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Introdução

A genética molecular e a análise genômica têm sido empregadas de maneira

crescente em programas de melhoramento genético e na produção de sementes de

hortaliças. A revolução da ciência genômica observada nos últimos 20 anos ampliou

o conhecimento sobre a estrutura genética de diversas espécies de plantas (THRO

et al., 2004). O principal resultado destes avanços foi o desenvolvimento de uma

ampla plataforma de recursos para a análise de genomas vegetais, incluindo

modernas ferramentas de sequenciamento, bioinformática e vetores para clonagem

de grandes fragmentos cromossômicos (THRO et al., 2004). Estes desenvolvimentos

culminaram com a elucidação completa dos genomas nucleares de duas espécies

modelos: uma dicotiledônea (Arabidopsis thaliana, família Brassicaceae) e uma

monocotiledônea (Oryza sativa, família Poaceae) (GOFF et al., 2002). Toda esta

informação, associada a sistemas de marcadores e a técnicas para análise em larga

escala de transcritos, proteínas, mutantes naturais, insercionais e químicos, tem

permitido definir melhor a função dos genes e, principalmente, a associação destes

genes e suas variantes alélicas com fenótipos de interesse (THRO et al., 2004).



Do ponto de vista da aplicação prática, a grande revolução nesta área veio em

meados da década de 1980 com a técnica denominada "polymerase chain reaction"

(PCR) (MULLIS, 1990). Cópia das fitas de DNA em série e “in vitro” até que a

quantidade desejada seja obtida. Utiliza-se de uma enzima polimerase termo-estável,

o que permite copiar em série DNA. A tecnologia da PCR tem sido o principal elo de

integração entre melhoramento clássico e o “melhoramento molecular” permitindo

viabilizar diferentes atividades de pesquisa e de rotina dentro dos programas

integrados de melhoramento incluindo: (01) Determinação de pureza genética de

cultivares e identificação de misturas físicas de sementes e de materiais de

propagação vegetativa; (02) Estabelecimento de sistemas de caracterização

molecular (“fingerprinting”) que podem subsidiar e/ou fornecer amparo legal para

proteção de cultivares; (03) Organização de germoplasma permitindo identificar

duplicatas e/ou selecionar acessos mais representativos em termos de variabilidade

genética dentro das coleções (“core collections”); (04) Determinação de potenciais

grupos heteróticos e predição de heterose de acordo com a estimativa das distâncias

genéticas entre acessos de germoplasma e de cultivares elites; (05) Diagnose

molecular de fitopatógenos de importância econômica e/ou associados com

sementes permitindo aumentar a qualidade sanitária de lotes comerciais; (06)

Caracterização de variabilidade de patógenos permitindo desenvolver métodos para

seleção de fontes com amplo espectro de resistência; (07) Seleção assistida por

marcadores (SAM) visando aumentar a frequência de alelos de interesse ou restringir

o tamanho dos segmentos genômicos de espécies selvagens no processo de

introgressão de genes após cruzamentos interespecíficos. Exemplos bem sucedidos

de SAM incluem incorporação simultânea de distintos genes de resistência a

doenças em linhagens, seleção precoce para qualidade de frutos e raízes;

incorporação de fatores de macho-esterilidade em linhagens parentais de híbridos;

recuperação mais rápida do genoma de parentais recorrentes em retrocruzamentos

assistidos por marcadores (STAM, 2003; CAHILL & SCHMIDT, 2004); (08)

Monitoramento da incorporação de fatores genéticos controlando a expressão de

características quantitativas (“quantitative trait loci” - QTL) via SAM; (09) Isolamento

de regiões cromossômicas contendo genes e QTLs possibilitando a transferência



destes fatores genéticos via estratégias transgênicas para diferentes cultivares e

espécies de planta (FRARY et al., 2000); (10) Desenvolvimento, via sequenciamento

em larga escala, de extensos catálogos de genes em plantas submetidas a

diferentes tipos de estresses bióticos e abióticos; (11) Obtenção da sequência

completa de genomas de plantas e de diversos microorganismos. Esta informação

sobre estruturas completas e/ou parciais de distintos genomas vegetais permite

estimativas refinadas das relações filogenéticas e de sintenia entre grupos de ligação

entre espécies de importância agrícola; (12) Desenvolvimento de projetos genomas

funcionais em combinação com sistemas que permitem análise em larga escala de

padrões de expressão gênica (“DNA chips” / “microarrays”) gerando os chamados

transcriptomas; (13) Utilização de informações de genoma estrutural e funcional de

espécies modelo para a busca e isolamento de genes análogos em espécies de

interesse agronômico e (14) Desenvolvimento de “novos” fenótipos (ex. “golden rice”

e “blue rose”) via mobilização de genes em sistemas de transformação de plantas

(transgenia), que podem, posteriormente, serem incorporados, via técnicas

convencionais, em diferentes cultivares elites.

