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Hlustragoes cedidas pelos autores

melhoramento ge-

nético de plantas

tem contribuido de

forma decisiva para

o incremento da

produciao mundial
de grios (BORLAUG, 1983). Entre-
tanto, a necessidade e os desafios
para as proximas duas décadas sio
imensos, o ganho genético para a
produtividade esta se reduzindo a
cada ano e jd nio acompanha mais o
aumento da demanda por alimentos
(BORLAUG, 1997; MANN, 1997 e
1999). Atualmente, grandes esfor-
cos estio sendo direcionados no
sentido de elucidar o potencial ge-
nético das espécies cultivadas,
objetivando incrementar a produti-
vidade e a qualidade. Para o langa-
mento de novos cultivares que aten-
dam a demanda crescente por ali-
mentos, os programas de melhora-
mento de plantas necessitam de gran-
des mudangas, principalmente no
que tange a estrutura, a estratégia e
a propria ciéncia envolvida (STUBER
et al., 1999; KOORNNEEF & STAM,
2001). Além do foco na qualidade e
na produtividade, o melhoramento
genético também pode ser direcio-
nado no sentido de aumentara adap-
tabilidade das espécies. Essa tam-
bém pode ser considerada uma for-
ma de incrementar a produgio de
alimentos, pois 4reas marginais po-
dem ser incorporadas ao sistema
produtivo mediante o desenvolvi-
mento de gendtipos adaptados. No
Sul do Brasil, hd cerca de 6,8 mi-
lhoes de hectares de terras baixas,

caracterizadas por solos hidromorfi-
cos, que tém o seu sistema agricola
alicercado na pecudria extensiva e
no plantio do arroz irrigado. A ex-
ploracao inadequada dessa regido,
possivelmente associada as dificul-
dades operacionais, nio tem permi-
tido uma apropriada rotagao de cul-
turas nem o requerido tempo de
pousio, o que favorece a infestacao
da cultura por espécies daninhas,
principalmente o arroz vermelho. A
degradagido das caracteristicas fisi-
cas do solo provocada pela intensa
movimentacio de maquinas e equi-
pamentos extremamente pesados
também impde a necessidade de
pousio (Figura 1).

Dessa forma, extensas dreas
estao sendo inviabilizadas a cada
ano, tornando-se, muitas vezes, ex-
tremamente drdua a sua recupera-
¢do. A busca de alternativas para
compor o sistema agricola regional
tem motivado iniciativas importan-
tes nas Universidades Federais de
Pelotas e do Rio Grande do Sul
(UFPel e UFRGS) e na Embrapa
Clima Temperado (PORTO et al.,
1998). A inclusio de novas cultu-
ras, como a aveia, o milho e o
azevém, no sistema agricola das
dreas de vdrzea tem recebido aten-
¢do especial, porém a simples in-
trodugdo de gendtipos nio é sufici-
ente para a correcdo, em funcio da
inexisténcia de constitui¢des gené-
ticas adaptadas a condicao de en-
charcamento dos locais. Desse
modo, hd uma grande demanda por
iniciativas voltadas para a geracdo
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de variabilidade genética, selecao de
constitui¢des genéticas adaptadas as
condi¢des do ambiente e aumento da
eficiéncia dos programas de melho-
ramento de plantas.

