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Apresentacao

Marcadores moleculares sdo uma importante ferramenta de biotecnologia
com ampla aplicacao na agricultura. Sao grandes “parceiros” da genética
classica, pois se o desenvolvimento de conhecimento e suas aplicacdes na
agricultura antes eram dificultados por um nimero relativamenete pequeno
de marcas genéticas que podiam ser utilizadas, com os marcadores
moleculares um nimero tremendamente maior de caracteristicas genéticas
pode ser utilizado; entretanto, seu potencial s6 pode ser entendido como
ferramenta da genética cldssica, uma ciéncia que, mesmo que analisada
somente por suas aplicacdes agriculas mais importantes, nao é de facil
entendimento, pela quantidade de conceitos que envolve. Este documento
visa introduzir estudantes aos pincipios basicos da biologia molecular mais
utilizados para obtencao de marcadores moleculares, bem como ilustrar
algumas implicacoes genéticas de seu uso.
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Marcadores Moleculares
como Ferramentas para
Estudos de Genética de
Plantas

Ldcia Vieira Hoffmann
Paulo Augusto Vianna Barroso

1. Introducéao

Em 1866, Mendel publicou trabalho cientifico onde postulou a taxa de
segregacao de 3:1 de fendtipos dominantes e recessivos (Primeira Lei de
Mendel) e de heranca independente de diferentes caracteres (Segunda Lei
de Mendel). Estas inferéncias foram feitas a partir da observacao de dados
fenotipicos, entre eles cor do cotilédone e textura da semente de ervilha
(WEIR, 1996).

A identificacdo do DNA como material genético ocorreu na primeira
metade do século XX. Nos anos 70 desenvolveram-se algumas técnicas,
uma delas a duplicacdo do DNA, /n vitro, realizada pela DNA polimerase
extraida da bactéria Thermus aquaticus que, por viver em fontes térmicas,
possui enzima que polimeriza a uma temperatura alta (72°C) e mantém
atividade mesmo que submetida a 95°C. Isto é importante para a
automacao do processo /in vitro, onde a alta temperatura é utilizada como
estratégia para separar as fitas de DNA, necessaria para o processo de
duplicacao. A duplicacao do DNA in vitro é conhecida por PCR, do inglés,
Polymerase Chain Reaction. Muitos procedimentos em biologia molecular
baseiam-se em PCR (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta e outras técnicas transformaram o DNA, antes uma molécula de dificil
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acesso, em uma molécula de facil manipulacdo. Marcadores moleculares
surgiram a partir destas técnicas. Eles consistem em fragmentos discretos
de DNA obtidos por ferramentas da biotecnologia moderna que,
visualizadas em géis de eletroforese, servem como ferramenta para uma
série de estudos genéticos em plantas.

O DNA de organismos eucariotos possui tanto seqliéncias transcritas,
regulatdrias e ainda outras sem funcao conhecida. Em qualquer dos casos,
sua segregacao também obedece as Leis de Mendel.

As diversas aplicacdes de marcadores moleculares residem em prover
instrumentos para os mais diversos estudos ja realizados pela genética
classica. A principal aplicacao de estudos de genética de plantas é o
melhoramento genético, isto é, a selecao artificial de plantas na busca do
aprimoramento de suas caracteristicas agronémicas ou de qualidade do
produto agricola. Os trabalhos de melhoramento genético vém
acrescentando grandes ganhos no rendimento agricola. Por proverem um
numero quase que ilimitado de possiveis alelos, marcadores moleculares
ampliam em muito a possibilidade de investigacao genémica nas diversas
espécies.

As tecnologias para obtencao de marcadores moleculares serao abordadas
brevemente, tendo sido ja descritas em maior detalhe em uma diversidade
de publicacdes (NOBREGA et al., 1999; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998; SOUZA, 2001). Aqui serao enfatizados aspectos genéticos dos
marcadores mais utilizados em genética de plantas.Os procedimentos
bésicos para obtencao de marcadores serao abordados apenas para alguns
marcadores largamente utilizados em genética de plantas, por serem
suficientes para discutir os tépicos aqui abordados quanto a caracteristicas
de interesse agrondmico como niimero de alelos por loco, dominancia ou
codominancia e polimorfismo.

