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Apresentacao

O desenvolvimento de mapas genéticos tem sido um dos objetivos dos
geneticistas desde a redescoberta das leis de Mendel, visto que sdo uma
ferramenta de fundamental importancia nos estudos de heranca e na manipulagcao
de germoplasma. A construcao de mapas genéticos foi viabilizada apés a
descoberta, no inicio do século passado, da ligacao entre genes e da localizagédo
desses nos cromossomos. Recebeu depois um grande impulso com o advento
dos marcadores moleculares que possibilitaram uma ampla saturacdo dos mapas.
Atualmente, o grande desafio dos pesquisadores vem sendo o mapeamento de
caracteres quantitativos e a quantificagédo da influéncia do ambiente sobre eles.

Neste trabalho sdo apresentados um historico do mapeamento genético, a
importancia dos marcadores moleculares, as diferentes populagées de
mapeamento e 0 mapeamento de QTLs e sua interacdo com o ambiente.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Mapeamento genético

O desenvolvimento de mapas genéticos tem sido um dos objetivos dos
geneticistas desde a redescoberta das leis de Mendel, ha cerca de 100 anos,
visto que sdo uma ferramenta de fundamental importancia nos estudos de
heranga e na manipulacéo de germoplasma. Um mapa genético € uma maneira de
se observar a segregacao de genes e, a0 mesmo tempo, € um instrumento que
mostra a relacao fisica entre esses. Embora ndo proporcionem informagédo em
nivel molecular dos genes, os mapas destacam-se por auxiliar na fundamentagao
de estudos comparativos e de evolucao e no entendimento dos processos
biolégicos e da organizagédo dos cromossomos. Se portadores de uma elevada
qguantidade de informagdo, os mapas genéticos proporcionam simplificacdo na
manipulacdo genética. Entre as aplicacdes praticas, estdo as oportunidades para
a escolha de genitores para o melhoramento, a selecao indireta de plantas e a
clonagem de genes.

A construcdo de mapas genéticos foi viabilizada ap6s a descoberta, no inicio do
século passado, da ligagdo entre genes e de que esses se localizam nos
cromossomos. Para a identificacao de ligacdo entre dois locos, é necessaria a
existéncia de desequilibrio de ligacdo. Assim, é imprescindivel a realizagdo de um
cruzamento entre genotipos contrastantes e a analise da progénie oriunda desse
cruzamento, excecao feita a0 mapeamento associativo. Os desvios da
segregacédo independente revelam a ligacdo entre os locos analisados.
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Pode-se entdo dizer que um mapa genético constitui-se no ordenamento e no
estabelecimento da distancia entre marcadores genéticos (qualquer marca no
DNA). O primeiro mapa genético foi construido por Sturtevant (1913), que
utilizou a distancia de ligac@o para determinar a posicéo relativa e a ordem de
seis genes da Drosophila melanogaster. Desde entdo, mapas genéticos de varias
espécies de animais, plantas, microorganismos e virus vém sendo
desenvolvidos.

A ordem linear de locos marcadores dentro de cada grupo de ligagéo (ou
cromossomo) é deduzida a partir da distancia genética entre eles. Um mapa
genético de ligacdo pode ter baixa, média ou alta resolugdo, conforme o menor
ou maior numero de genes e/ou marcadores ordenados. O atlas de qualquer
genoma é construido com base no mapeamento genético e fisico dos
cromossomos. Embora varias denominacdes estejam sendo utilizadas, existem
apenas dois tipos de mapas: mapa genético ou mapa de ligagdo e mapa fisico.
Enquanto a obtencao do primeiro tem por base o nivel de recombinagéo
(distancia relativa) entre marcadores, no mapa fisico utiliza-se a distancia real
(niimero de bases) entre marcadores.

A construcdo de um mapa genético compreende quatro etapas: identificacao de
marcadores genéticos; desenvolvimento de uma populagdo segregante; analise
da heranca dos marcadores genéticos na populagéo segregante e estabelecimento
da ordem dos marcadores genéticos e da distancia entre eles.

Sob o aspecto do melhoramento de plantas, mapas de ligacdo génica permitem:
(i) a cobertura e analise completa de genomas; (ii) a decomposicdo de caracteres
genéticos complexos nos seus componentes mendelianos; (iii) a localizacdo de
regibes gendmicas que controlam caracteres de importancia e a quantificacdo
dessas regides na caracteristica em estudo; (v) a utilizagdo de toda a informacéo
obtida em programas de melhoramento genético (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,

1998).

Entretanto, no inicio, os mapas genéticos apresentavam uma quantidade
reduzida de marcadores, isso porque em sua grande maioria eram construidos
por meio do emprego de marcadores morfoldgicos, que ocorrem em baixo
ndmero para a maioria das espécies. Esse fato inviabilizava a saturacao dos
mapas e a sua utilizacdo em estudos de evolugédo e em programas de
melhoramento genético. Com o advento das isoenzimas e, posteriormente, dos
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marcadores moleculares, um nimero relativamente grande de marcadores
genéticos tornou-se disponivel para a construcdo de mapas genéticos de alta
resolugdo. Como exemplo, enquanto em 1952 foi construido um mapa com a
utilizagdo de apenas 37 marcadores morfolégicos em tomate (GRIFFITHS et al.,
2000), o mapa dessa cultura feito em 1992 continha mais de 1.000
marcadores, principalmente moleculares, um marcador a cada 1,2 cM em média
(TANKSLEY et al., 1992). Esse exemplo evidencia quanto a utilizagcao de
marcadores moleculares proporciona uma maior satura¢cdo nos mapas genéticos.