Advento das Técnicas
Moleculares

Até a década de 70, pouco se
conhecia sobre a organizacio do
DNA. A composi¢ao dos pequenos
segmentos com fun¢io conhecida,
os genes, era a jéia mais desejada
naquela época. Nos ultimos anos,
com o surgimento das técnicas
moleculares, e entre elas a técnica
de clonagem molecular, tornou-se
possivel o isolamento e a purifica-
c¢io de porcdes gendmicas. Esses
avangos contribuiram para tornar a
molécula de DNA o foco das princi-
pais investigacdes nos Gltimos anos.
A clonagem molecular consiste no
isolamento e na multiplicagdo de
moléculas de DNA idénticas, e com-
preende, pelo menos, dois estdgios
importantes: primeiro, o fragmento
do DNA de interesse, chamado de
inserio, é ligado a uma outra molé-
cula de DNA, denominada wvetor,
para formar o que se chama de DNA
recombinante; segundo, a molécu-
la do DNA recombinante ¢ introdu-
zida numa célula hospedeira com-
pativel, num processo chamado
transformacao bacteriana. A célula
hospedeira que adquiriu a molécu-
la do DNA recombinante passa,
entao, a ser chamada transformante
ou célula transformada. Atualmen-
te, as fronteiras da Tecnologia do
DNA recombinante, principalmen-
te para fins comerciais, parecem ser
ilimitadas. Além dos reflexos dire-
tos, a tecnologia do DNA recombi-
nante proporcionou avangos em
todas as dreas da bioquimica, da
fisiologia e da genética. Esses avan-
¢os permitiram a caracterizag¢ao, a
identificacido e a clonagem de uma
série de genes de enzimas, que se
tornaram ferramentas decisivas para
o surgimento de técnicas como a de
marcadores moleculares e de se-
quenciamento de DNA, o que con-

tribuiu para a elucida¢io de impor-
tantes vias de biossintese.

No que tange aos desafios para
tornar eficiente o melhoramento de
plantas e para incrementar a produ-
c¢ao mundial de graos, varias ferra-
mentas moleculares podem ser in-
corporadas aos programas de melho-
ramento de plantas com o objetivo de
otimizar a obtencdo de gendtipos
superiores, por exemplo, a transgenia
(YE et al., 2000), a selecio assistida
por marcadores (FRARY et al., 2000),
amutagiaoinduzida (MALUSZYNSKI,
1998) e a gendmica (LIU, 1998;
McCOUCH, 2001).

A busca por solugdes para diver-
sificar o sistema agricola nas dreas de
varzea do sul do Brasil passa pela
elucidacio dos mecanismos fisioge-
néticos envolvidos na tolerincia dos
cereais ao encharcamento. Embora ji
tenham sido relatadas (DANTAS etal.,
2001), algumas respostas a deficién-
cia de oxigénio no solo provocada
pelo excesso de dgua (encharcamen-
to), ainda permanecem muitas davi-
das relacionadas com as interacoes
genéticas que facultam algumas espé-
cies ou variedades a suportarem solos
com hipoxia decorrente do excesso
dedgua. A incorporagaode tecnologias
moleculares e a formacio de
melhoristas treinados para selecionar
genes poderdo se refletir em grandes
ganhos de eficiéncia nos programas
de melhoramento de plantas.
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Figura 1 - Sistema de preparac¢ao do solo para plantio de arroz pré-germinado em solos
de viarzea, utilizando mdquinas extremamente pesadas em solos inundados. Essa
associagao afeta negativamente a estrutura fisica do solo. Cortesia Prof. Silmar Peske.

Sintenia e Genomas
Modelos

A sintenia é caracterizada pela
conservag¢io na ordem e no conteu-
do de genes, ou grupos génicos,
entre espécies relacionadas. Essa
caracteristica também é denomina-
da colinearidade, e poderd ser alta-
mente informativa para estudos
comparativos de funcio, aciao e
regulacdo génica entre diferentes
genomas (Figura 2). Embora nao
seja uma condi¢ido estavel, pois a
sintenia pode ser perdida no decor-
rer da evolucio, varios trabalhos
evidenciam a importincia das regi-
des cromossdmicas conservadas
para estudos genéticos comparati-
vos (BENNETZEN etal., 1998; GALE
& DEVOS, 1998; DEVOS etal., 1999;
FEUILLET & KELLER, 2002).