2. Enzimas diferem quanto a mobilidade eletroforética

Entre os marcadores moleculares podem estar as isoenzimas, que nao sao
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DNA, mas sim proteinas visualizadas em gel. Por isso alguns autores as
chamam de marcadores bioquimicos.

As enzimas sao sintetizadas, como todas as proteinas, a partir de um RNA
mensageiro, por sua vez transcrito a partir de uma seqiéncia de DNA, um
gene. Estes genes podem ter diferencas entre si, codificando enzimas que,
embora tenham as mesmas funcdes metabdlicas, diferem entre si em
algumas propriedades. Estas diferentes formas de uma enzima sao
chamadas isoenzimas. Além de, em um Unico loco, poderem existir
diferentes alelos de um mesmo gene, codificando diferentes isoformas de
uma enzima, freqlientemente em Unico organismo existem varios genes, em
varios locos, que codificam a mesma enzima.

Enzimas, como outras proteinas, tém carga elétrica. Quando em solucéo,
podem ligar-se a ions e anions livres, modificando sua carga, por isso sao
chamadas de substancias anféteras. Entao, se colocadas em um campo
elétrico, migram conforme seu peso molecular e sua carga elétrica liquida.
Como isoenzimas podem diferir quanto a estas caracteristicas, a
eletroforese vem sendo a maneira usual de identificar suas diferentes
isoformas. Assim, proteinas totais de um organismo sao colocadas em um
gel com porosidade suficiente para que se movimentem e, entao, sao
submetidas a um campo elétrico.

Entao, para verificar a presenca de isoformas de uma enzima especifica,
apos o periodo de algumas horas de migracao no gel, utilizam-se substratos
especificos para a enzima, que fornecam produtos coloridos. A presenca de
cor é utilizada como indicadora da presenca da enzima.

Quando as isoformas observadas sao produzidas a partir de genes de um
mesmo loco podem ser chamadas aloenzimas. Pode-se deduzir se duas ou
mais bandas sao produzidas a partir de um ou mais locos a partir da
observacao de géis de uma populacado segregante. Se a segregacao ocorre
de maneira independente, como postulado na Segunda Lei de Mendel,
infere-se serem produtos de genes de diferentes locos, ndo ligados. Havera
maior certeza do nimero de locos se esta populacao for obtida a partir do
cruzamento de pais contrastantes, se o perfil eletroforético dos pais for
também observado.

13
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Uma complicacao na andlise de isoenzimas é a possibilidade serem
compostas por duas ou mais subunidades, sendo estas codificadas por
alelos de um mesmo loco ou por genes de locos distintos. As enzimas
formadas por duas, trés ou quatro subunidades sao chamadas,
respectivamente, diméricas, triméricas e tetraméricas, e ndao sao incomuns.
A maneira de proceder as andlises, nestes casos, foi descrita por Nébrega
etal. (1999), Alfenas et al. (1991) e Alfenas (1998).

3. Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso

O polimorfismo de DNA amplificado ao acaso é conhecido principalmente
através da sigla de seu nome em inglés, Random Amplified Polymorphic
DNA, RAPD. Esta técnica baseia-se na duplicacao do DNA, in vitro,
utilizando PCR.

Na reacao de PCR para obtencao de marcadores RAPD sao necessérios,
como em qualquer PCR, uma pequena seqiiéncia do DNA complementar ao
DNA que se deseja estudar, conhecida como iniciador ou primer (ver Figura
1). O primer é colocado em um pequeno tubo junto com o DNA em estudo
(molde para a duplicacdo de DNA), a enzima DNA polimerase termoestavel,
nucleotideos, uma solucao tampao e magnésio. Esta mistura, ou mix, é
submetida a 20 a 30 ciclos de temperatura de 95°C, para denaturacao do
DNA, uma temperatura mais baixa para anelamento dos primers, e 72°C
para atividade da DNA polimerase e extensao das fitas.

