região flanqueada pelos ‘primers’ pode ser 
amplificada desde que separada por uma distância amplificável via PCR (entre 200 e 
cerca de 2.000 pares). O RAPD não exige o conhecimento prévio da sequência que está 
sendo amplificada, ao contrário do PCR convencional. Logo, um mesmo conjunto de 
‘primers’ pode ser usado para amplificar o DNA dos mais diversos tipos de organis-
mos. As principais vantagens da técnica são a facilidade e a rapidez para obtenção dos 
marcadores, a necessidade de quantidades mínimas de DNA e a universalização das 
análises, sendo muito empregado no desenvolvimento de marcadores ligados a genes 
de resistência a doenças como por exemplo no feijoeiro (Kelly & Miklas, 1998) e no 
tomateiro (Boiteux et al., 2016). A baixa reprodutibilidade tem sido apontada como a 
grande limitação deste sistema de marcadores. Na verdade, a técnica requer certa ex-
periência com procedimentos moleculares, cuidado com o preparo das reações e rigor 
na leitura e análise dos fragmentos visualizados no gel. A quantidade e qualidade do 
DNA, a concentração de íons magnésio e da enzima Taq polimerase são alguns dos as-
pectos que devem ser considerados nos ensaios de RAPD. É importante que o DNA es-
teja padronizado e não muito concentrado, livre de contaminações de polissacarídeos, 
proteínas e compostos fenólicos, pois estas substâncias inibem ou diminuem a ação 
da Taq polimerase (Lopes et al., 2012). Em plantas, os RAPDs têm facilitado a condução 
de estudos em genética e melhoramento, até então, considerados inexequíveis com 
as técnicas tradicionais. Os polimorfismos detectados via RAPD podem ser InDels ou 
SNPs. Uma diferença entre o DNA de duas plantas que ocorra na região de anelamento 
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do primer é identificada pela ausência da referida banda em uma delas e presença da 
banda na outra. No caso de indivíduos heterozigotos, estes produzem as mesmas ban-
das que os homozigotos, pois os marcadores rapds são majoritariamente dominantes.

5.3. Marcadores Baseados em PCR com Primers 
Não-Arbitrários

Os iniciadores da PCR podem ser sequencias conhecidas que se deseja amplifi-
car (exemplo: um gene de resistência) ou sequências conservadas que flanqueiam os 
microssatélites (que são segmentos genômicos repetitivos dispersos ao longo de todo 
o genoma). Esses marcadores podem também ser derivados de sequências de genes 
conhecidos contendo regiões genômicas ou domínios conservados (em termos evolu-
cionários) mesmo entre plantas hospedeiras sem estreita relações filogenéticas. Essa 
informação pode ser empregada no desenho de primers (= PCR heterólogo), tendo 
como objetivo a descoberta de novos alelos (análogos ou homólogos) em uma nova 
hospedeira. Outro sistema de marcadores nessa classe é o uso de primers cobrindo re-
giões conservada da transcriptase reversa de retrotransposons. Esses elementos mó-
veis são interessantes para a potencial geração de marcadores moleculares uma vez 
que estão dispersos ao longo de todo o genoma de plantas. Marcadores SSR (Simple 
Sequence Repeats) ou Microssatélites – O genoma dos eucariotos apresenta diferen-
tes classes de sequências repetidas. Tais repetições podem ser classificadas de acordo 
com a sua extensão em: satélites, minissatélites e microssatélites. Marcadores micros-
satélites ou sequências simples repetidas (SSR) têm sido preferidos a outros tipos de 
marcadores, pois utilizam a agilidade da técnica de PCR, são codominantes e estão 
espalhados no genoma em uma frequência alta (Akkaya et al., 1992). Essas sequências 
são constituídas de repetições de nucleotídeos que ocorrem naturalmente no genoma. 
Devido a erros que podem ocorrer durante a replicação do DNA, diferentes indivíduos 
de uma mesma espécie podem apresentar um número variado de repetições dentro 
de um mesmo microssatélite (Akkaya et al., 1992). Para que o microssatélite seja útil 
como marcador, ele deve ser inicialmente identificado, clonado, sequenciado e ampli-
ficado a partir de ‘primers’ que o flanqueiem. Alternativamente podem ser identifica-
dos diretamente no genoma, caso esse esteja disponível. Após o desenvolvimento do 
marcador a rotina passa a ser a PCR e a separação dos produtos por eletroforese. Na 
maioria das vezes, a eletroforese deve ser feita em gel de poliacrilamida devido à pe-
quena diferença de tamanho entre os fragmentos alélicos polimórficos. Os elementos 
repetitivos são formados por arranjos de repetições em “tandem”, de dois a seis nucle-
otídeos de comprimento e são os loci mais polimórficos dos genomas (Milach, 1998). 
Por exemplo, a sequência GACAGACAGACAGACA, também representada (GACA)4, é um 
microssatélite. O polimorfismo desses marcadores baseia-se na variação do número 
dos elementos repetidos, provavelmente devido aos erros da DNA polimerase duran-
te o processo de replicação e reparo da molécula de DNA. Em genomas de eucariotos 
estas sequências estão distribuídas ao acaso e constituem uma das classes mais po-
limórficas de marcadores moleculares disponíveis, devido à sua alta taxa de mutação. 
Ao usar-se primers específicos que flanqueiam o microssatélite para sua amplificação, 
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têm-se diferenças entre indivíduos de acordo com o número de repetições da sequên-
cia, ou seja, bandas de tamanhos diferentes serão produzidas. Os microssatélites são 
marcadores codominantes e cobrem bem o genoma, entretanto, para o uso rotineiro 
existe a necessidade de primeiro amplificar uma região, posteriormente sequenciar e 
em terceiro lugar, sintetizar os iniciadores específicos para cada locus. Uma vez feito 
isto, o locus marcador pode ser utilizado indefinidamente naquela espécie. Desta for-
ma, existe um custo elevado e trabalho no início, mas o custo subsequente é baixo e a 
simplicidade a posteriori, é muito grande.

5.4. Marcadores Baseados em PCR & Análise de Restrição

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AFLP é uma técnica que combina a clivagem de fragmentos de DNA com enzimas 
de restrição e amplificação desses fragmentos por PCR (Vos et al., 1995). Nessa técnica, 
o DNA é clivado com enzimas de restrição, às suas extremidades são ligados adaptado-
res, os quais servem de sítios de ligação para ‘primers’ numa reação de PCR. Os mar-
cadores AFLP combinam a sensibilidade da detecção por PCR com a ubiquidade dos 
sítios de restrição no genoma de plantas para busca de polimorfismos (Vos et al., 1995). 
Assim como o RAPD existem coleções e “kits” contendo estas combinações. No caso do 
AFLP a estratégia tem uma patente e tais kits são comercializados por empresas de in-
sumos para Biologia Molecular. Para obtenção de marcadores AFLP o primeiro passo 
é a digestão do DNA por duas enzimas de restrição: uma de corte raro e outra de corte 
frequente. É fundamental que a digestão do DNA seja completa, pois a digestão parcial 
pode revelar falsos polimorfismos. A técnica baseia-se na propriedade de certas enzi-
mas de restrição de deixar, após a clivagem do DNA, extremidades coesivas de sequên-
cia conhecida. Assim, é possível construir sequências de nucleotídeos de fita dupla que 
se ligam às extremidades dos fragmentos de restrição, denominadas de adaptadores. 
Uma vez conhecidas a sequência dos adaptadores e a do sítio de restrição, podem-se 
construir iniciadores específicos a essas sequências para pré-amplificação dos frag-
mentos de restrição. Esta etapa consiste na amplificação dos fragmentos agora ligados 
aos adaptadores através da reação da polimerização em cadeia com o uso de iniciadores, 
complementares aos adaptadores com uma base a mais. A amplificação final é feita com 
uma pequena amostra da primeira amplificação. Neste caso são utilizados iniciadores 
que são compostos de todas as bases dos primers da primeira amplificação, mais duas a 
três bases, dependendo do nível de polimorfismo da espécie ou da população. Existem 
inúmeras vantagens no uso da técnica de AFLP, como alto número de bandas analisadas 
em um único gel, pela restrição e amplificação de fragmentos espalhados por todo o ge-
noma, além da considerável estabilidade do perfil de amplicons e, principalmente, por 
não necessitar de dados de sequenciamento prévio da espécie em estudo (Spooner et al., 
2005). Apesar de ser um tipo de marcador bastante útil para a realização de fingerprints 
de DNA, principalmente quando existem poucas informações disponíveis a respeito do 
genoma de interesse, o seu uso no melhoramento de plantas tem sido limitado devido a 
dificuldades metodológicas inerentes à técnica e ao seu elevado custo.
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5.5. Marcadores baseados em sequenciamento de ampli-
cons polimórficos