A sintenia é bastante estudada
na familia Brassicaceae e na familia
Gramineae, atualmente denomina-
da Poaceae. Essa familia é constitu-
ida por muitas espécies, entre elas
algumas das principais espécies agri-
colas como milho, arroz, trigo, sorgo,
cevada, centeio e aveia (cereais).
Além das variagdes fenotipicas e
genotipicas existentes entre os cere-
ais, ha muitas variacdes na estrutura
desses genomas. A variacio pode
ser no nimero de cromossomos, no
nivel de ploidia e no tamanho do
genoma - estimado em pares de
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Figura 2 — Sintenia entre os genomas do arroz, milho, cevada e trigo. As informacoes
provenientes do genoma menor podem ser utilizadas para guiar acdes no sentido de
localizar, mapear e clonar genes em genomas maiores. Os pontos em amarelo
indicam o posicionamento de alguns genes e os nimeros indicam o cromossomo

(Modificado de GALE & DEVOS, 1998).

bases (pb), podendo existir genomas
muito grandes como o genoma do
trigo, com cerca de 16 bilhoes de
bases, como também pode ocorrer
genomas muito pequenos, como € o
caso do do arroz, com cerca de 430
milhoes de bases. A estratégia atual
estd sendo estudar e caracterizar os
sistemas génicos em genomas pe-
quenos (arabidopsis e arroz) e, con-
siderando a sintenia existente, infe-
rir sobre os genomas grandes (milho
— 2 500 Mpb, trigo — 16 000 Mpb e
cevada - 4 800 Mpb, por exemplo).

Caracteristicas de um
Genoma Modelo

A presenca de determinadas ca-
racteristicas numa espécie pode
tornd-la altamente atraente para a
ciéncia. Sob esse enfoque, as carac-
teristicas mais atraentes numa espé-
cie vegetal, as quais poderao contri-
buir para que ela se torne um mode-
lo, estao relacionadas com a dura-
¢do do ciclo, com o nuamero de

sementes produzidas, com o tama-
nho do seu genoma, com a capaci-
dade de multiplicacio em diferentes
ambientes, com a facilidade de ma-
nipulagdo da poliniza¢io (direcio-
namento de cruzamentos), com a
capacidade de cultivo in vitroe com
a disponibilidade de informacdes ji
existentes (banco de dados para a
espécie). Essas caracteristicas geral-
mente definem a facilidade de se
obterem resultados, bem como o
seu volume e sua qualidade. A pri-
meira espécie vegetal utilizada como
modelo para estudos genéticos foi a
ervilha (Pisum sativum L.), quando
Gregor Mendel publicou os resulta-
dos dos primeiros estudos genéti-
cos, no ano de 1865. E légico que
naquela época Mendel nao conside-
rou os critérios utilizados atualmen-
te, mas certamente escolheu a ervi-
lha pela familiaridade que ele tinha
com o cultivo daquela espécie. Em-
bora as leis de Mendel nio tenham
sido validadas até o seu redescobri-
mento, no inicio do século XX, cons-