Do ponto de vista do melhoramento genético, as duas principais caracteristicas
de um mapa genético de ligacao sao a densidade de marcadores e a integracéo
de marcadores moleculares com caracteristicas fenotipicas, notadamente aquelas
de interesse agrondmico.

Marcadores moleculares x
mapeamento genético

Um marcador molecular é definido como sendo todo e qualquer fenétipo
molecular proveniente de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de
um segmento especifico de DNA, correspondendo a regifes expressas ou nao
do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Ja um marcador genético é
uma caracteristica que € capaz de detectar diferengas entre dois ou mais
individuos ou organismos.

Do ponto de vista molecular, um marcador genético (ou loco marcador) serve
para identificar um local ou uma regido de um cromossomo. Um marcador
genético ideal para mapeamento deve apresentar uma série de atributos: (i) alto
nivel de polimorfismo, (ii) estabilidade em diferentes ambientes, (iii) deteccéo de
um grande nimero de locos néo ligados, (iv) heranga simples e (v) simplicidade
e baixo custo no uso de forma rotineira. Para ser util, um marcador molecular
deve ser capaz de diferenciar os progenitores e deve ser reproduzido com
precisao na progénie.

Na escolha dos marcadores moleculares a serem utilizados para 0 mapeamento
genético, é necessario que se analise o contetdo informativo e a acessibilidade
aos usuarios deles (FERREIRA, 1996). O conteldo informativo de uma técnica é
alto quando um grande numero de alelos é distinguivel por loco, quando a
técnica permite a andlise de varios locos simultaneamente (capacidade multiplex)
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e quando em uma Unica reacdo a propor¢ao de locos polimorficos € alta. Por sua
vez, uma técnica é considerada acessivel quando o custo, a rapidez e o trabalho
envolvido na obtencédo de cada dado s&o baixos (FERREIRA, 1996).

A técnica de RAPD, por permitir para a maioria das espécies a analise de um bom
ndmero de locos por reagdo (elevada capacidade multiplex), com um polimorfismo
de moderado a bom, pode ser classificada como uma técnica de bom contetido
informativo. Ela também é considerada como de elevada acessibilidade, por ser
rapida, de baixo custo, ndo exigir um conhecimento prévio do genoma para a
constru¢édo dos iniciadores, bem como nao exigir equipamentos muito caros.
Entretanto, os grandes problemas da técnica residem no fato de ela detectar apenas
um alelo por loco (presenca ou auséncia) e de apresentar baixa repetibilidade
(FERREIRA, 1996). A baixa repetibilidade da técnica é considerada atualmente o
grande entrave para sua utilizagdo em pesquisas cientificas que exijam grande
acuracia, como para 0 mapeamento genético de QTLs. Entretanto, quando sao
levadas em consideracao as medidas necessarias para melhorar a sua consisténcia
(repetibilidade), como, considerar somente as bandas consistentes em duas
extracdes independentes, o seu custo por polimorfismo gerado sobe (YANG et al.,
1996), decrescendo assim a acessibilidade da técnica.

Por sua vez, a técnica de microssatélites (SSRs) pode ser classificada como uma
técnica com elevado contetdo informativo, em fungdo de normalmente permitir a
deteccao de um grande nimero de alelos por locos e com consideravel
polimorfismo. Ademais, a repetibilidade (acuracia) da técnica é elevada.
Entretanto, sua capacidade multiplex é baixa, em razdo de normalmente analisar
apenas um loco por reagdo. Quanto a acessibilidade, os microssatélites
apresentam limitag8es, pois a técnica é razoavelmente cara e intensiva em
equipamentos modernos. No entanto, 0 maior problema para a sua
implementagéo em larga escala, em algumas espécies (em especial as nao
“comodites”), reside na auséncia de iniciadores especificos para essas espécies,
em virtude de a construgdo de tais iniciadores exigir um conhecimento prévio do
genoma da espécie a ser estudada (procedimento caro). Contudo, a técnica vem
se tornando mais acessivel, em decorréncia da obtencéo de iniciadores
especificos, como ja ocorre para muitas espécies vegetais (FERREIRA, 1996).

A técnica de AFLP normalmente permite a analise de um grande nimero de locos
polimorficos por reagéo e, assim, é classificada como uma técnica de elevado
conteudo informativo. Ela ndo exige o emprego de iniciadores espécie
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especificos, ndo demandando entdo um conhecimento prévio do genoma da
espécie estudada. E relativamente barata, facil, rapida, confiavel e permite a
geracao de uma grande quantidade de marcadores genéticos informativos num
espaco de tempo relativamente curto. Dessa forma, sua acessibilidade pode ser
classificada como elevada. Outra grande vantagem da utilizacdo de marcadores
AFLP no mapeamento genético decorre do fato de eles evidenciarem elevada
repetibilidade (FERREIRA, 1996). O grande problema da técnica é detectar
apenas um alelo por loco (presenca/auséncia). Entretanto, quando s&o utilizadas
estratégias de mapeamento em que a progénie esta segregando na proporcéo de
1:1, como as linhas endogamicas recombinantes, os AFLPs sdo igualmente
informativos aos marcadores co-dominantes.