São marcadores moleculares derivados dos anteriores. Após purificação e se-
quenciamento do fragmento polimórfico esse pode ser convertido em um marcador 
mais simples, baseado apenas em PCR e/ou PCR mais análise de restrição. CAPS (Cle-
aved Amplified Polymorphic Sequence) – CAPS são fragmentos de DNA amplificados 
via PCR, utilizando-se de primers específicos (20 a 30 pb), seguido da digestão com en-
donucleases de restrição. As etapas para obtenção desses marcadores são a extração 
e amplificação de DNA via PCR, a digestão com enzimas de restrição, eletroforese em 
géis de agarose e a visualização dos polimorfismos pela coloração com brometo de etí-
deo sob luz ultravioleta. As principais vantagens são a codominância e a alta reprodu-
tibilidade dos marcadores e a principal desvantagem é a necessidade de conhecimen-
to prévio de sequência de DNA para a construção dos primers. Existem ferramentas 
online para o desenho de CAPS (visitar https://solgenomics.net/tools/caps_designer/
caps_input.pl). SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) – O sistema RAPD 
apresenta uma desvantagem que limita, até certo ponto, o seu uso generalizado. A bai-
xa temperatura necessária para a ligação do ‘primer’ ao molde (em torno de 37 oC) 
permite que muitos amplicons não específicos sejam visualizados. Isso torna o pro-
cesso bastante dependente das condições de amplificação. Portanto, modificações no 
termociclador utilizado, na DNA polimerase e em outros reagentes do mix de reação 
podem alterar o padrão de amplificação. Para contornar essa limitação, marcadores 
RAPD podem ser transformados em marcadores SCAR. Neste caso, a banda de DNA 
correspondente ao marcador RAPD é clonada, sequenciada e dois ‘primers’ (mais lon-
gos que o original) são sintetizados e utilizados para amplificar o mesmo marcador, só 
que agora em uma temperatura de anelamento mais elevada. Nessa nova condição, o 
processo de amplificação é mais estável e específico (Paran & Michelmore, 1993). As 
etapas principais no desenvolvimento de um SCAR são: (1) identificação de um ini-
ciador que confere polimorfismo a dois bulks de DNA com fenótipos contrastantes; 
(2) o isolamento e a clonagem do fragmento amplificado em um vetor (plasmídeo); (3) 
sequenciamento do fragmento isolado; (4) desenho dos iniciadores de tamanho maior 
que os decâmeros e (5) o teste ou validação final (Paran & Michelmore, 1993). Até a 
etapa 3 usa-se de marcadores RAPDs. De posse da sequência, se desenham os primers/
iniciadores (etapa 4) com comprimento variável entre 16 e 24 pares de bases. A ideia 
de um iniciador mais longo surgiu de cálculos feitos sobre o comprimento mínimo 
para a estabilidade de um primer amplificar uma sequência única de um genoma vege-
tal. Desta forma, espera-se a geração de uma banda única com o uso dos referidos ini-
ciadores. Existem programas de computador que auxiliam a tomada de decisão para 
a escolha do par de primers específicos mais adequados como, por exemplo, o Primer 
- Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Esses aplicativos compu-
tacionais proporcionam valiosas informações comparativas a respeito de diferentes 
iniciadores que são gerados quando uma determinada sequência de bases é fornecida 
ao programa.
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5.6. Marcadores derivados de NGS

Os avanços tecnológicos e diminuição nos custos tem permitido o sequencia-
mento de genomas de cultivares/acessos do tomateiro cultivado e de espécies selva-
gens comumente fontes de alelos de resistência a doenças. Este banco de dados é uma 
fonte de informações de sequências que pode ser utilizada para a descoberta de no-
vos marcadores moleculares e consequentemente de novos genes. O sequenciamento 
do tipo NGS (Shendure & Ji, 2008) aumenta significativamente a eficiência e reduz 
os custos em relação aos métodos anteriores. Com base nos avanços dessa técnica, 
foi possível concluir o projeto completo de sequenciamento do genoma do tomate em 
2012. O primeiro modelo sequenciado (no caso do tomateiro a cultivar ‘Heinz 1706’) 
e a evolução de diferentes hardwares e softwares capazes de armazenar, processar 
e analisar quantidades significativas de dados, facilitou o resequenciamento de di-
ferentes genomas e transcritomas. Aplicando esta ferramenta, também foi possível 
descobrir inúmeras variantes através do genoma e o desenvolvimento de genotipa-
gem de larga-escala. Os genomas derivados de resequenciamento estão disponíveis 
em solgenomics.net. Após a análise em diversos programas de alinhamento dispo-
níveis pode-se escolher regiões com SNPs e InDels para o desenho de marcadores. À 
medida que os tempos de sequenciamento e os custos são reduzidos, novas estraté-
gias de genotipagem estão agora disponíveis. Com o resequenciamento do genoma 
foi possível identificar dezenas de milhares de variantes (exemplo SNPs) ao longo 
do genoma do tomate (Hamilton et al., 2012). Com o desenvolvimento paralelo de 
plataformas de genotipagem (Gupta et al., 2020), que facilitam a caracterização de 
populações a partir de marcadores selecionados, foi possível construir novos mapas 
genéticos de alta densidade (Sim et al., 2012). Sua aplicação permite localizar com 
precisão no genoma uma característica de interesse facilitando o processo de sele-
ção de genes candidatos. Outras estratégias de genotipagem (baseadas em sequen-
ciamento de alto desempenho) estão sendo usadas atualmente. O objetivo da estra-
tégia é identificar polimorfismos (SNPs) e coletar simultaneamente informações 
genômicas de uma população de interesse. Para isso, utiliza-se o sequenciamento de 
fragmentos de DNA específicos com representação genoma mais ou menos total de 
indivíduos (ou grupos de indivíduos) de uma população. Mais recentemente, a técni-
ca resequencimento (Re-seq) tem sido empregada usada para encontrar um grande 
número de marcadores genéticos. Além disso, tecnologias baseadas na estratégia de 
digestion-based simplied genome sequencing também têm sido usadas, incluindo 
o RAD-seq = restriction site associated DNA sequencing (Baird et al., 2008), geno-
typing-by-sequencing (GBS-seq) ou genotipagem por sequenciamento (Elshire et 
al., 2011; Kim et al., 2016) e a SLAF-seq = specific-locus amplied fragment sequen-
cing (Sun et al., 2013). A técnica SLAF-seq tem a vantagem de evitar sequências de 
genoma repetitivas se tornando altamente precisa, de baixo custo e rápidas. Atual-
mente, essas metodologias têm sido aplicadas em genotipagem de larga escala e para 
várias espécies, com ou sem genomas de referência. Essas metodologias são usadas 
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na construção de mapas genéticos de alta densidade e empregadas para mapear di-
retamente características/genes individuais. Como exemplos no tomateiro, temos a 
aplicação da metodologia RAD-seq para o reposicionamento de fatores quantitativos 
relacionados à resistência ao oomiceto Phythohphtora infestans (Chen et al., 2014) e o 
emprego da metodologia SLAF-seq para o mapeamento de um gene relacionado à re-
sistência ao fungo Cladosporium fulvum (Zhao et al., 2016). Uma abordagem interesse 
tem sido o emprego da metodologia de BSA-seq (Win et al., 2017) para mapear genes 
de resistência (exemplo: gene recessivo ty-5 que confere resistência a begomovírus; 
Wang et al., 2018). BSA-seq combina modernas técnicas de sequenciamento com o 
método de Bulked Segregant analysis – BSA (Michelmore et al., 1991) para rapi-
damente ‘aterrissar’ em genes controlando tanto características qualitativas quanto 
quantitativas.

5.7. Marcadores baseados em informação de sequência & 
PCR em tempo real

Os polimorfismos do tipo SNPs, InDels e mesmo em modificações induzidas por 
metilação podem ser identificados na técnica de High Resolution Melting (HRM). Na 
análise por HRM os polimorfismos são revelados após amplificação, pelo padrão de 
desnaturação dos amplicons. Os marcadores do tipo KASP (= Kompetitive Allele Spe-
cific PCR) se baseiam na marcação dos alelos de cada parental com um fluorômetro 
específico (Semagn et al., 2014).