tituiram a base cientifica dos estu-
dos realizados até hoje. Na histéria
recente da Biologia de Plantas, uma
outra espécie apresentava muitas
caracteristicas atraentes e surgia
como modelo entre as dicotiledéne-
as; tratava-se da Arabidopsis
thaliana. Essa espécie vegetal ¢
membro da familia Brassicaceae, a
qual inclui espécies cultivadas como
o repolho, o rabanete e a canola.
Embora a arabidopsis nio possua
importancia agronomica, essa espé-
cie apresenta vantagens importan-
tes para a pesquisa bdsica em gené-
tica e biologia molecular. Além dis-
s0, ou como conseqiéncia disso,
essa espécie possui o maior volume
de informacio disponivel dentre to-
dos os vegetais. No entanto, o mo-
delo genético Arabidopsis thaliana
limitava-se principalmente ao siste-
ma genético das dicotiledoneas,
quando um complemento para as
monocotileddneas comecou a ser
procurado. Nos ultimos anos, estd
sendo dispensada muita atenc¢io a
uma outra espécie, o arroz (Oryza
sativa L.), por ele possuir também
bons atributos para se tornar um
modelo genético vegetal. Embora
Seu genoma seja pouco maior, cerca
de trés vezes maior que o genoma
de Arabidopsis thaliana 1., ainda
assim é cerca de 40 vezes menor do
que o genoma do trigo (Triticum
aestivum L.). Entretanto, a estraté-
gia de direcionar os esfor¢os para
tornar o arroz um genoma modelo
estd alicercada no interesse de se
obterum modelo entre as gramineas,
principalmente aquelas produtoras
de graos, pois, praticamente, todas
as agdes dos programas de melhora-
mento de plantas estao voltadas para
produtividade, resisténcia a molés-
tias e adaptabilidade. Outro fator
fundamental no interesse de tornar
o arroz um genoma modelo é a
existéncia de sintenia ou colineari-
dade entre os genomas dessa fami-
lia. Atividades voltadas para a iden-
tificacio e a clonagem de genes com
a utilizacio de genomas modelos,
como o arroz, sio bem mais eficien-
tes do que em genomas grandes.
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Portanto, atualmente a estratégia
mais racional serd estudar o arroz,
identificar, clonar e caracterizar seus
genes e, quando tudo estiver
mensurado, atingir os genomas mais
complexos, como os do trigo e do
milho. Dessa forma, os programas de
melhoramento de plantas poderio
aumentar em muito sua eficiéncia.
A particularidade que o arroz
possui, de ser cultivado sob irrigacio
por inundacio (varzeas) e sequeiro
(terras altas), também torna essa es-
pécie modelo para o entendimento
dos mecanismos que controlama adap-
tabilidade das plantas. O Centro de
Genodmica e Fitomelhoramento (CGF)
da UFPel esta buscando, mediante a
utiliza¢ao de tecnologias modernas, o
entendimento do sistema de raizes do
arroz (modelo genético). A identifica-
¢ao de mecanismos morfofisiologicos
e os respectivos controles genéticos
permitirioaidentificacio e a clonagem
dos genes envolvidos. A sintenia e a
utilizacio de ferramentas gendmicas
adequadas conduzirdo a rapida utili-
zac¢do desse conhecimento para o de-
senvolvimento e lancamento de
genotipos superiores, de diversas es-
pécies que poderdo seradaptadas aos
solos encharcados do sul do Brasil.

Seqiienciamento de
Genomas

Os primeiros passos para o se-
quenciamento de DNA foram dados
por Sanger, em 1977, com o desenvol-
vimento do método de seqiiencia-
mento manual conhecido também
como método da cadeia interrompi-
da. Hoje o método de Sanger baseia-
se na amplificacio, por PCR, de frag-
mentos de DNA clonados previamen-
te dentro de vetores conhecidos. Des-
sa forma, oligonucleotideos iniciado-
res (primers), complementares a se-
quéncia do vetor, sdo utilizados para
amplificar o inserto do DNA a ser
sequenciado. A metodologia foi cha-
mada de “cadeia interrompida” em
funcao de que sao utilizados dNTPs
(deoxi-Nucleotideos Trifosfatos) mo-
dificados, os ddNTPs (dideoxi-Nucle-
otideos Trifosfatos), os quais, quando
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Figura 3 — Esquema representativo do método de seqiienciamento desenvolvido por
Sanger (A) e do método de seqiienciamento automatizado (B). Consulte o texto para

conferir os detalhes de cada método.

incorporados pela enzima 7Taq poli-
merase (a enzima que amplifica o
DNA), ndo permitem a inclusio do
nucleotideo seguinte por nao apre-
sentarem a hidroxila no carbono 3 da
dideoxi-ribose do nucleotideo
terminador. Portanto, a sintese da
molécula de DNA pdra nesse ponto
(Figura 3).