A técnica de RFLP caracteriza-se por evidenciar baixa capacidade multiplex, por
possibilitar a detecgdo de um menor nimero de alelos polimérficos por loco em
relagdo a técnica de microssatélites e por ndo gerar locos polimoérficos em
elevada freqiiéncia. Assim, pode ser classificada como uma técnica de contetdo
informativo mediano, porém com elevada repetibilidade. Ademais, a técnica exige
um conhecimento prévio do genoma da espécie que se vai estudar (iniciadores e
sondas especificas), 0 que a torna cara, lenta na obtencéo de dados e bastante
trabalhosa (baixa acessibilidade) (FERREIRA, 1996).

Em funcéo do que foi discutido acima, nos ultimos anos, vem sendo observado
um aumento expressivo no uso de marcadores AFLPs e microssatélites no
mapeamento genético. Entretanto, ndo se pode descartar a grande utilidade de
marcadores RAPD e RFLP na saturacao de mapas genéticos.

Escolha da populagao para
mapeamento genético

Varios tipos de populacdes podem ser utilizados no mapeamento genético,
dependendo do habito reprodutivo da espécie, do objetivo do trabalho e do
tempo disponivel para sua realizagdo. Dessa forma, abaixo estdo descritas as
principais caracteristicas de algumas dessas popula¢gfes de mapeamento
genético.

A metodologia do retrocruzamento (RC,F, e RC,F ) constitui-se no cruzamento
de plantas F, com um dos genitores (P, ou P,). Geralmente s&o utilizados
genitores homozigotos para a obtencdo de plantas F,. Populacdes experimentais
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obtidas por retrocruzamentos apresentam uma caracteristica fundamental: a
possibilidade de associar todos os genétipos segregantes com os fenétipos
produzidos. Nesse caso, tanto os locos marcadores dominantes ou co-
dominantes apresentam a mesma capacidade informativa, pois a segregagao
esperada é de 1:1 (ex.: Aa:aa) para todos os locos em heterozigose na geracao
F,. No entanto, populagbes experimentais desse tipo sdo mais facilmente obtidas
em espécies autbgamas que em alégamas. A analise da segregacgédo é
relativamente simples e o0 mapeamento também. A estratégia do pseudo-
cruzamento teste € muito utilizada para espécies preferencialmente alégamas,
guando podem ser utilizados cruzamentos entre plantas altamente heterozigotas
como substituto a um cruzamento teste. A progénie resultante, irmaos inteiros, é
equivalente a progénie de um cruzamento teste para cada um dos locos que
forem heterozigotos em um pai e homozigotos em outro (ex.: AaBb x aabb).
Nesse caso, a progénie vai segregar na propor¢do 1:1 para tais locos. O termo
pseudo-cruzamento teste deriva do fato de que a configuracéo é inferida a
posteriori tanto no gendtipo parental quanto na progénie segregante, enquanto,
no cruzamento teste, a configuracao do testador é conhecida a priori
(GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994). Na realidade, um dos genitores funciona
como testador por pura chance de apresentar homozigose no loco sob anélise. E
possivel, entdo, estabelecer duas andlises segregacionais, uma em cada
progenitor, o que leva a geracdo de dois mapas, 0s quais posteriormente podem
ser fundidos. Para essa estratégia, os marcadores RAPDs e AFLPs tém uma
grande vantagem, pois as bandas comuns identificariam homozigose e a
presencga ou auséncia de bandas na progénie identifica locos heterozigotos no
progenitor, sendo portanto igualmente informativos aos co-dominantes. Tal
estratégia pode ser empregada tanto em plantas perenes como em plantas anuais
com grandes vantagens. Nas plantas perenes que apresentam um ciclo
reprodutivo longo, torna-se muito demorada e custosa a obtencdo de populacdes
experimentais que envolvam mais de uma geragéo. Para plantas de fecundagéo
cruzada, nas quais a elevagdo do nivel de homozigose causa uma depressao
endogamica muito forte, a estratégia também é uma alternativa para o
mapeamento genético.

As primeiras populacdes utilizadas para 0 mapeamento foram experimentais, tais
como as progénies da geracdo F, via autofecundacéo (plantas F,). O
mapeamento até os anos 1950 foi possivel, entdo, nas espécies para as quais
essas populagbes poderiam ser obtidas, ja que os procedimentos estatisticos
para a analise da ligagéo tinham sido desenvolvidos apenas para esses tipos de
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populacdes segregantes. Essa estratégia combinada com marcadores moleculares
vem sendo utilizada com frequiéncia na construcdo de mapas genéticos de
diversas espécies.

Uma modificacéo da populagéo F, também tem sido utilizada com freqiiéncia:
trata-se do bulk F,. Uma amostra da progénie de uma planta F, pode ser utilizada
para realizar as observagGes genotipicas de cada planta F,, nesse caso genitora
das plantas F,. A vantagem da estratégia € que, nesse caso, € possivel distinguir
se as plantas F, eram homozigotas ou heterozigotas para um marcador ou gene
dominante. Ademais, existe uma quantidade elevada de DNA disponivel para
varias analises.