5.8. Marcadores derivados de transcritomas

Transcritoma é o conjunto completo de transcrições de uma célula e sua quanti-
ficação, associada a um determinado estado de desenvolvimento e condição ambien-
tal. A tecnologia de sequenciamento de alto desempenho permitiu gerar ferramentas 
como RNA-seq (Wang et al., 2009) capazes de mapear e quantificar transcrições com 
níveis muito altos de eficiência (tempo, custo). Usando RNA-seq, juntamente com um 
design experimental adequado, transcrições expressas diferencialmente podem ser 
identificadas contra um estímulo ambiental e em determinado tecido vegetal, de modo 
que esta ferramenta pode ser usada especialmente para selecionar genes candidatos 
por função, com o benefício de que, ao mesmo tempo, se um genoma de referência 
estiver disponível, esses genes também são mapeados. É o caso da seleção de genes 
candidatos para o controle do formato do fruto de tomate (Sun et al., 2013) e a identifi-
cação do gene I-7 que confere resistência ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
raças 1, 2 e 3 (González-Cendales et al., 2016).
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6. Construção e aplicação dos mapas genéticos 
(linkage maps) com alta densidade de marcadores 
moleculares no isolamento de Genes e identifica-
ção de QTLs

Diversos genes de resistência a doenças têm sido isolados, utilizando as estraté-
gias de mapeamento genético/físico de alta resolução (map-based cloning ou positio-
nal cloning). Esse tipo de trabalho tem o objetivo de encontrar marcadores molecula-
res próximos/ligados ao gene de interesse, saturando a região onde o gene se localiza, 
com vários marcadores, o que vem sendo acelerado/facilitado em algumas espécies 
cujos genomas completos já estão disponíveis. Os mapas de ligação (linkage maps) 
são construídos com base em análises da segregação dos marcadores em uma popula-
ção segregante, geralmente na geração F2. Na construção destes mapas, quando mar-
cadores polimórficos são encontrados, eles devem ser validados em toda a população 
de mapeamento, que é a genotipagem da população. Portanto, o DNA de cada indiví-
duo da população de mapeamento deve ser extraído. As taxas de segregação esperadas 
para marcadores dominantes e codominantes para uma população F2 são, respectiva-
mente, 3:1 e 1:2:1 (Collard et al., 2005). Desvios significativos entre taxas esperadas 
e taxas observadas, podem ser analisados usando o teste qui-quadrado. Geralmente, 
os marcadores segregarão em um modelo Mendeliano, embora taxas de segregação 
distorcidas possam ser encontradas, especialmente em cruzamentos interespecíficos 
envolvendo espécies cultivadas e selvagens (Sayed et al., 2002; Xu et al., 1997). A últi-
ma etapa para a construção de um mapa de ligação envolve a análise dos dados obti-
dos de cada marcador de DNA de cada um dos indivíduos da população e a análise da 
ligação utilizando softwares com essa função, sendo os mais usados: Map-maker/EXP 
(Lander et al., 1987), MapManager  QTX (Manly et al., 2001) e JoinMap (Stam, 1993). 
Algumas análises mais simples podem ser feitas de forma manual, dividindo o núme-
ro de indivíduos recombinantes para os fatores analisados pelo total de indivíduos da 
população, contudo, para construir mapas com grande número de marcadores, é reco-
mendado o uso de softwares. A acurácia para medir a distância genética e determinar 
a ordem dos marcadores está diretamente relacionada com o tamanho da população 
de mapeamento. Populações segregantes ideais para construção de mapas de ligação 
devem possuir no mínimo 50 indivíduos (Young, 1996). A distância no mapa de liga-
ção é medida em termos de frequência da recombinação entre marcadores genéticos 
(Paterson, 1996), essa distância é medida em centiMorgans (cM), pois a frequência de 
recombinação e a frequência de crossing-over não são linearmente relacionadas (Pa-
terson, 1996). Quanto maior a distância entre e dos marcadores com o fator estudado, 
maior a chance de ocorrer recombinação durante a meiose. Quando as distâncias ma-
peadas são pequenas (<10cM), a distância mapeada se iguala à frequência de recom-
binação. Entretanto, esta relação não se aplica a distâncias mapeadas maiores que 10 
cM (Paterson, 1996). Com o desenvolvimento de mapas genéticos superdensos, vários 
marcadores moleculares em estreita ligação ou mesmo dentro de alguns desses genes 
(= marcadores funcionais) já estão disponíveis para ser utilizados em seleção assisti-
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da. Além disso, esses mapas de alta densidade são fundamentais para localizar regiões 
do genoma que possuem genes controlando a expressão de características complexas 
(poligênicas) são denominadas de QTLs (= quantitative trait loci) (Tanksley, 1993; 
Tanksley & Fulton, 2007). Os QTLs associados com uma dada característica quanti-
tativa podem estar localizados em diferentes cromossomos e apresentar diferentes 
contribuições na expressão do fenótipo em estudo. Vários QTLs associados com dife-
rentes caracteres de efeito quantitativo já foram identificados estando associados com 
a chamada resistência horizontal a diferentes doenças (Young, 1996).

7. Aplicações das ferramentas de biologia avança-
da e de análise genômica disponíveis para o melho-
ramento do tomateiro

No tomateiro, esses grandes avanços da genética molecular se concentraram no 
desenvolvimento e uso de marcadores moleculares, a fim de facilitar o mapeamento de 
genes de interesse e sua transferência para linhagens elite (Eshed & Zamir, 1995; Sa-
liba-Colombani et al., 2000). O tomate foi uma das primeiras espécies cultivadas para 
as quais marcadores genéticos e mapas foram desenvolvidos para fins de reprodução 
(Shirasawa & Hirakawa, 2013). Marcadores moleculares baseados em PCR e seleção 
assistida por marcadores estenderam os limites de seleção fenotípica tradicional (Fo-
olad & Panthee, 2012). Dados moleculares de DNA mitocondrial, RFLPs, microssatéli-
tes, isoenzimas e a análise de sequência do gene nuclear Granule-bound starch synthase 
(GBSSI = waxy) foram a base de estudos de reavaliação taxonômica do tomateiro que 
culminaram com a transferência esta espécie bem como espécies correlatas do gêne-
ro Lycopersicon para o gênero Solanum (secção Lycopersicon) (Spooner et al., 2005). Na 
última década, as ferramentas disponíveis para identificar genes de resistência can-
didatos revolucionaram esse procedimento. Sobretudo, como comentado, a partir da 
evolução da eficiência dos métodos de sequenciamento.

7.1. Obtenção dos genomas completos de diversas cultiva-
res do tomateiro e seu potencial uso no melhoramento ge-
nético da cultura

Em 2012, o primeiro genoma de referência (da linhagem de ‘Heinz 1706’) foi ob-
tido e disponibilizado após um trabalho coordenado por um consórcio de 14 países 
que sequenciaram todos os doze cromossomos do tomateiro (The Tomato Genome 
Sequencing Consortium, 2012). Após isso, foram conduzidos trabalhos de resequen-
ciamento do genoma completo de um grande número de variedades de tomateiro e 
acessos de espécies silvestres do gênero Solanum (secção Lycopersicon) (The Tomato 
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Genome Sequencing Consortium, 2014). Antes disso, diversos genes de resistência a 
doenças já haviam sido localizados nos diferentes cromossomos via mapeamento ge-
nético e físico (= posicional) de alta resolução (Barone et al., 2009). Essas informações 
criaram novas possibilidades de pesquisa em termos de identificação e localização 
genética, estudos de função genética, diversidade genética e evolução, não apenas no 
tomate, mas também em forma comparativa com outras espécies da família Solana-
ceae (Menda et al., 2013). As informações geradas sobre o genoma do tomate (sequên-
cias, genes, mapas físicos e genéticos) bem como sua anotação (International Tomato 
Anotation Group – ITAG). Dados de transcritoma, estruturas de proteínas, previsão de 
funções de genes e desenvolvimento de vários softwares utilitários para bioinformá-
tica são gerenciados e disponíveis nos porta da Sol Genomics Network (http://solge-
nomics.net/) (Bombarely et al., 2010) e também no National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Além disso, esses sites armazenam 
informações sobre outras espécies de plantas, permitindo análises genômicas compa-
rativas. O genoma completo de diversas cultivares de polinização aberta de S. lycopersi-
cum e de outras espécies selvagens tem sido rapidamente obtido via sequenciamento 
de nova geração (Lin et al., 2014). As informações moleculares advindas desses proje-
tos têm permitido a síntese de primers de PCR altamente específicos que estão sendo 
empregados para gerar uma nova classe de marcadores moleculares associados com 
fenótipos de interesse.