Como em qualquer PCR, para que a amplificacdo ocorra exponencialmente
e o fragmento amplificado seja de tamanho constante, sdo necessarios dois
sitios de anelamento dos primers, que devem anelar em locais que tém
entre si uma distancia amplificavel e cujas extremidades 3 “ (a direcao de
duplicacao do DNA é sempre 5° em direcdo a 3 ) posicionem-se
internamente ao fragmento a ser amplificado (ver Figura 1). E necessario
que o primer ndo possua sequéncia palindréomica’, ou a amplificacdo dar-se-
ia, indiferenciadamente, para a regiao entre os primers e externamente a
ela.

'Seqiiéncia palindrémica de DNA é aquela que fornece a mesma leitura quando lida no sentido da posicéo
3’ para a posicao 5’ ou vice-versa.
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3 "ATCGGATACTATCGGGTATCTCC........ TTACATACTATA AGTATCCGAT 5~
5'TAGCCTATGA 3~

3 "AGTATCCGAT 5~
5 "TAGCCTATGATAGCCCATAGAGG........ AATGTATGATATTCATAGGCTA 3~

Fig. 1. Os primers RAPD anelam-se nas duas fitas de maneiras opostas, ou seja,
com as posicoes 3 posicionando-se internamente a regido a ser amplificada

O que diferencia a reacao de PCR para obtencao de marcadores RAPD de
outras reacoes PCR é o tamanho do primer. No RAPD o primer é de 10
bases, tamanho suficientemente pequeno para que uma seqiiéncia aleatéria
encontre, em qualquer genoma, duas seqiiéncias complementares na
posicao necessaria e haja duplicacao do DNA (ver Quadro 1). Isto ocorre
normalmente de duas a dez vezes por genoma, resultando em uma a dez
bandas no gel. Devido ao menor tamanho do primer, menos pontes de
hidrogénio serao formadas entre primer e DNA molde. A temperatura de
anelamento deve ser menor (cerca de 35°C) que em PCR utilizando primers
especificos (quando seria de 40°C a 60°C).

Procedimentos semelhantes, com primers inespecificos, foram
desenvolvidos simultanea e independentemente por Willians et al. (1990) e
Welsh e McClelland (1990), sendo a denominacao RAPD sugerida pelo
primeiro grupo.

Também é preciso que primers com 10 bases contenham, pelo menos,
50% de guanina e citosina. Isto se justifica pelo maior nimero de pontes
de hidrogénio responsaveis pela ligacao G-C (3 pontes) do que pela ligacao
A-T (2). Assim, um hibrido primer-DNA com menos de 50% de GC,
provavelmente, ndo permanece anelado com a temperatura de
polimerizacao (72°C), havendo separacao antes da DNA polimerase
termoestavel iniciar a polimerizacao.

Os segmentos de DNA amplificados através da técnica RAPD sao
separados em eletroforese de acordo com seu peso molecular, que reflete o
numero de pares de base (pb), e visualizados sob luz ultravioleta apés
coloracao com brometo de etidio. Cada produto de amplificacdo devera ser
visualizado como uma banda, portanto, espera-se encontrar normalmente

15
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Quadro 1: O tamanho do primer em RAPD e o nimero de fragmentos
esperados

O tamanho do primer RAPD, 10 pb, é pequeno, fazendo com que a
chance de anelamento seja relativamente alta. No caso de um primer
maior, como os usados para amplificacdo de uma seqliéncia conhecida,
de 18pb a 24 pb, a chance de encontrar uma seqiiéncia complementar é
bem menor. Por isso o primer RAPD ¢ inespecifico, e um mesmo primer
pode ser utilizado para amplificacdo de seqliéncias nos mais diferentes
genomas. Enquanto que o primer de 18 pb é especifico e amplifica sé
uma sequéncia, geralmente, o primer RAPD amplifica 2 a 10 bandas.