Outra modificagdo refere-se ao agrupamento de plantas segregantes F, em dois
grupos (bulks) relativamente a um critério (ex.: resisténcia a uma moléstia). Essa
é, na realidade, uma estratégia similar a das linhas isogénicas. Nas regifes
gendmicas que nado aquela previamente escolhida (bulk resistente ou bulk
susceptivel), existe uma segregacédo completa e teoricamente similar para todos
os demais locos ndo ligados a caracteristica de interesse nos dois grupos
formados. Essa estratégia chamada bulk segregant analysis-BSA também
possibilita refinar o mapeamento genético ou saturar com marcadores uma regiao
gendmica com o uso de marcadores tanto dominantes quanto co-dominantes
(MICHELMORE et al., 1991).

Outra possibilidade é a utilizagdo de linhas endogamicas recombinantes que séo
obtidas apos sucessivas autofecundagdes de plantas F, originarias do
cruzamento de duas linhas homozigotas, mas geneticamente diferentes. Uma
maneira simples de se obter as linhas endogamicas recombinantes é a utilizagédo
da metodologia da descendéncia Unica por planta (SSD) (BRIM, 1966). Quando
se atinge a geragéo F, ou F, € iniciado o processo de multiplicagdo de sementes
com o objetivo de multiplicar genétipos, o que possibilita a realizagdo de
inlmeros ensaios com repeticdes. A segregacdo esperada depois da homozigose
€ de 1:1. Enquanto numa populagéo experimental do tipo F, o nimero de
genotipos é equivalente a 3", uma LER na geracdo F2 ou os duplos hapldides
(ver adiante) apresentardo apenas 2" genétipos, sendo n o nimero de locos em
segregacdo. Entre as vantagens das LERS, destacam-se: a elevada homozigose; a
possibilidade da realizacéo de ensaios com repeti¢cdes; a analise de caracteres
qualitativos e quantitativos; o acimulo de dados de um mesmo genétipo; 0 uso
associado com outras técnicas, como trissdmicos ou monossdmicos; a

15
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distribuicdo das linhas para outros interessados. Desvantagens: depresséo
endogamica para espécies de ciclos anuais de fecundacgéo cruzada; tempo para a
obtengéo (6 a 8 anos) e limitagbes no numero de cruzamentos. Enquanto a F, &
resultado de apenas uma geracao de recombinacao, as LERs experimentaram
muitas oportunidades de recombinacdo. Dessa forma, nas geragGes F, ou F,, a
propor¢édo de recombinantes (R) nas LERs é igual a (2r)/(1+2r), sendo r a
frequiéncia de recombinagédo na geragdo F, (HALDANE; WADDINGTON, 1931).
Com LERs é mais dificil detectar ligagdo no inicio da constru¢do do mapa, pois
para r = 0,20, R = 0,40. Se é uma desvantagem do comeco, € uma vantagem
posteriormente por ocasido da saturacdo do mapa (quando r é pequeno, R = 2r).

As linhas isogénicas sao obtidas com a utilizacdo de retrocruzamentos e da
autofecundac&o. Plantas F, originarias do cruzamento de duas linhas
homozigotas, mas geneticamente diferentes para uma determinada caracteristica,
sdo retrocruzadas para uma das linhas. Desse cruzamento, plantas heterozigotas
sdo novamente retrocruzadas. Sao necessarios pelo menos cinco a dez
retrocruzamentos sempre com a mesma linha para alcancar um nivel elevado de
homozigose. Finalmente, uma autofecundacéo proporciona a segregacéo de duas
linhas que diferem em uma ou em poucas caracteristicas e, provavelmente, em
uma regido gendmica préxima a caracteristica em estudo. Dessa forma, as linhas
obtidas sdo denominadas de isogénicas ou quase isogénicas. Tal estratégia de
mapeamento permite a identificagcdo, com certa facilidade, de uma ligacdo entre o
gene introgredido e marcadores moleculares e a estimativa dos efeitos dos
diferentes alelos na expressao fenotipica dos caracteres.

Populacdes de duplo-haploides também podem ser utilizadas para 0 mapeamento
genético e diferenciam-se das LERs pelo fato de que os primeiros tém apenas
uma geracdo de recombinagdo, enquanto, nas LERSs, houve vérias geragfes de
recombinacdo antes da homozigose. Em comparag¢do com LERs, o calculo da
freqliéncia de recombinacéo nos duplo hapléides, por ser similar ao
retrocruzamento, € muito mais simples (SNAPE, 1988). A exemplo das LERs, a
segregacgdo esperada nas populacdes diploidizadas de hapldides é de 1:1. Essa
estratégia, aliada ao uso de marcadores moleculares, vem sendo utilizada para o
mapeamento genético de diversas espécies. Uma estratégia que simplifica a
analise da segregacao em plantas de fecundacao cruzada é a formagédo de uma
populacéo segregante a partir do cruzamento entre um genitor duplo hapléide,
portanto homozigoto, com um genitor heterozigoto. Nesse caso, apenas a
segregacgdo do progenitor heterozigoto é analisada. Assim, a segregagao
esperada sera igualmente de 1:1, a exemplo do cruzamento teste.
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Analisede QTLs

Os caracteres quantitativos ou de variagao continua sao aqueles que nado
permitem a classificagdo dos individuos em classes distintas, ou seja, ndo ha
uma diferenciacdo marcante entre os tipos segregantes. Esses caracteres sao
determinados por muitos genes (poligénicos), o efeito de cada alelo sobre o
carater € pequeno e, normalmente, o efeito do ambiente sobre o carater é
grande, o que faz com que a herdabilidade desses seja pequena (ALLARD,
1999).