7.2. Identificação de genes de resistência via mapeamento

Como mencionado, os marcadores moleculares ideais são aqueles denominados 
marcadores funcionais, ou seja, derivados dos próprios genes que conferem a carac-
terística de interesse. Diversos genes de resistência a doenças têm sido isolados, uti-
lizando as estratégias de mapeamento genético/físico de alta resolução (map-based 
cloning ou positional cloning). Esse tipo de trabalho tem como objetivo inicial encon-
trar marcadores moleculares próximos/ligados ao gene de interesse e como objetivo 
final identificar o gene responsável pela expressão da característica e utilizar essa in-
formação para gerar um marcador funcional (preferencialmente codominante). Esse 
trabalho de clonagem posicional pressupõe a saturação da região genômica onde o 
gene se localiza com uma densidade grande de marcadores moleculares. Esse traba-
lho vem sendo acelerado/facilitado em algumas espécies cujos genomas completos já 
estão disponíveis. O primeiro gene de resistência a ser isolado em tomateiro e um dos 
primeiros genes de resistência em plantas foi gene Pto que controla resistência a bac-
téria Pseudomonas syringae pv. tomato e codifica uma quinase (Martin et al., 1993). O 
gene Pto foi identificado como parte de um cluster (agrupamento) de genes que foram 
isolados via clonagem posicional (Figura 8). Outro membro deste cluster fisicamente 
ligado ao Pto é o gene Prf que é necessário para conferir completa resistência a bactéria 
(Salmeron et al., 1996). Outro gene ligado aos genes Pto e Prf é o gene Fen que confere 
sensibilidade ao inseticida Fenthion (Salmeron et al., 1996). Ensaios com este inse-
ticida têm sido empregados com sucesso como um método de seleção indireta para 
resistência a P. syringae pv. tomato. Plantas resistentes apresentam uma reação de fito-
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Figura 8. Estratégia de “chromossome walking” no cromossomo 5 do tomateiro: Clonagem po-
sicional do gene de sensibilidade ao inseticida Fenthion (Fen) usando marcadores moleculares 
para as regiōes flanqueadoras correspondendo aos genes Prf & Pto, que conferem resistência a 
bactéria Pseudomonas tomato pv. tomato. Nesta estratégia, os insertos de clones (DNA clivado e 
inserido em vetores) contendo os genes Prf e Pto tem sua sequência definida e são desenhadas 
novas sondas para sua extremidade. A ligação destas sondas com o fenótipo deve ser checada 
na população segregante. As novas sondas devem estar mais próximas (= menor número de re-
combinantes) do gene Fen que as sondas iniciais, demonstrando o avanço na direção do gene. 
Estes ciclos são repetidos até que o número de recombinantes seja zero e um mesmo clone seja 
selecionado em ambas as direções. 

Símbolo das sondas:

toxidez ao inseticida, apresentando pequenas pontuações necróticas após a aplicação 
do produto. Marcadores codominantes (derivados do gene Pto) têm sido empregados 
em sistemas de seleção assistida, com ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Análise em gel de agarose um marcador molecular codominante ligado ao gene Pto que 
confere resistência a bactéria Pseudomonas tomato pv. tomato. A testemunha homozigota resis-
tente (Test. R) apresenta uma banda alta, a testemunha homozigota suscetível (Test. S) apresenta 
uma banda baixa e a testemunha heterozigota para o gene Pto (Test. H) apresenta dupla-bandas. 
A linhagem LAM 374 (parental do híbrido BRS Zamir) apresenta o gene Pto em homozigose. Para 
detalhes metodológicos ver Orsi et al. (2012).

7.3. Desenvolvimento de linhagens de introgressão

As linhagens de introgressão, conhecidas por sua sigla ILs (= Introgression Lines) 
são uma poderosa ferramenta para estudar a localização cromossômica de genes de 
resistência bem como QTLs (Eshed & Zamir,1995). Cada uma das ILs tem apenas uma 
única região genômica introgredida e, para todo o resto de genoma, essa linhagem 
é completamente idêntica a um parental conhecido (Figura 10). Esse o conjunto de 
introgressões individuais cobrem todos os distintos cromossomos. Como resultado, 
a variação fenotípica observada em uma IL particular pode ser associada com a cor-
respondente região que foi introgredida via monitoramento por marcadores molecu-
lares. Diferentes conjuntos de ILs foram obtidos em tomate, sendo o mais utilizado 
o conjunto derivado da espécie selvagem S. pennellii (Eshed & Zamir,1995). Regiões 
genômicas apresentando efeitos fenotípicos para diferentes características tais como 
rendimento, qualidade de fruto e resistência a doenças foram identificados usando 
essa ferramenta.
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Figura 10. Esquema ilustrando a obtenção de linhagens de introgressão com o auxílio de marca-
dores moleculares.

7.4. Desenvolvimento de sistemas de marcadores deriva-
dos de genes análogos de resistência (RGAs)

A informação inicial sobre a estrutura dos genes de resistência a patógenos que 
foram clonados permitiu o estabelecimento de métodos mais eficientes e/ou simpli-
ficados, baseados em homologia com genes análogos/homólogos (homology-based 
methods), ou na busca por genes candidatos (Tomita et al., 2011). A análise desses 
genes sugere que as plantas desenvolveram um sistema de defesa que é conservado e 
que envolve receptores para reconhecimento dos patógenos. Os patógenos por sua vez 
podem silenciar esses mecanismos pela produção de proteínas efetoras que inibem o 
sistema imune tornando a planta suscetível. No processo de co-evolução, alguns des-
ses efetores podem ser reconhecidos por uma segunda linha de defesa que envolve 
genes de resistência que induzem genes de imunidade (effector-triggered immunity 
– ETI).  Esses genes de resistência a doenças em plantas (também denominados de ge-
nes R) são classificados em diferentes famílias de acordo com elementos conservados 
na estrutura das proteínas codificadas. A maioria das proteínas R contém uma região 
do tipo nucleotide-binding site (NB) e um domínio C-terminal do tipo LRR (= leucine 
rich repeat). Um subconjunto destas famílias gênicas também apresenta um domínio 
do tipo coiled-coil (CC) na região 5’ terminal. Os genes R dominantes clonados e es-
truturalmente caracterizados até o presente momento se enquadram como típicos ge-
nes R (Baggs et al., 2017) conhecidos como raça-específicos ou isolado-específicos que 
funcionam dentro do modelo de interação gene- a-gene. O reconhecimento de fatores 
de avirulência codificados pelo genoma de uma ampla gama de patógenos e a especifi-
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cidade são condicionados pelas regiões C-terminais dos domínios LRR. O domínio NB 
funciona como um acionador molecular que regula a ativação da cadeia de transdução 
de sinais que leva ao fenótipo resistente (Baggs et al., 2017). O conhecimento dessas 
estruturas evolucionariamente conservadas dos genes de resistência pode ser utiliza-
do em ferramentas de alinhamento de genomas de genótipos contrastantes buscando 
genes candidatos (Figura 11). Esses podem ser validados em populações segregan-
tes visando busca de marcadores moleculares ou mesmo o próprio gene de resistên-
cia. Iniciadores ou “primers’ específicos para genes de resistência conhecidos podem 
ser desenhados e utilizados para amplificar por PCR genes análogos em cultivares da 
mesma espécie, diferentes espécies e até diferentes gêneros. A especificidade destes 
primers depende do número de aminoácidos com múltiplo códons na sequência. O 
aminoácido Leucina apresenta o maior número de códons, o que força a utilização de 
uma coleção de primers com sequências variadas nesta posição. Uma alternativa tam-
bém válida, embora mais cara, é empregar o nucleotídeo sintético Inosina, que forma 
par com qualquer base (A, C, G ou T). Após o desenho e síntese dos primers utiliza-se 
o DNA dos genótipos contrastantes como molde na busca de polimorfismos ligados a 
característica de interesse.

Figura 11. Alinhamento da sequência das proteínas de dois genes de resistência a doenças de to-
mateiro altamente polimórficos mostrando motivos idênticos (conservados) em azul. Iniciadores de 
síntese (“primers”) podem ser desenhados nessas regiões e o resultado da amplificação por PCR 
pode revelar polimorfismos ligados à resistência. Este tipo de marcador foi denominado DR analogs 
(disease resistance analogs = análogos de genes de resistência). O domínio conservado NB-ARC 
mostrado na figura refere-se a uma região ligada a transmissão de sinais que é comum em genes de 
resistência a doenças em plantas e associados com morte celular programada em animais.

7.5. Piramidização de genes de resistência

Um híbrido de tomateiro moderno deve apresentar a maior quantidade possível 
(“pacote”) de resistências incorporadas, principalmente contra doenças de solo e de 
etiologia viral, para as quais os tratamentos curativos são pouco efetivos. Um gran-
de número de fatores de resistência genética presentes em acessos de tomateiro é 
do tipo monogênico/dominante. Isso possibilita a acumulação de múltiplos fatores 
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de resistência em um único híbrido. Nesta tarefa, a seleção assistida por marcadores 
moleculares desempenha um papel fundamental na seleção das linhagens parentais, 
permitindo “piramidar” genes em linhagens elite e quebrar ligações genéticas com 
características deletérias e/ou negativa (Figura 12).