A probabilidade de uma seqliéncia ser complementar a uma seqiiéncia
aleatoria de 10 pb é de 1 / 4'°, pois, como sdo 4 as bases que
compdem o DNA (A, T, C e G), a probabilidade de a primeira ser, por
exemplo, A, e de’s . A probabilidade de a primeira ser A e a segunda G
é de (1/4) x (1/4), e a probabilidade de se encontrar 10 determinadas
bases em seqliéncia é de 1 / 4°.

Porém, para que a amplificacdao de marcadores RAPD ocorra de maneira
exponencial e simultaneamente, o fragmento amplificado seja de
tamanho constante, sdo necessarios dois sitios de anelamento dos
primers, distando entre si uma distancia amplificavel, ou seja, entre 500
e 2500 pb. Ou seja, cerca de 2000 posicoes de distanciamento entre os
primers sao aceitaveis. Entdo, a probabilidade de que isto ocorra é

p=2000 x 1/4*=1,819.10°

No genoma da principal espécie cultivada de algodao, Gossypium
hirsutum, de tamanho estimado em 2,38 x 10%b, o nimero n esperado
de fragmentos RAPD, com base na probabilidade p calculada, seria

n=238x10°,p =1,3

No entanto, verifica-se um nimero maior de bandas. Igbal et al. (1997)
encontraram cerca de 7 bandas por primer. Isto provavelmente ocorra
devido a amplificacGes a partir de seqliéncias nao totalmente
complementares, ou seja, a complementariedade entre nove ou oito pares
de bases seja suficiente para que ocorra anelamento e duplicacao de
DNA. O nimero de bandas maior do que o esperado é verdadeiro para a
maioria das espécies estudadas. O pareamento de primers ndo totalmente
complementares deve ser maior quanto menor o tamanho do genoma,
pois nas mais diversas estudadas, mesmo o tamanho dos genomas
sendo muito varidvel, o nimero de bandas permanece praticamente
constante (Ferreira e Gattapaglia, 1998).
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de 2 a 10 bandas. O polimorfismo entre dois individuos é verificado pela
comparacao do perfil eletroforético dos produtos de amplificacao obtidos
pela utilizacao dos mesmos primers e condicoes de reacao.

Como na maioria dos marcadores moleculares, as informacdes fornecidas
por um Unico marcador RAPD séao baixas, sendo necessario analisar
diversos primers para que se obtenha resultados Uteis. Os dados obtidos a
partir de um conjunto de primers podem ser ampliados com a utilizacdo dos
primers isoladamente e em pares. Quando usados em pares, o padrao de
amplificacdo apresenta novos produtos, enquanto alguns formados pela
utilizacdo isolada dos primers ndo sao detectados (WILLIANS et al., 1993).

Os marcadores RAPD apresentam algumas vantagens em relacao a outros
marcadores: um mesmo conjunto de primers pode ser usado em qualquer
espécie; permite analisar um maior nimero de amostras por unidade de
tempo; o investimento na instalacédo do laboratério e o custo por amostra
sdo menores; os procedimentos sao simples e nao incluem radiois6topos;
permite a automacao do processo. A principal limitacdo do uso de RAPDs é
sua dominancia, que ficard melhor compreendida apds a leitura do item 6.

4. Microssatélites ou Seqiiéncias Simples Repetidas

Microssatélites ou Seqiiéncias Simples Repetidas (SSR, do inglés, Simple
Sequence Repeats) ou sao partes constituintes de DNAs de eucariotos
formado de seqliéncias de um a cinco nucleotideos que se repetem. Essas
sequiéncias repetitivas sao flanqueadas por seqiiéncias Unicas. Para que os
microsatélites sejam utilizados em biotecnologia como marcadores
moleculares, primers complementares as sequiéncias Unicas que flanqueiam
os microsatélites sao utilizados em PCRs Neste caso, os primers
constituem-se de 18 a 24 nucleotideos, em nimero suficientemente grande
para que este primer ndo encontre outra seqiiéncia complementar que nao
a do microsatélite.