Um sistema poligénico € um sistema de locos no qual a segregacéo contribui
para a variacdo genética associada a variagdo de uma variavel continua
(THODAY, 1977). QTL (loco de um carater quantitativo) foi a denominacao
sugerida para qualquer loco que tem contribuido para a variancia do carater
(GELDERMAN, 1975).

Até recentemente, as andlises genéticas e o melhoramento de caracteres
quantitativos (QT) eram baseados na biometria (MATHER; JINKS, 1971,
FALCONER, 1981). Essa estratégia fundamentou-se na caracterizacao coletiva
dos multiplos fatores afetando um QT, possibilitando a particdo da variancia
fenotipica total nos seus componentes genético e ambiental. A caracterizacao
individual dos locos envolvidos num QT com auxilio de marcadores genéticos
foi feita inicialmente por Sax (1923), em feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e,
posteriormente, por Thoday (1961), em Drosophila. Entretanto, os métodos
biométricos ndo tém sido capazes de permitir a caracterizacdo ou a manipulagéo
de locos especificos de um grande niumero de caracteres para melhoramento
(EDWARDS et al., 1987; PATERSON et al.,, 1988). Os principais fatores
limitantes nesses estudos sdo o0 nimero e a natureza dos marcadores genéticos
disponiveis.

Esse problema foi resolvido em parte com o desenvolvimento dos marcadores
moleculares que proporcionaram a construcao de densos mapas genéticos de
ligacdo, os quais permitiram mapear e estimar a magnitude dos efeitos dos
QTLs (PATERSON et al., 1988; PATERSON et al., 1991). Os marcadores
moleculares, suficientemente numerosos na maioria dos cruzamentos, tém
permitido uma cobertura adequada do genoma (PATERSON et al., 1991),
possibilitando a realizacdo de estudos genéticos até entdo praticamente
inexequiveis.
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A exequibilidade da resolucao dos caracteres quantitativos recebeu uma segunda
contribuicdo substancial de Lander e Botstein (1989), os quais desenvolveram o
método do mapeamento de intervalo para localizar os QTLs nos mapas de
ligacdo saturados com marcadores moleculares. Essa metodologia estima o valor
mais provavel do efeito de um possivel QTL (pelo método da razéo de
verossimilhanca) e do escore LOD (log,, da raz&o, chance ou probabilidade). A
razdo da verossimilhanca (odds ratio) € obtida pela proporgéo entre a
probabilidade de que os dados emerjam da ligagdo entre um QTL e um loco
marcador e a probabilidade de que os dados observados ndo sejam decorrentes
da ligacdo genética entre um QTL e um loco marcador. Normalmente, a ligacéo
entre um QTL e um loco marcador é declarada quando a razao de probabilidade
(odds ratio) alcanga 1000:1, favorecendo a ligacdo sobre a auséncia de ligacédo
(LANDER; BOTSTEIN, 1986, 1989). Os autores concluiram que o método
supera trés das limitagfes da analise da regresséo, que sao: (i) subestimativa dos
efeitos fenotipicos dos QTLs; (ii) efeito de confundimento entre distancia
genética e magnitude do efeito do QTL, resultando na localizagéo imprecisa do
QTL putativo e (iii) grande niUmero de progénies necessario para detectar os
QTLs putativos. A analise do mapeamento de intervalo tem sido utilizada para
mapear diversos fatores mendelianos associados com caracteres quantitativos em
tomate (PATERSON et al., 1988; PATERSON et al., 1991).

Anteriormente ao desenvolvimento desse método, a analise da regresséo, com
base no modelo linear com efeitos fixos, era utilizada para estimar a significancia
estatistica da associagéo entre a expressao fenotipica de um QT e um loco
marcador (tanto um QTL putativo ou um locos marcador ligado a ele). A
regressao é feita dos dados fenotipicos do QT sobre as classes genotipicas
(regressores) do loco marcador (EDWARDS et al., 1987).

Entretanto, uma desvantagem atribuida ao mapeamento por intervalo (LANDER,;
BOTSTEIN, 1989) é a de que outros QTLs fora do intervalo em questdo sao
ignorados. Isso pode ocasionar duas consequéncias principais. Toda a variagdo
genética devida a esses outros QTLs serem considerados residuais, 0 que pode
diminuir a precisao das estimativas e o poder dos testes. Ademais, eventuais
QTLs que estejam ligados ao intervalo em questéo interferem no processo de
estimacao, levando, em casos extremos, a declarar a existéncia de um QTL no
intervalo, quando na realidade ndo ha nenhum presente (QTL fantasma)
(BEARZOTI, 2000). Dessa forma, Zeng (1994) propds que os QTLs fora do
intervalo em questdo fossem levados em conta por um modelo de regressao
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multipla, eliminando assim tais efeitos, e criou, entdo, 0 mapeamento por
intervalo composto. E interessante notar que a metodologia é assim chamada por
se tratar de um enfoque misto entre as técnicas de regressédo e o método da
razdo da verossimilhanca. Em geral, em relacdo ao mapeamento por intervalo
classico, a metodologia do intervalo composto tende a apresentar um maior
poder de detecc@o e uma maior capacidade de discriminacdo de QTLs
(BEARZOTI, 2000).