Figura 12. Piramidização de dois genes dominantes de resistência com o auxílio de marcadores 
moleculares codominantes. Indivíduo 06 (circulado em vermelho) contém os dois marcadores mo-
leculares ligados aos genes de resistência em homozigose (fixados).

7.6. Retrocruzamento acelerado

O retrocruzamento é rotineiramente aplicado em programas de melhoramento 
para introgressão de genes. Esse método tem por objetivo recuperar o genoma do pa-
rental recorrente e, portanto, as características originais do material elite, ao mesmo 
tempo que incorpora características genéticas com alta herdabilidade, controladas por 
um ou poucos genes (Fehr, 1987), como por exemplo, fatores de resistência a doenças. 
Neste contexto, o retrocruzamento acelerado empregando marcadores moleculares é 
uma estratégia que visa aumentar a eficiência do processo, identificando de maneira 
precoce indivíduos que apresentam maiores níveis de recuperação do genoma do pa-
rental recorrente. A análise de polimorfismos distribuídos ao longo de todo o genoma 
dos parentais empregados nos cruzamentos envolve a chamada genotipagem gráfica 
onde são selecionados indivíduos com o novo gene de interesse incorporado e que 
possuem um menor número de segmentos cromossômicos do parental doador (You-
ng & Tanksley, 1989). Este processo é conduzido preferencialmente com marcadores 
codominantes distribuídos, de preferência, em todos os braços dos cromossomos. 
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Essa estratégia pode fazer com que os níveis de recuperação do genoma de interesse 
possam ser rapidamente alcançados equivalendo a “saltos” em relação ao retrocruza-
mento convencional (Figura 13).

Figura 13. Esquema indicando o “salto’ na recuperação do genoma do parental recorrente em 
sistema de retrocruzamento acelerado assistido por marcadores moleculares. A figura ilustra 
esse fato com o indivíduo #3 da população segregante resultante do retrocruzamento 1 (back-
cross – BC1) que apresentou 90% de similaridade com o genoma do parental recorrente (linha-
gem elite) após genotipagem para cinco marcadores distribuídos pelo genoma do tomateiro. 
Isso indivíduo representa um incremento em comparação com a média teórica de recuperação 
do genoma do parental recorrente prevista nessa geração (75%).

7.7. Outras aplicações dos marcadores moleculares ligados 
a fatores de resistência

Marcadores moleculares codominantes ligados aos diferentes genes de resis-
tência estão sendo empregados simultaneamente em sistemas de seleção assistida e 
para checagem de pureza genética de híbridos (Bhavana et al., 2019). A presença de 
misturas físicas de sementes ou de sementes oriundas apenas da autofecundação do 
parental feminino de um dado híbrido podem ser prontamente detectadas com es-
ses tipos de marcadores. Os marcadores codominantes também podem ser utilizados 
para estimar o efeito de dosagem gênica na expressão fenotípica da resistência, como 
demonstrado por Ferro (2013) para o gene Ty-1 que controla resistência contra bego-
movírus no tomateiro. Além disso, os marcadores moleculares ligados ou derivados 



1 62 73 84 95 10

149

CAPÍTULO 5 - BIOTECNOLOGIA NO MELHORAMENTO GENÉTICO DE PLANTAS PARA RESISTÊNCIA A PATÓGENOS: EXEMPLOS DA APLICAÇÃO DE 
SISTEMAS DE SELEÇÃO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES (SAM) NO TOMATEIRO

Resistência de Plantas a Patógenos

de genes de resistência são também de grande interesse como potenciais descritores 
dentro do sistema de proteção de cultivares preconizado pela International Union of 
Protection of Plant Varieties (UPOV). A avaliação de reação das novas potenciais cul-
tivares para doenças nem sempre são simples devido a influência de fatores ambien-
tais, dificultando uma fenotipagem precisa (Arens et al., 2010). Desta forma, dentro do 
contexto da UPOV os marcadores ligados a fatores de resistência têm o potencial para 
serem uma alternativa aos testes de patogenicidade, visando cumprir os requisitos ne-
cessários para serem incluídos nos testes de DHE (distinguibilidade, homogeneidade 
e estabilidade) de novas variedades para concessão dos direitos dos melhoristas (Plant 
Breeders Rights – PBR) (Arens et al., 2010).

8. Exemplos de seleção assistida por marcadores 
(SAM) moleculares para diferentes patossistemas 
do tomateiro

A seleção assistida por marcadores consiste na identificação precoce de plantas 
que apresentam fenótipo desejável pela análise molecular de seu genótipo, o chama-
do melhoramento genético acelerado (Gosal & Wani, 2020) que também está sendo 
exercitado com o tomateiro (Kaushal et al., 2020). Os três requisitos básicos de uma 
marcador para contribuir para SAM são: (1) O marcador deve estar fortemente asso-
ciado ao gene de interesse; (2) A técnica deve ser eficiente para a avaliação de grandes 
populações e, preferencialmente, baseada em PCR; (3) A técnica deve mostrar-se alta-
mente reproduzível entre laboratórios, ser econômica e de fácil condução (Mohan et al., 
1997). O desenvolvimento de mapas genéticos extremamente densos tem permitido a 
localização genômica/isolamento de genes e a identificação de diversos marcadores 
moleculares com essas propriedades desejadas para emprego em SAM (Barone et al., 
2009, Foolad & Panthee, 2012). SAM tem sido utilizada com sucesso para vários carac-
teres de herança simples (monogênicos), fazendo o processo de seleção mais rápido e 
eficiente. Vários marcadores moleculares em estreita ligação ou mesmo dentro de al-
guns desses genes (marcadores funcionais) já estão disponíveis para ser utilizados em 
seleção assistida. Regiões do genoma que possuem genes controlando a expressão de 
características complexas (poligênicas = QTLs) também têm sido mapeadas (Tanksley 
& Fulton, 2007). Os QTLs associados com uma dada característica quantitativa podem 
estar localizados em diferentes cromossomos e apresentar diferentes contribuições 
na expressão do fenótipo em estudo. O tomateiro é uma das plantas que serviram de 
modelo para o isolamento dos primeiros QTLs envolvendo tamanho e massa do fruto 
(Tanksley & Fulton, 2007). Vários QTLs associados com diferentes caracteres de efei-
to quantitativo já foram identificados e mapeados tais como: rendimento, qualidade 
de fruta, tolerância a estresses e resistência horizontal a diferentes doenças (Young, 
1996). A seguir, vamos apresentar alguns exemplos da utilização de SAM no melhora-
mento genético do tomateiro.
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8.1. Seleção assistida para fatores de resistência contra ra-
ças de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)

A doença murcha vascular é causada por raças do fungo Fusarium oxysporum f. 
sp. lycopersici (FOL). Quatro genes da série I (Immunity, designados como I-1, I-2, I-3 e 
I-7) foram caracterizados conferindo tanto resistência do tipo raça‑específica quanto 
resistência de amplo espectro contra isolados de FOL. O primeiro gene identificado (I-
1) apresenta resistência restrita a isolados de FOL raça 1, tendo sido introgredido da 
espécie silvestre Solanum pimpinellifollium e mapeado no cromossomo 11. Um segun-
do gene (I-2) se mostrou efetivo contra isolados de FOL raça 1, sendo introgredido do 
acesso S. pimpinellifollium PI 126915. O segmento genômico portando o gene I-2 já foi 
clonado e isolado (Simons et al., 1998), sendo localizado também no cromossomo 11. 
Um novo gene de resistência efetivo contra isolados de FOL raça 3 foi introgredido a 
partir do acesso de S. pennellii ‘LA-716’ e se localiza no cromossomo 7 (Panthee & Chen, 
2010). Posteriormente foi verificado que esse gene introgredido a partir de um acesso 
S. pennellii (denominado I-3) confere resistência a isolados FOL raça 2 e raça 3 (Catan-
zariti et al., 2015). O gene I-3 pertence à família de genes do tipo “S-receptor-like ki-
nase” (SRLK), constituindo uma nova classe de genes de resistência (Catanzariti et al., 
2015). O gene dominante I-7 (localizado no cromossomo 8) funciona contra isolados 
de todas as raças FOL, tendo sido introgredido de S. pennellii PI 414773 (Gonzalez‐Cen-
dales et al., 2016). O gene I-7 foi isolado com o auxílio de análise de transcritoma (Gon-
zalez‐Cendales et al., 2016) e codifica uma proteína do tipo “leucine‐rich repeat recep-
tor‐like protein” (LRR‐RLP). Marcadores moleculares ainda não estão disponíveis para 
o gene I‑7, que foi apenas recentemente clonado (Gonzalez‐Cendales et al., 2016). No 
entanto, sistemas de marcadores moleculares específicos foram desenvolvidos e já se 
encontram disponíveis para monitorar as regiões genômicas que contêm os fatores de 
resistência I‑1 (Parmar & Subramanian, 2011), I‑2 (El Mohtar et al., 2007) e I‑3 (Lim et 
al., 2006; 2008). Um protocolo para detecção simultânea dos genes I-1, I-2 e I-3 via PCR 
multiplex já está disponível e pode ser empregado para auxiliar o processo de seleção 
(Carrer Filho et al., 2016). Um exemplo de detecção do específica do gene I-3 é ilustra-
do na Figura 14.
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Figura 14. Marcador molecular codominante para detecção do gene I-3 no cromossomo 7 (intro-
gredido a partir do acesso de Solanum pennellii ‘LA-716’) que confere resistência a isolados Fusa-
rium oxysporum f. sp. lycopersici classificados dentro das raças 2 e 3. As linhagens TEX104-1 até 
TEX104-4 são homozigotas resistentes, enquanto as linhagens TEX104-5 e TEX104-6 são hetero-
zigotas para o gene I-3. Para os detalhes metodológicos deste marcador ver Barillas et al. (2008).