Marcadores moleculares baseados em PCR

(1) “Randomly amplified polymorphic DNA” (RAPD) – Este sistema utiliza

“primers” arbitrários de pequeno tamanho (5-10 pares de bases). Ele é simples,

rápido e sem uso de radioatividade. Podem ser convertidos co-dominantes

(insersões/deleções entre as regiões de anelamento dos “primers”) (WILLIAMS et al.,

1990). Cobertura do genoma com RAPD é relativamente bem extensa, embora

exista em algumas espécies a tendência de aglomeração em algumas regiões

genômicas específicas. Entre as principais desvantagens podem-se citar um número

relativamente baixo de marcadores por reação resultando em um custo por marcador

elevado. Os marcadores RAPD são predominantemente dominantes. Além disso, é

necessário para visualização dos produtos em gel de agarose, o emprego de

corantes cancerígenos (exemplo brometo de etídio). Outro importante aspecto é a

necessidade de uma extração de DNA de boa qualidade. Preparações de ácidos



nucléicos de baixa qualidade podem afetar, em algumas situações, a

reproducibilidade deste sistema de marcadores (BOITEUX et al., 1999). Os maiores

tamanhos de amplicon (200-2000bp) obtido com RAPD permitem, após

sequenciamento destes marcadores, o desenho de "primers" maiores e específicos.

Estes sistemas de marcadores têm sido denominados como SCAR (“sequence

characterized amplified regions”) (PARAN & MICHELMORE, 1995); (2) AFLP

(“amplified fragment length polymorphism”) – Este sistema combina aspectos do

RFLP (por ex. clivagem do DNA com enzimas de restrição) e posterior amplificação

via PCR (VOS et al., 1995). A adição enzimática de “linkers” (contendo extensões de

nucleotídeos) aos fragmentos obtidos após clivagem com duas enzimas de restrição

é a idéia original desta estratégia. Os “primers” são desenhados para anelar os

segmentos do DNA que correspondem as regiões conhecidas do “linker” mais

regiões desconhecidas do genoma que contenham homologia com as extensões dos

“linkers”. A marcação de somente um dos "primers" permite uma amplificação

seletiva que mesmo assim ainda gera um grande número de polimorfismos. Estes

marcadores são dominantes, mas pode ser convertidos para co-dominantes através

de leituras em programas de computador concebidos para este propósito. As

principais vantagens deste sistema são o número de marcadores por gel,

especificidade, resolução e reproducibilidade mais acentuadas. (3) Microsatélites –

Estes marcadores são baseados em sequências repetidas comuns usualmente

presentes nos genomas de eucariotos. Estas sequências repetidas tendem a contrair

ou expandir devido a falhas na polimerase durante transcrição. Estas diferenças em

tamanhos geram os polimorfismos que podem ser visualizados em géis. As

sequências adjacentes a estas sequências repetidas são, no entanto, conservadas.

Esta característica permite o desenho de “primers” específicos para PCR. Estes

marcadores são majoritariamente codominantes e altamente polimórficos

apresentando boa distribuição nos genomas de plantas (CREGAN et al., 1994). O

sistema de detecção é feito via eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose

especial devido à necessidade de distinção de fragmentos que diferem por poucos

pares de bases. O principal problema de ordem técnica associado a estes

marcadores é a necessidade de identificar sequências adjacentes as regiões



repetitivas via construção de livrarias ou a partir de informações em bases de dados

(exemplo GeneBank).

Exemplo de aplicações dos sistemas marcadores no melhoramento e produção

de sementes de hortaliças

(a) Organização de germoplasma e determinação de potenciais grupos

heteróticos.

O germoplasma brasileiro de Capsicum, embora fenotipicamente muito rico,

permaneceu durante muitas décadas sem uma avaliação mais refinada da sua

variabilidade genética. Cerca de 500 acessos de espécies de Capsicum da Embrapa

Hortaliças foram avaliados com 50 “primers” do tipo RAPD. Esta análise permitiu

descriminar linhagens/populações a nível intraespecífico e interespecífico. Esta

análise também permitiu a reconstrução do pedigree de diversas cultivares

brasileiras tradicionais de C. annuum. Com esperado, estes estudos indicaram

elevados níveis de similaridade deste germoplasma que inclui as cultivares

‘Agronômico 10G’, ‘Ikeda’, ‘Magda’, ‘UFRJ-A’, ‘Cascadura Ikeda’, ‘Fortuna’ e ‘Avelar’.