Pelo método de Sanger, o pro-
cesso de seqiienciamento ¢ realizado
em quatro reacoes independentes.
Em cada uma delas ¢ adicionado um
ddNTP diferente (ddATP, ddCTP,
ddGTP e ddTTP), geralmente marca-
dos radiativamente com 3*P. Na copia
de cada fita de DNA, a partir do
molde, as moléculas sdo sintetizadas
até que incorporem o nucleotideo
terminador (ddNTP). O acimulo de
moléculas terminadas numa mesma
base possibilita sua visualizagio no
gel. A gerac¢do aleatéria de moléculas
terminadas nas bases distintas de uma
fita molde de DNA permitird o estabe-
lecimento da seqiiéncia de nucleoti-
deos do referido molde. A leitura da
sequéncia de bases é realizada medi-
ante a separa¢ao, num gel de poliacri-
lamida de alta resolugio, dos frag-
mentos amplificados por PCR. Nesse
tipo de técnica, é possivel identificar
cerca de 200 a 300 nucleotideos. A
Figura 3 apresenta um esquema sinte-
tizado dessa metodologia.
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Na ultima década, o surgimento
dos sequienciadores automaticos, ali-
ado a elevada capacidade de proces-
sar informacdes que a informdtica
proporcionou, revolucionou a
gendmica, dando origem a bioinfor-
matica. O seqiienciamento automati-
co mantém o mesmo principio do
método de seqlienciamento manual
proposto por Sanger, mas a possibi-
lidade de utilizar ddNTPs marcados
fluorescentemente com cores distin-
tas para cada um deles (ddCTP,
ddGTP, ddATP e ddTTP) permitiu
automatizar o processo (veja Figura
3). Outra grande vantagem do se-
qienciamento automdtico € a incor-
poracio de metodologias lasere pro-
gramas computacionais que fazem a
leitura dos resultados. As moléculas
fluorescentes utilizadas nos ddNTPs,
quando sensibilizadas pelo laser, emi-
tem um comprimento de onda, que é
capturada por uma cimera acoplada
aosequenciador. A informacio € pro-
cessada e transformada em seqiénci-
as nucleotidicas por soffwares ade-
quados.

Devido a baixa capacidade de
producio proporcionada pelo méto-
do de Sanger, as primeiras seqiiéncias
nucleotidicas foram geradas para es-
tudos pontuais, como o estabeleci-
mento da sequiéncia de alguns genes
e de pequenas regides cromossOmi-



Figura 4 — Detalhes de um exemplar de
Arabidopsis thaliana L. cultivado em
laboratério. Cortesia Dra. M. E. Alvarez.
CIQUIB — CONICET, Universidad Nacio-
nal de Cordoba — Argentina.

cas. A medida que foram desenvolvi-
dos os sequienciadores de nucleotide-
os automatizados, a capacidade de
producio de sequiéncias foi aumenta-
da muito rapidamente. Em func¢io
disso, surgiram, mediante a associa-
¢do de grupos de pesquisa, vdrias
iniciativas voltadas para o sequiencia-
mento de alguns genomas. Os primei-
ros esforcos foram direcionados para
alguns microorganismos e, em segui-
da, para a Arabidopsis thaliana (The
Arabidopsis Genome Initiative*, 2000)
e para a Drosophila melanogaster
(ADAMS et al., 2000), dois organis-
mos utilizados como modelo na biolo-
gia. Na seqiiéncia, apresentaremos o
que ja foi realizado com o intuito de
gerar informacgdes genéticas das prin-
cipais espécies, com vistas ao melho-
ramento vegetal.

Arabidopsis thaliana - o
genoma da Arabidopis (125 milhoes
de nucleotideos — 125 Mpb) foi
sequienciado por uma associagao in-
ternacional de pesquisadores cha-
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Figura 5 — Esquema representativo das principais etapas na geracao de bibliotecas
de seqiienciamento. A — Para seqiienciamento estrutural via constru¢ao de biblioteca
BAC (Bacterial Artificial Chromosomes). 1 — DNA gendémico; 2 — Alinhamento de
fragmentos de 100 a 200 kb em mapa fisico (Biblioteca BAC); 3 — Fragmentacao
individual dos BACs; 4 — Subclonagem de fragmentos entre 2 e 5 kb. B — Para
sequenciamento de ESTs (Expressed sequence tags) ou do transcriptoma. 1 — Extragcao
de RNA mensageiro; 2 — Sintese reversa utilizando RT-PCR; 3 — Sintese de cDNA dupla

fita; 4 — Clonagem dos cDNAs.

mada de Iniciativa Genoma da Arabi-
dopsis (The Arabidopsis Genome
Initiative’, 2000). A sequiéncia, o mapa
easanotacodes disponiveis atualmen-
te so resultado de esforcos conjun-
tos do TIGR (The Institute for
Genomic Research), MIPS (Munich
Information Center for Protein
Sequences) e TAIR (The Arabidopsis
Information resource). Veja uma foto
dessa espécie vegetal observando a
Figura 4.