8.2. Seleção assistida resistência à podridão de co-
roa causada por isolados de Fusarium oxysporum f. sp. 
radicis-lycopersici

Um gene dominante (Frl) de resistência a isolados de Fusarium oxysporum f. sp. 
radicis-lycopersici foi introgredido de S. peruvianum, estando presente nos acessos PI 
126944, PI 128650 e PI 126926. O gene Frl está localizado no cromossomo 9 e ligado 
com os genes/alelos do gene Tm-2/Tm-22 que controlam resistência a patótipos de to-
mato mosaic virus – ToMV (Fazio et al., 1999). Esse gene ainda não foi clonado e ape-
nas marcadores RAPD e SCAR estão disponíveis para esse locus (Fazio et al., 1999).

8.3. Seleção assistida para fatores de resistência contra a 
requeima (Phytophtora infestans)

O primeiro gene de resistência para P. infestans descrito no tomateiro foi o locus 
Ph-1 introgredido de um acesso de S. pimpinellifolium que se mostrou efetivo contra um 
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número limitado de raças/variantes do patógeno. Essa resistência foi mapeada no cro-
mossomo 7, mas não se mostra efetiva em condições amplamente favoráveis ao pató-
geno (Panthee & Chen, 2010). O gene Ph-2 (também oriundo de S. pimpinellifolium) foi 
descrito posteriormente e apresenta dominância parcial contra alguns isolados de P. 
infestans. Este gene está localizado no cromossomo 10 em estreita associação com os 
marcadores moleculares TP105 e TG233, mas apresenta certa instabilidade térmica 
(Panthee & Chen, 2010). O gene de resistência a P. infestans mais utilizado em programas 
de melhoramento é o Ph-3 (também introgredido de S. pimpinellifollium) que apresenta 
o mais amplo espectro de eficiência. O gene Ph-3 está localizado no cromossomo 9 em 
estreita associação com o marcador molecular TG591A (Panthee & Chen, 2010). Mais 
recentemente, o gene Ph-3 foi isolado via clonagem posicional (Zhang et al., 2014). A 
análise de sua sequência apresentou as características típicas de um gene R contendo os 
domínios conservados CC-NB-LRR. Novos marcadores derivados da própria sequência 
do gene que estão disponíveis após a clonagem deste fator de resistência (Zhang et al., 
2014). Uma análise de um marcador ligado com o gene Ph-3 é apresentada na Figura 
15. QTLs controlando uma resistência horizontal de amplo a isolados de P. infestans fo-
ram também mapeados em cruzamentos envolvendo a fonte original da resistência (S. 
habrochaites) e com linhagens de tomateiro cultivado (Li et al., 2011).

Figura 15. Marcador codominante para detecção do gene Ph-3 no cromossomo 9 (introgredido de 
Solanum pimpinellifollium), que confere resistência contra um amplo espectro de isolados do oo-
miceto Phytophthora infestans (Zhang et al., 2014). A cultivar ‘Viradoro’ é suscetível ao oomiceto 
enquanto que a linhagem Ph3-17 e o híbrido BRS Zamir são resistentes. Esse marcador codomi-
nante também serve para checar a pureza do híbrido BRS Zamir. No exemplo, dez plantas desse 
híbrido foram amostradas e 100% delas se mostraram heterozigotas para o gene Ph-3.
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8.4. Seleção assistida para fatores de resistência à mancha 
foliar de Cladosporium

Alelos e genes (Cf-1 até Cf-9) que controlam resistência a diferentes raças de Pas-
salora fulva (= Cladosporium fulvum). Os genes Cf-2 e Cf-5 estão no cromossomo 6 ligados 
em associação com o gene Mi-1.2 de resistência aos nematoides das galhas (Dixon et 
al., 1996). Por sua vez, os genes Cf-1, Cf-4 e Cf-9 estão localizados no cromossomo 1 
(Jones et al., 1994; Thomas et al., 1997). Todos esses genes já foram clonados bem 
como os genes de avirulência correspondentes no patógeno (Medina et al., 2015). Uma 
análise de um marcador associado com o gene Cf-9 é apresentada na Figura 16 jun-
to com um gel com o marcador molecular ligado gene Mi-1.2 (que funciona também 
como marcador para a presença dos genes Cf-2 e Cf-5) devido ao fato desse bloco gê-
nico residir em um segmento cromossômico com uma frequência de recombinação 
extremamente reduzida (Rossi et al., 1998; Vos et al., 1998).

Figura 16. Uma análise de um marcador dominante associado com o gene Cf-9 (localizado no 
cromossomo 1) apresentada junto de um gel com o marcador molecular codominante ligado 
gene Mi-1.2. Os genes/alelos Cf-2 e Cf-5 estão no cromossomo 6 ligados em associação com 
o gene Mi-1.2 de resistência aos nematoides das galhas. Marcador ligado ao gene Mi-1.2 é 
detectado diretamente via PCR devido a presença de um INDEL entre os sítios de anelamento 
dos primers Mi23F: 5’-TGG-AAA-AAT-GTT-GAA-TTT-CTT-TTG-3’ e Mi23R: 5’-GCA-TAC-TAT-AT-
G-GCT-TGT-TTA-CCC-3’ (ver detalhes metodológicos em Bhavana et al., 2019). A linhagem LT-
06 apresenta o gene Cf-9 assim como a linhagem IMI-70. As demais linhagens não possuem o 
gene. A linhagem IMI-70 também é homozigota para o gene de resistência Mi-1.2 enquanto a 
linhagem IMI-69 é heterozigota.
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8.5. Seleção assistida para fatores de resistência contra 
Verticillium dahliae raça 1

Resistência a isolados de Verticillium foi inicialmente identificada em 1932 no aces-
so S. lycopersicum var. cerasifore ‘Peru Wild (Kawchuk et al., 2001). Esta resistência é raça 
1-específica, apresentando herança simples, monogênica e dominante (Kawchuk et 
al., 2001). A resistência derivada de ‘Peru Wild’ é condicionada por um locus complexo 
composto por dois genes Ve-1 e Ve-2 que se localizam no cromossomo 9 do tomateiro 
(Diwan et al., 1999; Kawchuk et al., 2001). Experimentos posteriores a clonagem desse 
locus, indicaram que apenas o gene Ve-1 é o responsável pela expressão da resistência 
(Fradin et al., 2009). Um marcador codominante ligado ao gene Ve-1 é apresentado na 
Figura 17. Esse sistema de marcadores não apresenta estabilidade e pode ser resultado 
de depósitos de sequência errôneos como sugerido por Arens et al. (2010).

Figura 17. Gel de agarose (2%) para detecção do marcador molecular codominante derivado de 
informação genética do locus complexo (Ve-1 e Ve-2) no cromossomo 9 que controla resistência 
a isolados de Verticillium dahliae raça 1 no tomateiro (Kawchuk et al., 2001; Arens et al., 2010). 
Dados recentes indicam que apenas o gene Ve-1 é o responsável pela expressão da resistência 
ao fungo. O híbrido BRS Montese é resistente a V. dahliae raça 1 (banda alta), enquanto a cultivar 
‘Loica’ é suscetível (banda baixa). O híbrido ‘Winston’ é heterozigoto para o gene Ve-1 (presença 
das duas bandas).