Resultados similares foram obtidos com o grupo de cultivares coletivamente

conhecido como germoplasma do tipo “California Wonder. Acessos da espécie C.

baccatum foram reunidos de acordo com sub-grupos botânicos e origem geográfica

dando relevância biológica a estes dois critérios. Além disso, estes esforços

permitiram identificar diversos acessos duplicados ou com classificação equivocada

quanto a espécie botânica. Do ponto de vista aplicado, a informação gerada por este

estudo fornece importantes informações para melhoristas e geneticistas em termos

de orientar seleção de parentais para desenvolvimento de populações para

melhoramento e para mapeamento genético de características de interesse.

(b) Sistemas de marcadores para resistência a doenças



Diversos mapas locais para regiões cromossômicas foram construídos para

diversas hortaliças (MOHAN et al., 1997). Estes mapas serviram como âncoras para

isolar genes de resistência via mapeamento (“map based-cloning” ou “positional

cloning”). O primeiro relato do isolamento e clonagem de um gene de resistência Pto

(resistência a Pseudomonas tomato) foi via mapeamento e clonagem da região

cromossômica contendo o marcador mais o gene de interesse. A análise de

seqüência indicou que Pto representa, estruturalmente, uma quinase (MARTIN et al.,

1993). Diversos genes de resistência foram posteriormente isolados via mapeamento

ou via mutagênese insercional com transposons (BAKER et al., 1997). O tomateiro é

a hortaliça com um maior número de genes de resistência clonados até o presente

momento. Após o isolamento de Pto foram isolados diversos genes incluindo Cf-2,

Cf-5, Cf-9 (raças de Cladosporium) (HAMMOND-KOSACK & JONES 1997); Ve

(Verticilium dahlie); I-2 (Fusarium raça 2) Mi (Meloidogyne spp., afídeos e tolerância

a mosca-branca); Sw-5 (Tospovirus) e Asc (Alternaria alternata – “stem canker”). A

comparação das sequências destes diversos genes indicou, de maneira

surpreendentemente, que diversas regiões gênicas estavam conservadas ao longo

da evolução mesmo para patógenos tão díspares quanto fungos, bactérias,

nematóides e vírus (STASKAWICZ et al., 1995; BENT, 1996). Esta conservação de

sequências entre distintos genes de resistência clonados permitiu o desenvolvimento

de uma nova classe de marcadores: os chamados “disease resistance analogs”

(MICHELMORE, 1995; LEISTER et al., 1996; YU et al., 1996). Esta estratégia tem

sido usada para isolar genes de resistência “candidatos” em várias espécies de

planta.

(c) Marcadores funcionais para resistência a doença do vira-cabeça controlada

pelo gene Sw-5

Outro grande avanço no melhoramento genético foi o isolamento e

caracterização do gene Sw-5. Este gene foi incorporado em variedades comerciais a

partir de cruzamentos com a espécie selvagem S. peruvianum (STEVENS et al.,

1992). Este complexo lócus de resistência foi nomeado Sw-5 e plantas que o



expressam são capazes de restringir a distribuição sistêmica de diferentes espécies

virais, apresentando somente sintomas localizados representados por lesões locais

causadas por reação de hipersensibilidade (HR) (STEVENS et al., 1992; BOITEUX &

GIORDANO, 1993). O lócus Sw-5 foi mapeado no braço longo do cromossomo 9 e

foi isolado através de clonagem posicional (BROMMONSCHENKEL et al., 2000;

SPASSOVA et al., 2001). Além disso, foi verificado que o fator de resistência a

tospovírus reside em um complexo formado por cinco cópias do gene, denominadas

Sw-5a a Sw-5e (SPASSOVA et al., 2001). Para o monitoramento de uma região

genômica que codifica uma determinada expressão de um fenótipo, os marcadores

denominados “derivados do gene” ou “funcionais” (VARSHNEY et al., 2005)

representam uma ferramenta robusta, já que não há riscos de separação acidental

através de eventos de recombinação genética (crossing-over) como reportado para

marcadores ligados ao gene. Até o momento, a identificação de marcadores

funcionais, específicos e co-dominantes derivados exclusivamente do lócus Sw-5

não estão publicamente disponíveis, apesar de que a totalidade deste foi clonada e

caracterizada (BROMMONSCHENKEL et al., 2000; SPASSOVA et al., 2001). A

maioria dos marcadores moleculares disponíveis para o monitoramento da

incorporação do gene Sw-5 é apenas geneticamente próxima ao gene e podem,

ocasionalmente, ser separados do gene através de recombinação genética.