A maior dificuldade de se utilizar SSR é justamente de se obter as
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seqléncias a serem utilizadas como primers. Para obté-las, é necessério
fazer bibliotecas gendmicas e selecionar clones, utilizando-se como sondas
sequéncias repetitivas. Uma vez selecionados estes clones sao
seqlienciados. Nem todos os microssatélites localizados poderao ser
utilizados para rotina como marcadores moleculares. Deseja-se que o
produto de amplificacdo nao seja maior que 200pb para que os alelos sejam
efetivamente separados, ndo deve haver no primer seqiiéncias repetitivas
para evitar anelamento inespecifico e deve haver um conteddo minimo de
40% C + G (REDDY et al., 2001). Deve-se ainda observar entre os
possiveis primers, utilizando-se programas computacionais, os seguintes
itens: /) presenca de grampos (anelamento do primer com ele mesmo,
quando dobrado) e dimeros (anelamento de dois primer). Estas estruturas
devem estar ausentes ou, se presentes, ter baixa estabilidade. /i)
temperatura de anelamento: serd tanto maior quanto menor a
porcentagem de A+ T emrelacdo a T+ G. Um destes programas pode ser
encontrado em www.generunner.com .

Em mamiferos, incluindo o genoma humano, os marcadores microssatélites
sdo os mais utilizados, porém em plantas parecem ser menos abundantes,
pois sao encontrados a cada 29 ou 80 kb, enquanto que no genoma
humano existe em média uma seqiiéncia SSR a cada 6 kb. Além disso,
enquanto que em mamiferos sabe-se que as seqliéncias mais freqlientes
sao dinucleotideos CA e TG, facilitando sua localizacdo, em plantas ha uma
variabilidade de tipos de deteccdes. Assim, hd menor quantidade de
primers de SSR em plantas, dificultando seu uso (CARDLE et al., 2000).

Os segmentos de DNA amplificados sao separados em eletroforese em géis
de acrilamida ou agarose de alta resolucao, que fornecem melhor distincao
entre fragmentos que diferem pouco entre si quanto ao peso molecular.
Quando em géis de acrilamida, a coloracao do DNA para visualizacao de
bandas é feita com prata.

As vantagens da utilizacao de microssatélites em relacao a outros
marcadores moleculares sao a facil exequibilidade, uma vez disponiveis
primers para a espécie em estudo, o alto polimorfismo e a boa distribuicao
no genoma.
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5. Marcadores diferem quanto a habilidade de detectar
polimorfismo

Se existe diversidade genética em uma populacao, ela deve ser detectada
pelo marcador molecular. Porem, esta “habilidade” pode ser maior ou
menor, dependendo das bases genéticas deste marcador. Existe a
tendéncia de que genes sejam mais conservados do que as regioes de DNA
sem funcao, como seqUiéncias repetitivas, ja que dependendo da alteracao
no DNA do gene, a proteina ou nao seria codificada ou nao teria funcéao,
tendendo a nao serem selecionadas. Com efeito, verifica-se que
marcadores microssatélites, que detectam regioes nao codificadoras, sao
muito mais polimérficos que isoenzimas. O RAPD, que amplifica igualmente
locos de regides repetitivas como genes, tem polimorfismo estimado maior
do que o marcador baseado no Polimorfismo no Fragmento de Fragmentos
de Restricao, mais conhecido como RFLP, do inglés, Restriction Fragment
Length Polimorphism (GARCIA et al., 1995), e é especialmente adequado
na analise de individuos com baixa divergéncia genética (WILLIANS et al.,
1993).

O conteldo de informacao de polimorfismo, conhecido pela sigla PIC , de se
nome em inglés, Polymorphism Information Content, pode ser estimado por

n
Pic=1- Y fi?
i=1

onde f.é a freqiiéncia do iésimo alelo. Calculado assim, o valor de PIC
reflete tanto o nimero de alelos como a freqiiéncia de cada alelo, e sera
maior quanto maior for o nimero de alelos e quanto mais equivalentes as
freqliéncias alélicas. Assim, com dois alelos, o valor de PIC serd maximo
quando a freqliéncia de cada um deles for 0,5. Com este célculo, PIC
torna-se sindbnimo de heterozigosidade (ROBINSON, 1998) e diversidade
genética (SENIOR et al., 1998).
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Tanto na selecao assistida como no mapeamento genético (ver adiante) a
investigacao é feita com base na segregacao de marcadores. S6 se
observa segregacao se houver polimorfismo. Logo, o fato de um marcador
ser altamente polimérfico é considerado vantajoso.