8.6. Seleção assistida para resistência a orthotospovirus

As três espécies predominantes de Orthotospovirus que causam a doença conhe-
cida como “vira-cabeça” do tomateiro no Brasil são: tomato spotted wilt virus (TSWV), 
tomato chlorotic spot virus (TCSV) e groundnut ringspot virus (GRSV). O gene Sw-5b 
confere resistência de tipo imunidade para quase todas as variantes genéticas dentro 
do gênero e tem sido o fator mais utilizado no desenvolvimento de cultivares resis-
tentes (Oliveira et al., 2018). Esse locus foi introgredido de S. peruvianum e apresenta 
um amplo espectro de ação contra distintas espécies de Tospovirus que infectam to-
mateiro (Dianese et al., 2011) O gene Sw-5b é um típico membro da família de genes R 
do classe CC-NBS-LRR (Brommonschenkel et al., 2000). O gene Sw-5b foi mapeado no 
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cromossomo 9 e gene reside dentro de um complexo gênico formado por cinco cópias 
análogas de um mesmo gene ancestral, denominadas Sw-5a até Sw-5e (Spassova et al., 
2001). Um sistema de seleção assistida por um marcador funcional e codominante foi 
desenvolvido por Dianese et al. (2010). Este sistema permite a discriminação em gel 
de agarose do alelo resistente e duas variantes alélicas do gene Sw-5b associadas com 
suscetibilidade, devido a presença de variáveis níveis de deleção na região amplificada 
dos alelos de suscetibilidade (Figura 18).

Figura 18. Painel A: Gel de agarose exemplificando um sistema de seleção assistida por um mar-
cador funcional e codominante (para detalhes metodológicos ver Dianese et al., 2010) usado para 
detecção do alelo resistente e duas variantes alélicas associadas com suscetibilidade do gene 
Sw-5b (que condiciona resistência a diferentes espécies de orthotospovírus).  M= marcador de 
peso molecular; IPA-5 = cultivar suscetível; Duradoro = híbrido heterozigoto e Tospodoro = cultivar 
homozigota resistente. Painel B: Representação esquemática do alinhamento das sequencias de 
14 cultivares/acessos de tomateiro na região genômica flanqueada pelos primer e que engloba 
um segmento do gene Sw-5b. As regiões assinaladas em vermelho correspondem a nucleotídeos 
conservados e as regiões assinaladas em branco representam polimorfismos em relação ao alelo 
de resistência presente nas cultivares resistentes (Linha 1 até Linha 4). As cultivares suscetíveis 
(Linha 5 até Linha 14) apresentam variáveis níveis de deleção na região amplificada.
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8.7. Seleção assistida para resistência a geminivírus 
(=begomovírus)

Os programas de melhoramento dispõem de distintas fontes de resistência con-
tra begomoviroses, muitos delas mapeadas e com os seus produtos gênicos caracte-
rizados (Tabela 1). O gene Ty-1 controla resistência parcial ao begomovírus Tomato 
yellow leaf curl virus (De Castro et al., 2007). O gene Ty-1 também efetivo contra espé-
cies virais de genoma bipartido do Brasil (Boiteux et al., 2012b), sendo localizado no 
cromossomo 6 em repulsão com o gene Mi-1.2 (De Castro et al., 2007). Análise com 
um sistema de marcador molecular ligado ao locus Ty-1 está ilustrado na Figura 19. 
Trabalhos de mapeamento genético conduzidos por Verlaan et al. (2011) permitiram 
isolar o gene Ty–1 e confirmar que ele codifica uma RNA polimerase dependente de 
RNA (RDR) pertencente ao tipo RDRy, representando uma nova classe de fatores de 
resistência inteiramente nova que confere esse fenótipo através da intensificação dos 
níveis do silenciamento gênico transcricional  (Butterbach et al., 2014). O gene Ty-2 
(localizado no cromossomo 11) foi introgredido de S. habrochaites (Yang et al., 2014) e 
funciona também contra espécies de genoma bipartido do Brasil (Boiteux et al., 2012b). 
Recentemente se determinou que o gene Ty-2 pertence à classe de genes R contendo 
os domínios conservados NB-LRR (Yamaguchi et al., 2018). O gene Ty-3 foi introgredi-
do dos acessos de S. chilense ‘LA-1932’ e ‘LA-2779’ (Hutton et al., 2012) e está ligado ao 
locus Ty-1 no cromossomo 6 (Ji et al., 2007). Estudos moleculares demonstraram que 
os genes Ty–1 e Ty–3 são muito provavelmente alélicos (Verlaan et al., 2013). O gene 
Ty-4 foi introgredido de S. chilense ‘LA-1932’, localizado no cromossomo 3 (Ji et al., 
2009). Estudos de mapeamento e validação funcional do gene recessivo ty–5 (Hutton 
et al., 2012) demonstraram que este fator corresponde a um gene Pelota (envolvido na 
fase de reciclagem do ribossomo na síntese de proteína). Silenciamento desse gene 
em uma linhagem suscetível tornou as plantas transgênicas altamente resistentes ao 
TYLCV. O gene Pelo oferece, portanto, uma rota alternativa para promover a resistência 
ao TYLCV e outros vírus relacionados ou não (Lapidot et al., 2015; Wang et al., 2018). 
O gene recessivo tcm-1 condiciona um amplo espectro de resistência contra distintas 
espécies de begomovírus com genoma bipartido e monopartido (Giordano et al., 2005) 
e está localizado no cromossomo 6 (Machado, 2013).
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Figura 19. Análise com marcadores codominantes ligados ao locus Ty-1 (marcador do tipo CAPS) 
e ao locus Ty-3 (marcador codominante obtido diretamente via PCR devido a presença de um IN-
DEL na região interna ao sítio de anelamento dos primers). O gene Ty-1 controla resistência parcial 
ao begomovírus Tomato yellow leaf curl virus e contra espécies virais de genoma bipartido que 
ocorrem no Brasil. O gene Ty-3 foi introgredido dos acessos de S. chilense ‘LA-1932’ e ‘LA-2779’ 
está ligado ao locus Ty-1 no cromossomo 6. Estudos moleculares demonstraram que os genes 
Ty-1 e Ty-3 são muito provavelmente alélicos. Para detalhes metodológicos ver Machado (2013).

Tabela 1.  Genes de resistência a espécies de Begomovirus utilizados em sistemas de se-
leção assistida por marcadores no melhoramento genético do tomateiro.

Gene Localização cromos-
sômica

Mecanismo de resis-
tência

Espectro de eficiência  
(contra quais begomovírus a 

resistência foi avaliada)

Fontes de 
resistência 

Ty-1 6 (Verlaan et al., 2013)
DFDGD-class RNA-de-
pendent RNA polymera-
se (Verlaan et al., 2013)

TYLCV (Vidasky et al., 2008); 
ToCMoV, ToRMV, ToSRV ToY-
VSV (Boiteux et al., 2012b).

S. chilense   
LA 1969

Ty-2 11 (Yang et al., 2014)

Proteína contendo 
domínios nucleotide-
-binding site (NB) & 
leucine rich repeat (LRR) 
(Yamaguchi et al., 2018)

TYLCV (Yamaguchi et al., 
2018); ToSRV (Boiteux et al., 
2012b)

S. habrochai-
tes B6013 e 
H-24

Ty-3 6 (Verlaan et al., 2013) Variante alélica de Ty-1 
(Verlaan et al., 2013)

TYLCV & ToMoV (Vidasky et al., 
2008)

S. chilense   
LA 1932

Ty-4 3 (Ji et al., 2009) Ainda não caracterizada TYLCV & ToMoV (Vidasky et al., 
2008)

S. chilense   
LA 1932

ty-5 4 (Lapidot et al., 2015)

Gene codificador de um 
homólogo do mRNA 
surveillance factor Pelo-
ta (Pelo) (Lapidot et al. 
2015).

TYLCV (Gill et al., 2019). Não 
funciona para isolados de 
ToMoV da Flórida (Gill et al., 
2019).