O mapeamento de caracteres quantitativos tem permitido a localizacéo de QTLs
envolvidos na expressao de diversos caracteres de interesse em muitas espécies.
Contudo, alguns fatores devem ser considerados ao se utilizar marcadores
moleculares associados a QTLs de interesse na selegdo assistida por marcadores,
entre eles: (i) a repetibilidade da informacéo da ligacdo entre marcadores e QTLs
em diferentes populagdes; (ii) a interagdo QTLs x ambientes e (iii)) a selecao
simultdnea para varios caracteres (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Interacdo QTLs x ambiente (anos e
locais)

A grande maioria dos caracteres das plantas sdo, na sua esséncia, influenciados
por muitos genes ou locos de heranca quantitativa (QTLs). Os caracteres
quantitativos sao também influenciados pelo ambiente e tendem a evidenciar
graus distintos de interagdo entre genétipo e ambiente (G x E). A interagdo G x E
ocorre quando um ou mais genotipos apresentam desempenho diferenciado em
distintos ambientes (FALCONER, 1981). As plantas, especialmente as de
autofecundacdo e de propagacao vegetativa, tendem a evidenciar um alto grau
de G x E, 0 que permite uma melhor adaptacéo delas as variacdes ambientais e
também a manutencéo das variagdes genéticas nas suas populacdes (JAIN;
MARSHALL, 1967). No melhoramento de plantas, a G x E deve ser considerada
na identificacdo de constituicdes genéticas com elevado potencial agrondmico e
com pronunciada estabilidade e adaptabilidade, especialmente quando elas séo
avaliadas em diversos ambientes.

A interacdo G x E reduz a associagdo entre os valores fenotipicos e genotipicos e
leva a distintos niveis de significancia do efeito do QTL em diferentes ambientes.
Tal interacdo vem sendo considerada em muitos estudos de mapeamento
genético, como os da cultura da aveia branca (Avena sativa) (KIANIAN et al.
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1999; KIANIAN et al. 2000; GROH et al. 2001; ZHU et al. 2003), a qual sera
a utilizada como modelo neste trabalho.

A base genética da G x E e da QTL x E origina-se da expresséao diferencial dos
genes ao longo dos ambientes e pode ocorrer de trés maneira: (i) um QTL pode
se expressar em um ambiente e ndo em outro, o que faz com que ele seja
detectado de forma inconsistente entre os diferentes ambientes; (ii) um QTL pode
se expressar fortemente em um determinado ambiente mais de forma fraca em
outro, o que faz com que ele apresente uma variacdo no seu efeito ao longo dos
ambientes; (iii) um QTL pode se expressar de forma muito diferenciada em certos
ambientes e apresentar efeito oposto em outros. Todos os trés casos de
interacéo entre G x E ja foram detectados e serdo apresentados no decorrer do
trabalho. Além de se considerar a QTL x E, o melhorista deve estar atento para a
consisténcia dos QTLs entre diferentes popula¢des (germoplasma), quando o
objetivo for a utilizagdo dos marcadores para a selegdo em varias populagfes
(GROH et al., 2001). Ademais, os pesquisadores também devem atentar para a
ocorréncia de interacdes epistaticas e pleiotropicas entre os locos de heranga
quantitativa, ja que apresentam um importante papel na base genética dos
caracteres quantitativos (FALCONER, 1981).

Em relacdo a aveia hexapldide (Avena sativa), uma série de trabalhos foi
desenvolvidas objetivando a identificacdo de marcadores moleculares associados
a caracteres de interesse agrondmico, em duas populacdes de linhagens
endogamicas recombinantes oriundas dos cruzamentos artificiais entre as
cultivares Kanota x Ogle (KO) e Kanota x Marion (KM), sendo que 0s mapas
genéticos foram construidos basicamente por meio da utilizagdo de marcadores
AFLP e/ou RFLP. Kianian et al. (1999) construiram mapas genéticos para tais
populacdes de aveia com 150 marcadores RFLP para a populagdo KO avaliada
em cinco ambientes e com 60 marcadores RFLP para a populacdo KM avaliada
em trés ambientes. O principal objetivo do trabalho citado acima foi mapear QTLs
para o aumento no contetdo de 6leo dos grdos de aveia. Dessa forma, os
pesquisadores mapearam um QTL no cromossomo 11 associado a enzima
ACCase, que é responsavel pelo primeiro passo da sintese dos acidos graxos. A
associacao foi detectada nas duas popula¢gBes de mapeamento e, na maioria dos
ambientes estudados, apresentou baixa influencia do ambiente e explicou cerca
de 48 % da variacao fenotipica do carater. Esse fato faz com que tal QTL possa
representar uma boa alternativa para a selecdo assistida visando ao aumento no
teor de 6leo nos gréos de aveia. Ja Kianian et al. (2000) identificaram que a
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mesma regido do cromossomo 11 que esta associada ao aumento no contetdo
de 6leo em sementes de aveia estd associada também com a presenca de
B-glucana em ambas as populacdes de mapeamento e em todos os ambientes.
Entretanto, essa regido que explica 48 % da variacdo fenotipica do teor de 6leo
nas sementes explica somente 5,3 % da variancia fenotipica do contetido de
B-glucana, até porque os QTLs identificados para o teor de B-glucana nas
sementes evidenciaram uma interagdo com o ambiente muito superior a dos
QTLs para o teor de 6leo. Tais resultados foram obtidos apesar da correlagao
fenotipica entre tais caracteres ser minima e néo significativa (0,34 na populacédo
KO e -0,14 na populacdo KM).