6. Dominancia e codominéancia

Por terem diferentes bases genéticas os marcadores moleculares diferem
quanto ao tipo de segregacao esperada em F2. Se imaginarmos uma
enzima codificada em um Unico loco com dois alelos, sabemos que os
homozigotos para cada loco, como codificam uma s6 isoforma,
apresentarao uma s6 banda, enquanto que os heterozigotos apresentarao
duas bandas (contanto, é claro, que as isoformas possam ser distintas
entre si na eletroforese). Portanto, marcadores isoenzimaticos sao
considerados codominantes. O cruzamento de dois homozigotos
contrastantes entre si, resultaria em F2 numa segregacao do tipo 1:2:1,
como o esperado no caso de codominancia génica. Isto pode ser testado
através de um teste qui-quadrado.

No caso de marcadores RAPD, como comentado no item 3, uma banda
reflete a amplificacao de um segmento entre dois sitios de anelamento do
primer. Algumas diferencas genéticas entre individuos serao detectadas
por marcadores RAPD. Para explicar quais sao elas, vamos imaginar que
temos um gendtipo, chamado “selvagem”, que produz uma banda, e um
gendtipo alterado em relacao a este, chamado “mutante”. O gendtipo
“mutante” podera ser diferenciado do “selvagem” pelo RAPD quando
contiver:

(a) Substituicdo de uma ou mais bases no sitio de anelamento.

(b) Delecao de um fragmento contendo 1 ou 2 sitios de anelamento do
primer

(c) Insercao de um segmento grande de DNA entre os 2 sitios de
anelamento, conduzindo a um fragmento muito grande para ser
amplificado;
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(d) Insercao ou delecao de um pequeno segmento de DNA entre os sitios de
anelamento do primer.

Nos casos (a), (b) e (c), existe presenca de banda no genétipo “selvagem”,
seja ele homozigoto ou heterozigoto para a presenca dos dois sitios de
anelamento. Individuos homozigotos para o alelo “mutante” apresentarao
auséncia de banda. Nestas situacdes, em F2, ocorrerd segregacao do tipo
3:1 para presenca/auséncia de bandas e o marcador RAPD sera dominante.

No caso (d) o gendtipo “mutante” também apresentard uma banda,
resultado da amplificacdo de um segmento, de maior ou menor mobilidade
eletroforética do que banda do fendtipo “selvagem”, decorrentes,
respectivamente, da delecao e da insersdao de um fragmento. Individuos
heterozigotos apresentarao duas bandas. Nesta situacao apenas, o
marcador RAPD é considerado codominante.

Quase na totalidade dos casos, os marcadores RAPD sao dominantes,
impossibilitando a deteccao de individuos heterozigéticos. A dominancia
pode restringir a possibilidade de sua utilizacdo em andlises genéticas onde
seja importante diferenciar homozigotos de heterozigotos. Isto seré
particularmente importante em populacoes de plantas al6gamas, onde a
porcentagem de locos em heterozigose é alta. Nos casos onde os individuos
avaliados sdo todos homozigotos, a segregacdao dominante dos RAPD nao
representa limitacdo, como em selecoes dentro de variedades compostas
por uma mistura de linhas puras ou populacoes locais onde os individuos
embora heterogéneos entre si, sdo homozigotos. Em estudos envolvendo
diversidade ou distancia genética em plantas autégamas, como as plantas a
serem analisadas para a identificacao e determinacao da diversidade sao
homozigotas, a segregacao dominante dos marcadores RAPD nao produz
menos informacdes do que os marcadores codominantes. Assim, as
caracteristicas de menor custo, maior rapidez e melhor exploracao da
variabilidade molecular existente, fazem a técnica RAPD ser especialmente
recomendada.