S. peruvia-
num
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8.8. Seleção assistida para resistência à mancha-bacteriana

Um complexo de espécies e patovares dentro do gênero Xanthomonas está asso-
ciado com a mancha-bacteriana no tomateiro. As diferentes espécies/patovares de 
Xanthomonas são classificadas em cinco raças (T1 até T5) de acordo a sua capacidade 
(ao não) de induzir reações de hipersensibilidade em diferentes genótipos de referên-
cia. A correspondência raça/espécie é a seguinte: X. vesicatoria (raça T2), X. euvisicatoria 
pv. euvisicatoria (raça T1), X. euvisicatoria pv. perforans (raças T3, T4 e T5) e X. cynarae 
pv. gardneri (também raça T2). Estas bactérias podem atacar todas as partes vegeta-
tivas da planta, reduzindo a produtividade pela destruição da folhagem e queda de 
flores e frutos em formação. Os danos diretos e indiretos provocados por esse grupo 
de patógenos também têm grandes efeitos na redução da qualidade do produto pro-
cessado. Diferentes fatores de resistência e QTLs com efeitos importantes contra di-
ferentes espécies/raças já foram descritos nesse patossistema. Alguns desses fatores 
apresentam marcadores moleculares ligados o que possibilita o monitoramento da 
região de interesse, facilitando o processo de “piramidização” (Yang & Francis, 2005). 
Três QTLs (Rx-1, Rx-2 e Rx-3) controlam tolerância/hipersensibilidade (HS) a isolados 
de X. euvisicatoria pv. euvisicatoria raça T1 no acesso ‘Hawaii-7998’. Os QTLs Rx-1 e Rx-2 
estão localizados no cromossomo 1 (Hutton, 2008). QTL Rx-3 está em repulsão com o 
“cluster” Pto/Fen/Prf no cromossomo 5 (Yang & Francis, 2005). Um gene dominante e 
raça-T4 específico (denominado Bs-4) introgredido de S. pennellii ‘LA-716’ foi localiza-
do no cromossomo 5. O gene Bs-4 confere resistência a isolados de X. perforans raça T4 
(Ballvora et al., 2001). Análise usando todos os marcadores polimórficos associados 
com o gene Xv3 (que controla uma resposta hipersensível a isolados de X. euvisicatoria 
pv. perforans raça T3) indicaram que a resistência está localizada no cromossomo 11. 
Os testes de alelismo foram realizados em cruzamentos entre linhagens portadoras do 
gene Xv3 (derivado da linhagem ‘Hawaii 7981’), do gene Rx-4 (derivado do PI 128216) 
e da resistência derivada do acesso PI 126932. Esses testes indicaram que os loci que 
condicionam HR para X. euvisicatoria pv. perforans raça T3 estão ligados dentro de um 
intervalo de 0,1 cM ou são alélicos ou são o mesmo gene (Wang et al., 2011).

Gene Localização cromos-
sômica

Mecanismo de resis-
tência

Espectro de eficiência  
(contra quais begomovírus a 

resistência foi avaliada)

Fontes de 
resistência 

Ty-6 10 (Gill et al., 2019) Ainda não caracterizada TYLCV & ToMoV (Gill et al., 
2019) S. chilense

tcm-1 6 (Machado, 2013)
Menor acumulação & 
replicação viral (Boiteux 
et al., 2012b)

ToCMoV (Giordano et al., 2005); 
ToSRV; ToRMV; ToYVSV (Ma-
chado, 2013); ToYLCV (Garcia-
-Cano et al., 2008)

 ‘TX-468’

tgr-1 6 (Bian et al., 2007) Ainda não caracterizada TYLCV (Bian et al., 2007) ‘FLA 653’
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8.9. Seleção assistida para resistência à murcha bacteriana 
(Ralstonia solanacearum e R. pseudosolanacearum)

As linhagens ‘Hawaii 7997’ e ‘Hawaii 7996’ apresentam os melhores níveis de 
resistência e os mais amplos espectros de ação contra diferentes isolados de R. solana-
cearum e R. pseudosolanacearum (Carmeille et al., 2006; Geethanjali et al., 2010). Quatro 
QTLs (denominados de Bwr) foram identificados no acesso ‘Hawaii 7996’ e numerados 
de acordo com a sua posição cromossômica. Essas regiões explicaram entre 3,2% e 
29,8% da variação fenotípica da resistência. Um QTL de maior efeito está no cromos-
somo 6 (Bwr-6) e um de menor efeito está no cromossomo 3 (Bwr-3) (Carmeille et al., 
2006; Geethanjali et al., 2010). Os QTLs Bwr-4 e Bwr-8 foram detectados apenas sob 
elevada temperatura (Carmeille et al., 2006).

8.10. Seleção assistida para resistência aos nematoides-
-das-galhas (gênero Meloidogyne)

O tomateiro é uma das mais importantes hospedeiras dos nematoides das galhas. 
Meloidogyne incognita, M. javanica e M. arenaria são as espécies de mais ampla distribui-
ção geográfica em cultivos de tomateiro no mundo. No Brasil, levantamentos conduzi-
dos indicaram a presença das seguintes espécies infectando o tomateiro: M. javanica, 
M. incognita (EST I1 e I2), M. ethiopica, M. enterolobii (=M. mayaguensis) e M. morocciensis. 
A resistência genética se constitui na estratégia mais eficiente e de maior sustentabi-
lidade para o controle dos nematoides das galhas no tomateiro. Atualmente a resis-
tência disponível para o melhoramento genético do tomateiro é baseada em um gene 
dominante Mi-1.2 que foi introgredido do acesso da espécie selvagem S. peruvianum PI 
128657. Esse gene se localiza no braço curto do cromossomo 6 e tem sido amplamen-
te empregado em cultivares e híbridos comerciais uma vez que confere resistência a 
distintas populações/raças de M. incognita, M. javanica e M. arenaria e mais dez outras 
espécies de Meloidogyne (Gabriel et al., 2020). SAM para o gene Mi-1.2 foi inicialmente 
conduzida com sucesso utilizando marcadores bioquímicos (isoenzimas) codificadas 
pelos diferentes alelos do gene da enzima fosfatase ácida 1 (Figura 6). Posteriormente, 
o gene Mi-1.2 foi isolado via clonagem posicional (Rossi et al., 1998; Vos et al., 1998). 
Análises genômicas adicionais indicaram que o gene Mi-1.2 faz parte de um “cluster” 
de sete cópias homólogas que estão presentes nos genomas de acessos suscetíveis e 
resistentes. Todos os membros do “cluster” do gene Mi-1.2 são classificados na famí-
lia de genes R contendo os elementos conservados CC–NB–LRR. No entanto, a função 
destes outros genes homólogos do “cluster” permanece ainda por ser elucidada. Mar-
cadores moleculares codominantes com estreita ligação ao gene Mi-1.2 foram desen-
volvidos e estão sendo empregados em sistemas aplicados de seleção assistida e para 
checagem de pureza genética de híbridos (Bhavana et al., 2019). Uma análise de um 
desses marcadores codominantes está ilustrada na Figura 16. O gene Mi-1.2 apresen-
ta um interessante efeito pleiotrópico, controlando resistência também contra popu-
lações do afídeo Macrosiphum euphorbiae e da mosca-branca Bemisia tabaci. Como men-
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cionado, outro aspecto positivo associado ao locus contendo o gene Mi-1.2 é a presença 
de uma estreita ligação como os genes Cf-2 e Cf-5 (que controlam resistência contra 
algumas raças do fungo Cladosporium). Entretanto, o gene Mi-1.2 não é efetivo em tem-
peraturas acima de 28º C e também não tem efeito contra populações de M. hapla e M. 
enterolobii. Além disso, já existem registro de isolados virulentos de M. incognita e M. 
javanica. Outro problema em termos de melhoramento genético é o fato do gene Mi-1.2 
se encontrar em uma região genômica em forte repulsão com o gene dominante Ty-1 
e o gene recessivo tcm-1 (que controlam resistência a diferentes espécies de Begomovi-
rus), dificultando, desta forma, a obtenção de linhagens puras contendo esses fatores 
em homozigose. Mais recentemente, um novo gene de resistência denominado de Mi-9 
(introgredido da espécie selvagem S. arcanum ‘LA 2157’) foi clonado e caracterizado. 
O gene Mi-9 é um homólogo do gene Mi-1.2 e está também localizado no cromossomo 
6. Um aspecto diferencial do Mi-9 é o fato desse gene apresentar maior estabilidade 
térmica que o gene Mi-1.2 (Jablonska et al., 2007).

9. Considerações finais
Como mostrado na Figura 5 e exemplificado ao longo desse capítulo, os marca-

dores moleculares representam uma tecnologia crucial no melhoramento genético de 
nova geração e na biotecnologia do tomateiro. Embora o tomateiro tenha sido utili-
zado como exemplo, todos os aspectos positivos dos marcadores moleculares descri-
tos aqui já estão sendo capitalizados pelos programas de melhoramento genético das 
principais hortaliças e de todas as importantes culturas alimentares, viabilizando sis-
temas de SAM e o “melhoramento acelerado” de novas cultivares e híbridos (Gosal & 
Wani, 2020).
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