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}Pesquisadores desenvolvem o primeiro mapa funcional da matéria-prima que é estratégica para o pais

A nova ferramenta para o cultivo da cana
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praxe nos laboratérios da U-
E nicamp o uso de jalecos bran-

cos com o logotipo da Uni-
versidade. Encontrar dois deles
em boas condig¢des foi umadificul-
dade paraas pesquisadoras Anete
Pereirade Souzae Karine Miranda
Oliveira, quando solicitadas para
fotos no laboratério do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG). Quase todos
os jalecos estdo manchados com o
nitrato de pratausado paradar co-
loragdo aimagens molecularesim-
pressasem vidro. “E comum o pes-
soal ter as proprias roupas estra-
gadas”, brinca Anete.

Foi esse pessoal que participou
da proeza de elaborar o primeiro
mapa funcional da cana-de-acu-
car. O mapa mostra os marcadores
moleculares relacionadosa carac-
Dacniea  teristicasagrondmi-

Pes;q_wsa casda cang, ou seja,
facilita

0S genes responsa-
trabalho de

veis, por exemplo,
. por uma maior pro-
M dutividade de ac¢U-
car, por suscetibilidade adoencas
ou por resisténcia a seca. Trata-se
de contribuicé@o importante para
um pais cuja estratégia é aumen-
tar exponencialmente a producgéo
de etanol —extraido da sacarose —
e que, paraisso, terade buscar no-
vas tecnologias, melhorar as vari-
edades da cana e expandir a area
plantada, atualmente concentrada
no Centro-Sul.

Muitas das manchas nos jalecos
resultaram deste trabalho e corro-
boram as declarac6es das pesqui-
sadoras sobre as dificuldades de
um projeto ousado e viabilizado
por meio de técnicas praticamen-
te artesanais, mas com aplicacdes
promissoras e de ponta. “O mapa
funcional facilitard o trabalho do
melhorista [que promove o cruza-
mento de plantas] nabuscade uma
variedade da cana mais tolerante
aseca, como a do Nordeste. Foi
assim com a soja, que comecou a
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Trabalhador em canavial na regido de Ribeirdo Preto: mapa mostra os
marcadores moleculares relacionados a caracteristicas agrondémicas da cultura

ser plantadano Rio Grande do Sul
e hoje esta no Norte do pais, gra-
¢as aos milagres conseguidos pe-
los melhoristas naformagc&o de no-
vas linhagens”, observa Anete de
Souza, que é professorado Depar-
tamento de Genética e Evolug¢ado
do Instituto de Biologia (IB).
Como  pesquisadora do
CBMEG, Anete esta envolvida
com marcadores moleculares em
cana-de-acucar desde 1997. Foi
justamente esta experiénciaque a
fez ser convidada e a pensar duas
vezes diante do desafio proposto
pelaantiga Copersucar, hoje Cen-
tro de Tecnologia Canavieira

(CTC): descobrir os marcadores
funcionais na cana e depois ma-
pea-los no genoma. “Estava meio
descrente, pois o genomadacana
€ muito complexo e desenvolver
marcadores eraalgo novo e dificil,
com pouquissimalliteraturaares-
peito”, recorda.

Cedendo ainsisténcia, a profes-
sora,em colaborac¢do com o profes-
sor Antonio Augusto Garcia, da
Esalq (EscolaSuperior de Agricul-
turaLuiz de Queiroz), acabou reu-
nindo alunos de p6s-graduacao e
de iniciacdo cientifica parainiciar
o projeto financiado pelo progra-
ma Parceria para Inovacdo Tecno-

I6gica (Pite) daFapespepeloCTC.
A equipe partiu dos dados dispo-
nibilizados pelo Genoma Cana —
ou projeto de seqlienciamento de
Etiquetas de SeqUiéncias Expressas
(Sucest). Desenvolvido entre 1999
e 2003, o Sucest identificou 90%
dos genesdacana, representados
por 43 mil sequiéncias expressas de
genes. E considerado o maiscom-
pleto banco de canadentre os trés
existentes no mundo (os outros sao
da Africa do Sul e da Austrélia).
“O DNA é a expressdo dos ge-
nes, que vao produzir proteina.
Emalguns genestemos seqiéncias
repetidas de base, que variam bas-

tante no genoma de uma varieda-
de de cana para outra”, explica
Anete de Souza. Segundo ela, no
caso doshumanos, sao essas peque-
nas variacdes nos genes, chamadas
dealelos, que podem determinar a
cor dos olhos ou mesmo a paterni-
dade num teste de DNA; ou, no
caso dacana, umamaior capacida-
de paraproducdodeaglicarouuma
maior resisténciaapragase aseca.

“Observamos que muitas se-
gUéncias expressas possuiamo que
denominamos de microssatélites e
que poderiam ser utilizados como
marcadores moleculares. Do ban-
co completo do Sucest, consegui-
mos isolar 2.000 sequéncias (2.000
genesdiferentes)”, diza pesquisa-
dora. Os genes com func¢des co-
nhecidas é que foram usadoscomo
marcadores e localizados no ma-
pa. “A equipe chegou a 382 mar-
cadores funcionais, sendo que 149
foram efetivamente utilizados no
mapeamento. Construir o mapa
funcional desse genoma pela pri-
meiravez é realmente umfeito do
qual se orgulhar”.