Marcadores derivados do próprio gene Sw-5 seriam ideais para diferenciar, com

certeza, plantas suscetíveis e resistentes. Recentemente, a Embrapa Hortaliças, em

colaboração com a Universidade de Brasília, estabeleceram um sistema de

marcadores moleculares altamente eficientes na identificação do gene Sw-5

(DIANESE et al., 2010). As grandes vantagens deste sistema de marcador são: (1)

ele é universal (isto é, funciona para diferentes cultivares e grupos varietais) e (2) é

co-dominante (isto é, o pesquisador consegue separar plantas homozigotas

resistentes de plantas heterozigotas, também resistentes). Estas características são

cruciais para as empresas de sementes que visam o desenvolvimento de linhagens

parentais de híbridos de tomateiro. Desta forma, o desenvolvimento deste novo

marcador aumentará a capacidade de monitoramento da incorporação do gene Sw-5



em material genético de elite utilizado em programas de melhoramento genético no

Brasil e no mundo.

(d) Monitoramento de citoplasma macho estéril

O fenômeno da heterose, amplamente definido com sendo a situação aonde o

híbrido F1 supera as linhagens parentais em termos de performance e/ou

estabilidade e/ou uniformidade, tem sido explorado intensivamente em diversas

hortaliças. Alguns problemas práticos na produção de sementes híbridas envolvem a

emasculação do parental feminino. Neste sentido, a presença de macho-esterilidade

genética representa uma grande vantagem sobre emasculação artificial. Os

marcadores moleculares podem prestar valiosos auxílios aos melhoristas através da

identificação precoce de genótipos de interesse. Em hortaliças, os sistemas

genéticos-citoplásmaticos têm sido os mais empregados, notadamente em cebola e

cenoura. Neste sistema existem seis possíveis genótipos: (1) N (citoplasma normal)

Ms Ms (gene nuclear homozigoto dominante controlando fenótipo normal = linha

restauradora); (2)  N Ms ms = normal; (3)  N ms ms = normal (= linha B

mantenedora); (4) S (citoplasma estéril) Ms Ms = normal; (5) S Ms ms = normal e (6)

S ms ms = (macho estéril = linha A). Tanto a cebola quanto a cenoura são plantas

bianuais com um grande número de minúsculas flores perfeitas, o que inviabiliza a

produção manual de semente híbrida. Desta forma, o uso de SAM tem se revelado

uma importante ferramenta na identificação de citoplasma macho-estéril usando

simples marcadores baseados em PCR. Estes polimorfismos entre linhas férteis e

estéreis foram identificados tanto em DNA mitocondrial quanto em DNA de

cloroplastos em cebola (HAVEY, 1995) e em DNA de mitocôndria em cenoura

(BACH et al., 2002). Um elemento fundamental para aumentar a eficiência do

sistema será a identificação de marcadores para o gene nuclear mantenedor (Ms)

permitindo uma pronta e precoce identificação de todos os genótipos de interesse

para produção de linhagens e híbridos nestas duas hortaliças.



(e) Diagnose e detecção molecular de fitopatógenos

Diversos projetos genomas de fitopatógenos já se encontram em andamento

ou já foram finalizados. Neste campo destaca-se a participação de grupos de

pesquisa brasileiros que se encontram em posição de liderança nesta área (para

revisão ver CAMARGO, 2002). Alguns projetos de destaque estão Xylella spp.

(videira e citrus); Ralstonia solanacearum; Agrobacterium tumefasciens;

Xanthomonas citri; Xanthomonas campestris pv. campestris; Pseudomonas syringae;

brusone (Magnaporthe grisea). Além disso, segue em curso uma série de projetos de

análise genômica de vários fitopatógenos em distintos laboratórios e instituições de

pesquisa mundiais. No CNPH projetos estão sendo conduzidos visando identificar

marcadores espécie-específicos para diversas espécies de Alternaria e Stemphylium.

O sequenciamento de diversas geminiviroses e potyviroses (INOUE-NAGATA et al.,

2002; FERNANDES et al., 2008) também está em progresso. Estes projetos têm

gerado informação genética para o desenvolvimento de “primers” que podem ser

altamente específicos (permitindo a detecção de um único variante do patógeno) ou

universais (permitindo a detecção de um número expressivo de variantes de um

patógeno ou grupo de patógenos). Estas técnicas de análises e detecção são

rotineiramente conduzidas via PCR.