E possivel ampliar a oportunidade de marcadores RAPD comportarem-se
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como dominantes pela associacao com metodologias que permitam a
identificacdo de pequenas variacoes na seqliéncia de bases de duas bandas
aparentemente iguais, como o tratamento com enzimas de restricdo e a
utilizacado de géis com gradiente de condicoes desnaturantes (WEISING et
al., 1995).

Microssatélites também sao considerados codominantes, uma vez que
alelos diferentes podem ser observados como bandas distintas e,
consequentemente, a segregacao observada é do tipo 1:2:1. Os
marcadores microssatélites podem eventualmente comportar-se como
dominantes, no caso de a diferenca entre os genétipos que segregam
residir, ndo no nimero de seqliéncias repetitivas, mas no sitio de
anelamento dos primers.

7. Associando uma caracteristica de interesse a um
marcador

Uma das dificuldades encontradas no melhoramento genético é o fato do
ambiente interferir na expressao genotipica. Um exemplo onde o ambiente
interfere drasticamente é o caso de resisténcia a doencas. A doenca pode
nao ocorrer por inexisténcia de inéculo ou condicoes climaticas favoraveis
para seu desenvolvimento, de forma que nao existe incidéncia ou
severidade da doenca o suficiente para que se diferenciem plantas
suscetiveis de plantas resistentes. Assim, seria altamente desejavel que a
selecao pudesse ser feita para a presenca do gene em si, ao invés de se
fazer selecao para o fenétipo, e isto seria facilmente executével no caso de
se ter certeza do efeito de determinado gene num fenétipo buscado pelo
melhoramento. No entanto, atualmente o conhecimento genémico da
grande maioria das espécies de plantas é tal que raras sao as
caracteristicas de interesse agrondmico para as quais a sequiéncia génica é
conhecida. Entao, existe a alternativa de identificar marcas génicas ligadas
ao gene de interesse, que co-segreguem com ele.

Para encontrar marcadores para uma caracteristica, é necessério observar
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uma populacao segregante, tanto para a caracteristica de interesse como

para o marcador. Normalmente, essa populacao é obtida a partir do
cruzamento de dois gendtipos contrastantes para a caracteristica. Na
populacao segregante observa-se cada individuo tanto para a caracteristica

de interesse (por exemplo, resisténcia ou suscetibilidade a uma doenca)

como para uma série de marcadores moleculares. A seguir, faz-se um teste
para verificar ligacdo de cada marcador com o gene de interesse (Figura 2).

A -I:X P? I Planta
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Fig. 2. A) A identificacdo de um marcador ligado a uma caracteristica agronémica
de interesse, por exemplo resisténcia de plantas a doencas, é feita em uma
populacao que segregue tanto para a caracteristica de interesse como para o
marcador. Normalmente, a populacédo segregante é uma populacao F2 obtida
pelo cruzamento de pais contrastantes (P1 x P2). Neste exemplo, a resisténcia a
doenca é dominante sobre suscetibilidade, pois plantas F1 séo resistentes e
predominam em F2. Observando cada individuo F2 simultaneamente para uma
caracteristica de interesse e uma série de marcadores, espera-se encontrar pelo
menos um marcador ligado. B) Marcador dominante ligado in cis ao gene de
interesse, pois quase sempre esta presente quando a caracteristica agronémica de
interesse esté presente. Um marcador dominante ligado in trans estaria quase
sempre ausente quando a caracteristica de interesse estivesse presente. C)
Marcador codominante ligado a caracteristica de interesse: plantas resistentes a
doenca contém o marcador ligado in cis a resisténcia (no exemplo, a banda de
menor mobilidade eletroforética, pois ela esta presente no parental resistente) em
homozigose ou em heterozigose.