Arroz (Oryza sativa L.) — Fo-
ram empregados esforcos publicos e
privados para seqiienciar essa espé-
cie. O primeiro esfor¢o privado foi
realizado pela Monsanto (PENNISI,
2000). Mais tarde, os resultados gera-
dos seriam somados aos resultados do
IRGSP (International Rice Genome
Sequencing Project). O segundo es-
forco privado, uma associacio entre
duas empresas, a Myriad Genetics e a
Syngenta, utilizou o método whole
genome shoigun, e ndo acrescentou
resultados significativos ao conjunto
de dados disponibilizados pelos ou-
tros projetos (GOFF et al., 2002).
Foram implementados também dois
esforcos publicos para o seqiiencia-
mento do arroz. O primeiro deles, o
Projeto Internacional de Seqiiencia-
mento do Genoma do Arroz (IRGSP —
International Rice Genome Sequencing
Project), teve como objetivo seqiienciar

a subespécie japonica. Essa associa-
¢do teve inicio no ano de 1997, em
uma reunifo do Simpd&sio Internacio-
nal de Biologia Molecular de Plantas
realizado em Singapura. Naquela oca-
sido, o objetivo da comunidade cien-
tifica era socorrer o idealizador do
projeto de seqiienciamento estrutural
doarroz, o RGP (Rice Genome Project)
do Japao. O segundo esforco publico
foi liderado pela Academia Chinesa
de Ciéncias (Chinese Academy of
Sciences) de Beijing, China. Esse pro-
jeto iniciou-se em abril de 2000 e, dois
anos mais tarde, seus resultados fo-
ram publicados pela revista Science
(YU et al., 2002). A grande distin¢io
estabelecida entre as subespécies
sequenciadas por esses dois esforcos
publicos foi em relacio a importancia
econdmica e geografica que elasapre-
sentam. A subespécie sequenciada
pelo grupo liderado pelos japoneses,
spp japonica, € amplamente cultiva-
da no Japao, nos Estados Unidos, na
Coréiado Sul e em parte da China. Por
outro lado, a subespécie sequienciada
pelos chineses, spp indica, é bastante
cultivada na China e no Sudeste Asia-
tico, bem como no Sul do Brasil. Além
disso, as estratégias de sequencia-
mento utilizadas pelos dois grupos
foram distintas; enquanto o grupo dos
chineses focava a anota¢io de genes,
pois utilizou a estratégia whole genome
shoigun, o grupo liderado pelo RGP
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Figura 6 — Detalhes de uma lavoura de
arroz irrigado do cultivar BRS 7 “Taim”.
Cortesia Prof. Silmar Peske.

Figura 7 — Detalhes de uma lavoura de
trigo (Triticum aestivum). Cortesia Prof.
Silmar Peske.

focou, além da anotacio dos genes, a
geracio de informagdes precisas ao
nivel de estruturacio e organizacio
do genoma, pois utilizou a técnica de
sequenciamento estrutural via cons-
trucao de bibliotecas BAC (Bacterial
Artificial Chromosomes) (Figura 5 A).
Veja uma foto dessa espécie vegetal
observando a Figura 6.

Trigo (Triticum aestivum) —
os esforcos para determinar a se-
quéncia de nucleotideos do trigo

Figura 8 - Detalhes de uma lavoura de cevada (Hordeum vulgare), safra 2003, da

Linhagem CEV 97043 da propriedade do Produtor Adelar Crespi.