(f) Mapeamento de caracteríticas quantitativas (QTL)

QTL representa a localização cromossômica de um locus que afeta parcialmente a

expressão de uma característica quantitativa. O primeiro QTL foi um marcador

morfológico. Em 1923, Sax observou que o tamanho da semente (característica

quantitativa) estava associado com cor do grão (característica monogênica) em

feijão. Em 1961, Thoday estabeleceu o moderno conceito de QTL ao afirmar que

características monogênicas poderiam ser usadas para detectar QTL se eles co-

segregassem. A idéia atual de QTL é essencialmente a mesma só que desta vez

contando com as inovações tecnológicas que são os marcadores moleculares e os



mapas genéticos de alta densidade gerados pelo emprego destes marcadores

(TANKSLEY, 1993). Uso de mapas genéticos para estudar características

poligênicas tem sido aplicado para diversas características de interesse incluindo

resistência a doenças em diversas hortaliças (YOUNG et al., 1996) e tamanho de

fruto em tomateiro (FRARY et al., 2000)

(g) Genética e genômica do controle do teor de Brix em tomate

Estudos genéticos e moleculares (envolvendo cruzamentos com distintos

acessos de espécies selvagens de tomateiro de elevado Brix) têm demonstrado a

presença de pelo menos 32 QTLs para sólidos solúveis. Estes QTLs estão

espalhados por todos os doze cromossomos do tomateiro (CAUSSE et al., 2004).

Dois loci importantes (denominados brx2.1 e brx2.2) foram identificados no

cromossomo 2 do tomateiro em estudos de mapeamento genético. O locus brx2.2

está ligado a um QTL para número de lóculos e com um QTL para peso de fruto.

Outras regiões do genoma do tomateiro importantes para determinação do teor de

Brix foram detectadas no cromossomo 1 em cruzamentos envolvendo as espécies

selvagens S. chmielewskii e S. habrochaites. Um gene codificador da ADPglucose

pirofosforilase (enzima essencial para a acumulação de amido nos frutos e que

apresenta maior expressão em linhagens de tomate com maior Brix) está,

coincidentemente, localizado também no cromossomo 1. Desta forma, este gene é

um potencial candidato para explicar este QTL para mais elevado Brix presente

nesta região do genoma do tomateiro. Na espécie S. chmielewskii um QTL de Brix

elevado está ligado tanto com firmeza quanto com uma coloração pouca intensa dos

frutos. Recentemente, um QTL localizado no cromossomo 9 (Brix9-2-5), que

aumenta o valor Brix de maneira moderada, co-segregou com um gene codificador

da enzima invertase da parede celular (um gene que tem expressão específica na

flor e no fruto). Estudos posteriores, analisando um conjunto de segmentos

genômicos de espécies selvagens, indicaram um QTN (“quantitative trait nucleotide”)

que confere propriedades cinéticas diferenciadas desta invertase. Estudos de

fisiologia vegetal com linhas de introgressão derivadas da espécie selvagem S.



pennellii revelou que o aumento do Brix do fruto maduro foi devido a um aumento

nos teores de sacarose e glicose (FRIEDMAN et al., 2000). Este aumento foi

condicionado por uma maior atividade da invertase na columela do fruto,

aumentando a capacidade de extrair sacarose do floema. No entanto, muitas

questões sobre a genética do Brix ainda não estão respondidas. Muitos QTLs para

teores de açúcares e Brix têm sido localizados no genoma do tomateiro e,

atualmente, cerca de 60 genes envolvidos no metabolismo de carbono foram

mapeados. Muitos destes genes podem estar associados com os teores mais

elevados de açúcares /Brix.

Conclusões

Os desenvolvimentos advindos da revolução tecnológica da moderna biologia

molecular e da análise genômica têm sido progressivamente incorporados no

cotidiano dos programas de melhoramento genético e nos sistemas de produção de

sementes de hortaliças. Estas ferramentas incluem os novos e robustos sistemas de

geração de marcadores genéticos, as novas técnicas diagnose de fitopatógenos e as

novas estratégias de mapeamento cromossômico de alta densidade/resolução

usando marcadores moleculares. Mais recentemente, temos observado os enormes

potenciais de aplicação da ciência genômica estrutural e funcional. O

sequenciamento de genomas completos de animais, plantas dicotiledôneas,

monocotiledôneas e diversos microorganismos poderão servir como uma inesgotável

fonte de genes/marcadores para o melhoramento clássico e para o desenvolvimento

de cultivares de hortaliças geneticamente transformadas.
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