Nessas mesmas populacdes de aveia (KO e KM), Groh et al. (2001), utilizando
marcadores AFLP e RFLP, mapearam e compararam os efeitos QTLs associados a
morfologia dos grdos com QTLs associados ao rendimento de moinho. Os
autores ndo detectaram QTLs em comum entre as duas populacdes associados
ao carater rendimento de moinho, o qual apresenta uma influéncia intermediaria
do ambiente. Também néao foi detectado nenhum QTL em comum entre as duas
populagdes controlando a area da semente, ao passo que foram detectados dois
QTLs em comum para o comprimento do grdo e um para a largura do gréo,
sendo que, de maneira geral, os QTLs associados a esses caracteres que afetam
a morfologia do grao apresentaram pequena influéncia do ambiente e elevada
herdabilidade. Os mesmos autores detectaram uma correlagéo fenotipica
significativa em ambas as populacdes entre a area e a largura do gréo e entre a
area e o comprimento do grao; no entanto ndo foi detectada correlacao entre a
largura e o comprimento do grdo. Dessa forma, todos os QTLs detectados para
comprimento do gréo, exceto um, foram detectados em locais diferentes dos
QTLs para comprimento do gréo, evidenciando que diferentes fatores genéticos
parecem estar controlando a largura e o comprimento dos gréos. Esse fato
evidencia assim a possibilidade de se modificar ambos os caracteres de forma
independente em aveia. No entanto, a area do gréo é afetada tanto pelo
comprimento quanto pela largura; isto se refletiu no fato de varias regides nas
populacdes KO e KM conterem QTLs em comum para a area e a largura do grao
e ter sido detectado um QTL em comum para area e comprimento do gréo.
Apesar de néo ter sido detectada associacao entre a morfologia do gréo e o
rendimento de moinho, foi encontrado um QTL em cada populacao associado
tanto a largura do grdo como ao rendimento de moinho e também um QTL na
populacdo KO afetando o comprimento de gréo e o rendimento de moinho.
Porém, esses QTLs mapeados em comum entre o rendimento de moinho e a
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morfologia do grdo nem sempre apresentaram um efeito na mesma direcao sobre
o carater (positivo x negativo), o que indica que uma mudanca na morfologia
dos gréos pode ter um efeito no rendimento de moinho, ou vice-versa, mas a
diregdo da mudanca depende do loco e/ou da constituicdo genética. O mesmo
cenario foi observado em relagdo as mudancas na morfologia dos graos e a
composigao quimica dos gréos (contetdo de 6leo e teor de B-glucana), quando
os QTLs identificados neste estudo foram comparados aos identificados para o
teor de 6leo por Kianian et al. (1999) e para o teor de B-glucana por Kianian

et al. (2000).

Em relagéo a locos de resisténcia a moléstias, a populacdo de mapeamento de
aveia KO - oriunda do cruzamento artificial entre as cultivares Ogle e MAM17-5,
respectivamente, tolerante e sensivel ao virus-do-nanismo-amarelo-da-cevada -
foi utilizada por Zhu et al. (2003) para a identificagdo de QTLs associados a
resisténcia a tal virus. A populacao foi avaliada a campo por dois anos e os
autores relataram a ocorréncia de segregacao transgressiva para o carater, o que
indica que ambos 0s genitores possuem genes complementares para a resisténcia
a moléstia. Ademais foi relata a ocorréncia de interagdo entre genétipo e
ambiente. No referido estudo, foram detectados quatro QTLs para a resisténcia
ao nanismo-amarelo-da-cevada, dos quais trés foram detectados nos dois anos
de realizagdo dos experimentos a campo. As quatro regies genémicas
identificadas (QTLs) explicaram aproximadamente 58 % da variacdo fenotipica
para resisténcia a moléstia, o que sugere que essa resisténcia seja oligogénica;
das quatro regides gendmicas identificadas somente uma néo foi oriunda da
cultivar Ogle. Neste estudo também foi relatada a ligacdo de dois dos QTLs
identificados com QTLs para a estatura de planta e dias para a maturagdo. Tal
ligacdo pode ter por base o fato de que, no decorrer do processo de
desenvolvimento dos genitores, a sele¢do provavelmente favoreceu segregantes
nos quais QTLs para resisténcia ao virus-do-nanismo-amarelo-da-cevada e outros
para altura e ciclo longo estavam ocorrendo de forma conjunta.

Kerns et al. (1999) encontraram evidéncias de interagdo gendtipo ambiente em
11 marcadores associados a QTlIs de resisténcia a ferrugem-do-milho, enquanto
seis marcadores ndo apresentaram uma interacao significativa com os trés
ambientes avaliados. Posteriormente, nove regies do milho associadas tanto a
resisténcia a ferrugem como a mancha-do-milho foram mapeadas (KERNS et al.,
1999), demonstrando que esses genes podem ser usados para proteger a planta
contra mais de um tipo de doenca. No genoma do feijdo, uma regido portadora
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de um QTL possivelmente esta envolvida tanto com o nimero de nodulagées do
Rhizobium quanto com a resisténcia a ferrugem-comum (NODARI et al., 1993).
Beavis et al. (1994) encontraram poucos QTLs em comum para o carater
tamanho da planta em quatro diferentes popula¢cdes de milho. Em outro estudo,
Lee et al. (1991) encontraram sete QTLs para resisténcia a broca-do-milho,
quatro dos quais foram mapeados na mesma regiao que estudos anteriores. Em
tomate, seis QTLs afetando o tamanho do fruto e explicando 58 % da variagédo
fenotipica do carater foram identificados, sendo que alguns desses QTLs
demonstraram efeito sobre o carater em dois ou mais ambientes e outros em
apenas um s6 (PATERSON et al., 1991).