depararam-se com duas grandes bar-
reiras. A primeira delas se refere ao
tamanho do genoma, que é, aproxi-
madamente, de 16 bilhdes de nucle-
otideos (16.000 Mpb) - cerca de 40
vezes maior que o genoma do arroz.
A segunda delas é que o seu genoma
¢ diferente do do arroz e da
arabidopsis, ambos dipléides, en-
quanto o trigo é hexapléide. Esses
impedimentos impuseram uma es-
tratégia preliminar para que fossem
determinadas as seqiiéncias trans-
critas: o transcriptoma (bibliotecas
de cDNA) de diferentes estddios do
desenvolvimento da planta (Figura
5 B) Portanto, considerando a estru-
tura e o tamanho do genoma do
trigo essa acdo é mais légica do que
pensar num inexequivel projeto de
sequiienciamento estrutural dessa es-
pécie. De uma forma geral, a estra-
tégia visa a gerar sequiéncias nucle-
otidicas dos genes transcritos em
determinados estddios de desenvol-
vimento ou sob determinados
estresses do ambiente. O esboco de
uma associac¢io internacional volta-
da para a geracao dessas informa-
¢oes comegou a ser definido em
1998, com a criagio de uma acio
Internacional Cooperativa para a pro-
ducio de ESTs (Expressed Sequence
Tags) de trigo. Atualmente, as agdes
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com a intencio de determinar a
posicio no mapa dos transcritos sio
coordenadas pelo International
Triticeae Mapping Initiative. Os prin-
cipais esforcos para a criacio de
uma colecao de ESTs representati-
vos do trigo estao sendo liderados
pelos EUA (U. S. Wheat Genome
Project), pelo Canada (AAFC -
Agriculture and Agri-Food Canada)
e pela Inglaterra (BBSRC -
Biotechnology and Biological
Sciences Research Council). Vejauma
foto dessa espécie vegetal obser-
vando a Figura 7.

Cevada (Hordeum vulgare) —
os esforcos para determinar a se-
quiéncia de nucleotideos da cevada
também sofrem impedimentos devi-
do ao tamanho do seu genoma ~ 4,8
bilhdes de nucleotideos (4800 Mpb).
O primeiro passo para contornar esse
impedimento foi a producao de ma-
pas fisicos do genoma da cevada com
alta densidade de marcadores; isso
proporcionard a realizacio de com-
paragdes com o genoma do arroz. O
proximo passo serd a criagio do
transcriptoma da espécie. Essas deci-
soes estao sendo implementadas em
um esforco combinado entre cientis-
tas da América do Norte (North
American Barley Genome Mapping



Figura 9 — Detalhes de uma lavoura de milho (Zea mays) e de espigas maduras

(direita inferior). Cortesia Prof. Silmar Peske.

Project, USAe North American Barley
Genome Mapping Project, Canada) e
da Europa (Plant Genome Resource
Centre, Alemanha e Scottish Crop
Research Institute, Inglaterra), para
criar uma biblioteca de ESTs
(Expressed Sequence Tags) o mais
completa possivel (Figura 5 B). Veja
uma foto dessa espécie vegetal ob-
servando a Figura 8.

Milho (Zea mays) — a principal
iniciativa para seqUenciamento do
genoma do milho foi anunciada em
setembro de 2002 pelo NFS (National
Science Foundation) dos Estados
Unidos. No entanto, hd muito tempo
os geneticistas da drea do milho
buscavam somar esforcos com esse
objetivo (BENNETZEN et al., 2001).
Quatro fatores contribuiram para que
essa iniciativa fosse retardada até
2002. Primeiro, os avancos na
tecnologia de sequenciamento re-
duziram consideravelmente o custo
em comparag¢ido com o passado. Se-
gundo, novas metodologias de
Sfingerprinting, de alta resolucdo e
producio, permitiram aumentar a
eficiéncia na sele¢io de clones para
o sequienciamento, reduzindo ao mi-
nimo a sobreposicio de regides
seqUenciadas. Terceiro, foram de-
senvolvidas novas metodologias para
preparar fracdes do genoma do mi-
lho ricas em genes (YUAN et al.,

2002). Quarto, andlises comparati-
vas do milho com o arroz (Oryza
sativa) ou Arabidopsis sugerem que
a sequéncia do genoma dessas duas
espécies nao serdo suficientes para
entender detalhadamente o conteu-
do de genes do milho e sua expres-
sio (BENNETZEN et. al., 2001;
CHANDLER & BRENDEL, 2002).
Além disso, algumas caracteristicas
no genoma do milho sempre dificul-
taram a implementac¢io de projetos
de seqiienciamento da espécie. Des-
taca-se a existéncia de vdrias
subespécies importantes (Zea mays
spp. Huebuetenangensis, Zea mays
spp. mays (mayze), Zea mays spp.
mexicana (teosinto), e Zea mays
spp. Parviglumis); o elevado con-
teiddo de DNA repetitivo (regides
duplicadas) presente no genoma do
milho (HELENTJARIS, 1995) e o ta-
manho do seu genoma, cerca de
2500 Mpb.