Osestudos para o mapeamento
foram realizados em uma popula-
cdode 100 clones de canaresultan-
tes de cruzamentos no Centro de
Tecnologia Canavieira. “Nds me-
dimos a produc¢do desse material
emdiferentes locais, em diferentes
anos, e fizemos a associacdo de
cadaclone comgenes utilizados na
construcdo do mapa. E encontra-
mos a sucrose sintase, que é uma
enzimarelacionadacomatonela-
gem de acUcar por hectare, o que
jafoi umgrande achado para usi-
neiros e produtores”, comemora
Anete de Souza.

Os resultados obtidos durante o
projeto intitulado “Desenvolvi-
mento de marcadores moleculares
EST-SSRs e Mapeamento Funcio-
nal em cana-de-aguUcar (Saccharum
spp.) foramapresentados nasrevis-
tas Genome (2004), Theoretical and
Applied Genetics (2006) e Plant Bree-
ding (2006). Um quarto artigo esta
no prelo para publicacdo na Mo-
lecular Breeding agora em mar¢o.

O novo projeto, guem sabe com equipamentos tambem de ponta

A professora Anete de Souza,
coordenadora do projeto que
levou ao mapa funcional da cana-
de-acucar, afirma que a aplicagdo
da pesquisa depende da
utilizagdo de uma tecnologia
capaz de repetir infinitas vezes os
procedimentos de laboratorio.
“Fizemos a genotipagem de
milhares de alelos, num trabalho
basicamente bragal, mas hoje ja é
possivel automatizar a detecgéo
de marcadores moleculares”,
assegura.

Anete atribui boa parte do
crédito pela construgdo do mapa
funcional as orientadas Luciana
Rossini Pinto e Karine Miranda
Oliveira, ambas agora doutoras,
gue passaram bom tempo em pé
junto a bancada. “As dificuldades
foram imensas porque trabalhar
com cana-de-agUcar ndo é nada
simples. Tivemos que explorar e
otimizar toda a técnica para
desenvolver um marcador
molecular que néo existia para a
cana. Achamos inclusive que néo
conseguiriamos cumprir esta
etapa da pesquisa”, recorda
Karine Miranda.

Para a segunda etapa também
foi preciso criar uma metodologia
especifica para construir o mapa
funcional da cana, segundo
Karine. “Os mapas existentes
eram de um parental ou de outro
[um do pai e outro da méae da
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As pesquisadoras Anete Pereira de Souza (a esquerda) e Karine Miranda Oliveira,
do CBMEG: projeto de ponta com aplicagdes promissoras

populacéo de cana analisada],
quando queriamos um s6 mapa
gue juntasse as informacdes dos
dois pais. E trabalhoso, pois 0s
parémetros sdo sempre
especificos”, explica.

Entre as técnicas disponiveis,
Karine fez uso da coloragdo com
prata, mas passou dois periodos
na Franca, de seis e de quatro

meses, quando precisou de
radioatividade para obter
resultados mais rapidamente.
“Lidando com 100 clones de cana
do CTC, com gel e algumas cubas,
repetiamos o procedimento duas
ou trés vezes para ndo colocar
nenhum resultado incorreto no
mapa. Faltavam ferramentas mais
modernas para a genotipagem.

Agora existem varios
equipamentos capazes de fazer
rapidamente tudo o que fizemos,
e até muito mais”.

A professora Anete lembra que
deve ser dado o devido crédito
também a equipe do professor
Antonio Augusto Garcia, do
Departamento de Genética da
Esalq, que criou um software
inédito para a construgdo de
mapas genéticos. “O novo
programa causou grande impacto
e foi apresentado em um dos
artigos publicados em 2006.
Houve uma sintonia perfeita tanto
com a area de genética e estatistica
da Esalg, como com a area de
melhoramentos do CTC”.

Investimento — Os grandes
produtores de cana-de-aglicar no
mundo s&o, pela ordem, Brasil,
India, Cuba, México e China. “A
Australia vem bem atras,
possuindo 500 mil hectares
plantados contra os 6 milhdes de
hectares no Brasil, mas investe
infinitamente mais em pesquisa. A
exemplo dos chineses, 0s
australianos ja adquiriam um
espectrometro de massa de 600
mil d6lares e um
pirosequenciador de 150 mil
doélares, para melhor explorarem
os dados do banco de cana
Sucest”, compara a professora da
Unicamp. “Ainda assim, fomos

nos que desenvolvemos 0 mapa
funcional da cana. Espero que a
comunidade fique sensibilizada
com o nosso trabalho, feito em
condigdes bem mais humildes, e
nos ofereca equipamentos
potentes para reduzir o tempo de
pesquisa e o esforgo”.

O préximo passo ja esta
programado. Anete informa que
h& um segundo projeto quase
concluido dentro da linha Pite da
Fapesp, coordenado pela
professora Glaucia Mendes
Souza, do Instituto de Quimica da
USP, que identificou e patenteou
mais de 200 genes da cana
relacionados com a producéo de
agUcar e outras caracteristicas de
interesse econdmico, mas que nao
possuem microssatélites. “Anova
meta € juntar os resultados dos
dois projetos, transformando os
genes descobertos pela professora
Glaucia em marcadores
moleculares e aprimorando o
mapeamento funcional do
genoma”, explica.

A pesquisadorado CBMEG
antecipa que os grupos da Esalq e
do CTC continuardo como
parceiros. Karine Miranda, apesar
de um convite paratrabalhar na
Franca, optou por fazer o pds-
doutoramento neste novo projeto e
revela que ja ganhou um jaleco
novo. “Com direito ao nome
bordado”, endossa Anete de Souza.