Em arroz, Xing et al. (2002) conduziram um trabalho de mapeamento genético
que objetivou a identificacdo de QTLs e a determinagéo da interacdo entre eles
com o ambiente e com outros QTLs identificados para a produtividade de gréos e
seus componentes primarios. No referido estudo, foi utilizada uma populagéo de
240 linhas endogamicas recombinantes oriundas do cruzamento entre as
cultivares de arroz Zhenshan 97 e Minghui 63. Os experimentos para a
avaliacdo dos caracteres quantitativos foram conduzidos por dois anos. Por meio
da analise com marcadores RFLP e SSR, foi construido um mapa genético de
ligacdo com 221 marcadores ligados (distribuidos em 14 grupos de ligacéo).
Nesse mapa, foram detectados 25 QTLs distintos para 0s caracteres
produtividade de planta (PP), numero de paniculas férteis por planta (PFP), peso
de 1000 graos (PMG), numero de gréos por panicula (NGP). Para PP, foram
detectados cinco QTLs, dos quais dois foram detectados nos dois anos de
realizacdo do experimento. Para PFP, identificaram-se seis QTLs, dos quais
somente um foi detectado nos dois anos. Para NGP, detectaram-se cinco QTLs,
sendo que trés foram identificados nos dois anos. Ja para PMG, foram
detectados nove QTLs, dos quais quatro foram nos dois anos. Nesse mesmo
estudo, identificaram-se trés locos com efeitos pleiotropicos. Um deles no
cromossomo um, que simultaneamente influenciou PP e PFP. Ja os outros dois,
um no Cromossomo um e outro no trés, apresentaram efeitos simultaneos sobre
NGP e PMG, s6 que em direcdes opostas: o loco do cromossomo um aumentou
o NGP, porém diminuiu o PMG; enquanto o contrario foi observado para o loco
do cromossomo trés. Outro fato interessante observado foi o de um loco do
cromossomo 10 interagir simultaneamente com outros trés locos de dois
diferentes cromossomos, gerando, em uma interacao, diminui¢cdo na PP; em
outra, diminuicdo no PMG; e na outra, um aumento no NGP. Cabe ressaltar que
ndo foi detectada interacdo G x E para os QTLs envolvidos em interacéo epistatica.
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Consideracoes finais

Os resultados obtidos pela pesquisa até 0 momento revelam que o mapeamento
genético ainda ndo se constitui numa estratégia de grande utilidade pratica nos
programas de melhoramento genético. Contudo, pode vir a se tornar uma
ferramenta auxiliar de grande importancia. Para que um mapa genético realmente
tenha utilidade pratica no auxilio ao melhorista, tais como na selecéo de
genitores e selegdo assistida por marcadores, deve ser muito bem planejado
(escolha dos genitores e estratégia de mapeamento), construido (escolha dos
marcadores e ferramentas estatisticas) e avaliado (avaliagdes fenotipicas da
progénie).

Em primeiro lugar, o melhorista deve selecionar genitores divergentes genética e
fenotipicamente visando facilitar a saturagdo do mapa e a associagéo entre
caracteres fenotipicos e marcas moleculares, bem como evidenciar estabilidade
genética em varios ambientes (anos e/ou locais) para os caracteres a serem
mapeados. Isso tendo em vista que se espera que um fenétipo que sofra pouca
influéncia do ambiente provavelmente esteja associado a QTLs que sofram pouca
influéncia e expressem elevada penetrancia e expressividade.

Em relagédo a populagédo de mapeamento, o melhorista deve optar por aquela que
Ihe trara o maior custo x beneficio, como: em espécies autbgamas quando se
objetiva 0 mapeamento de caracteres fenotipicos determinados por muito genes e
com grande influéncia do ambiente, muitas vezes é melhor despender tempo na
geracdo de LERs que permitirdo a avaliagdo desses caracteres em varios
ambientes e a determinacao da interacao QTL x E, bem como a presenca e a
magnitude de efeitos epistaticos no controle do carater. Ademais, € fundamental
0 ajuste entre o tamanho da populacdo de mapeamento, a base genética do
carater a se mapear e a acuracia que se objetiva.

Na construgdo dos mapas, os melhoristas também ndo podem errar na escolha
dos marcadores a serem utilizados, que devem ser selecionados de acordo com o
tipo de populacéo e a caracteristica a ser mapeada. Outro ponto de fundamental
importancia é a eficiéncia dos métodos de afericdo dos caracteres fenotipicos a
campo. Mesmo que todas as etapas tenham sido cumpridas com eficiéncia, se a
avaliacéo fenotipica nédo for precisa, a determinacdo dos QTLs também nao sera
eficiente e esses nao terdo grande utilidade para o melhoramento genético. Ou
seja, € essencial que exista uma divisdo equitativa de esfor¢os e de recursos
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financeiros entre as etapas de laboratério, como a analise com marcadores
moleculares, e as etapas de campo, realizacdo de cruzamentos e avaliagbes
fenotipicas. Isso porque, para que um mapa genético realmente auxilie no
melhoramento, é necessaria ampla integragdo entre essas atividades.
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