Da mesma forma que esta ocor-
rendo na geracdo de sequiéncias
nucleotidicas da cevada e do trigo, o
foco para o milho também serd a
geracio de seqiiéncias dos genes (o
transcriptoma). As interagdes do sis-
tema génico poderido ser obtidas em
genomas como o arroz, principal-
mente devido a ocorréncia da
sintenia entre os cereais. Veja uma
foto dessa espécie vegetal obser-
vando a Figura 9.

Reflexos da Tecnologia na
Producio de Cereais

Os grandes avancos na produ-
cio mundial de grios, gerados a
partir de meados do século passado,
sao decorrentes de uma contribuicio
decisiva do melhoramento cldssico
de plantas (BORLAUG, 1983). Ao
contrario do que alguns entusiastas
esperavam, as grandes expectativas
decorrentes das inovagoes cientificas
dos ultimos 30 anos nio se refletiram
em significativos incrementos na pro-
ducido de griaos. Para que as
tecnologias moleculares possam ren-
der os resultados esperados, algu-
mas barreiras precisam ser supera-
das. A principal delas diz respeito a
mudanga de cultura nos programas
de melhoramento de plantas, sendo
necessario selecionar genes ao invés
de selecionar plantas (KOORNNEEF
& STAM, 2001). Superadas as barrei-
ras culturais, a eficiéncia na imple-
mentacio de ferramentas molecula-
res em programas de melhoramento
de plantas podera ser incrementada
mediante a automatizagio dos pro-
cessos de extracdo de DNA, a gera-
¢ao de um maior nimero de seqiién-
ciasligadas (marcadores) a caracteres
de importancia agrondémica e o bara-
teamento dos equipamentos e
insumos utilizados. O treinamento
de novos melhoristas também deve-
rd merecer atencdo especial, pois,
além da sélida formacao em melho-
ramento cldssico e em estatistica, é
recomendado que esses profissio-
nais sejam treinados em genética
molecular e técnicas moleculares
aplicadas ao melhoramento de plan-
tas. Principalmente por que € através
desses novos profissionais que os
programas de melhoramento cldssi-
cos poderio incorporar as novas fer-
ramentas da biologia molecular.

O setor de melhoramento de
plantas também necessita se articu-
lar para melhorar a capacidade de
processamento das informacgdes ji
disponiveis, principalmente aque-
las decorrentes dos diferentes proje-
tos de sequienciamento de genomas.
Atualmente, dois fatores contribu-
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em para que as informacdes dispo-
niveis nio sejam aplicadas rotineira-
mente. A primeira delas é que ha
caréncia de bons sistemas de
informdtica capazes de trocar infor-
macgdes com os bancos de dados
com a agilidade requerida; a segun-
da é que poucos profissionais estdo
habilitados a realizarem buscas e a
fazerem comparac¢odes de seqiiénci-
as através de computadores.

Buscando alternativas para com-
por o sistema agricola das varzeas do
Sul do Brasil, sugerimos a implemen-
tacio de ferramentas moleculares e
de bons sistemas de informatica para
os programas de melhoramento lo-
cais. Essas acoes devem estar volta-
das para a: i) identificacio de genes
de tolerincia a estresses abiéticos em
genomas “modelo” (arroz), com pos-
terior caracterizagio em espécies de
interesse (trigo, milho, cevada, sorgo,
aveia e azevém); ii) caracterizagio
molecular do germoplasma local; iii)
identificacio de “genes maiores”, res-
ponsaveis pela adaptacio do arroz
ao encharcamento; e, iv) criagao de
um banco de mutantes para o sistema
de raizes.
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