24

Marcadores Moleculares como Ferramentas para Estudos de Genética de Plantas

Como é necessério encontrar um marcador ligado a caracteristica de
interesse, é desejavel que os marcadores tenham boa distribuicdo no
genoma. RAPD e microssatélites tém melhor distribuicdo no genoma que
isoenzimas, mas quaisquer destes sao muito mais freqlientes e dispersos do
que os marcadores morfolégicos.

Marcadores ligados ao gene de interesse podem servir para selecao indireta
de individuos no melhoramento de plantas. Este processo chama-se selecao
assistida por marcadores.

A selecao assistida é particularmente importante quando realizada para
caracteres que se expressam em estagios de desenvolvimento avancado,
como caracteristicas de frutos e sementes, quando o padrao de heranca é
recessivo ou quando ha necessidade e operacdes especiais para que o gene
se expresse, como para resisténcia a pragas e doencas. Em doencas, a
selecao assistida evita erros devido a métodos de inoculacao inadequados
ou ineficientes e possibilita selecionar plantas resistentes a patégenos nao
existentes na regido onde se realiza o programa de melhoramento, ou onde
a inoculacao artificial represente riscos as lavouras comerciais.

8. Mapas genéticos : um exemplo utilizando
marcadores RAPD

Construir um mapa genético envolve: /) encontrar grupos de genes e
marcadores ligados, constituindo grupos de ligacao /) medir a distancia
genética entre estes genes e marcadores, dada pela porcentagem de
gametas recombinantes.

Um mapa genético pode auxiliar na localizacdo de genes ainda nao
mapeados, ja que fornece a distribuicdo gendmica dos marcadores. Isto é
importante particularmente quando se deseja mapear caracteristicas
controladas por vérios genes, também chamadas caracteristicas
quantitativas. Os locos mapeados recebem o nome de locos de
caracteristicas quantitativas, mais conhecidos pela sigla do nome em inglés,
QTL (Quantitative Trait Loci).
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Quando a espécie ja possui um mapa genético molecular, procura-se
determinar a posicao do marcador associado ao gene de interesse, através
da associacao a marcadores ja presentes no mapa.

Um trabalho preliminar a producdo do mapa é a escolha dos progenitores a
serem utilizados. Os progenitores devem ser o mais divergentes possivel
para possibilitar a andlise de um grande nimero de marcadores segregantes
na populacao. Em muitos casos, para explorar ao maximo a divergéncia, o
mapa € obtido a partir de um cruzamento entre uma espécie cultivada e
uma espécie selvagem, sendo, portanto, um mapa interespecifico.

A dominancia de um marcador, impossibilitando a deteccao de individuos
heterozigdticos, nao é uma limitacao para a construcao de mapas em
populacées recombinantes homozigéticos, como linhagens endogéamicas
recombinantes ou de duplos hapléides. Tampouco limita para populacdes de
retrocruzamento.

Na construcéo de mapas moleculares para populagdes F, ou F,,
considerando dois marcadores (locos A e B) a dominancia dos marcadores
RAPD permite a deteccao de apenas 4 classes fenotipicas havendo 10
gendtipos possiveis (Tabela 1)

Contudo, a estimativa da distancia entre marcadores pode ser realizada
sem a necessidade de teste de progénie, caso se considere que todos os

Tabela 1. Gendtipos existentes dentro das classes fenotipicas detectadas em
uma populagéo F,, considerando 2 genes (A e B) ligados e supondo a existéncia
de equilibrio entre os alelos.

Fenotipo Gendétipo

| AB/AB; AB/ab; AB/aB*; Ab/AB*; Ab/aB**
1] Ab/Ab**; Ab/ab*

1" aB/aB* *; aB/ab*

v ab/ab

Notas: * individuos formados por apenas 1 gameta recombinante;
** individuos formados por 2 gametas recombinantes.
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gametas sao igualmente vidveis dentro da populacdo. Se uma combinacao
génica resultar em viabilidade diferencial dos gametas, os resultados
obtidos podem conter erros grosseiros.

Um exemplo hipotético de construcé@o de mapas a partir de F, é dado a
seguir. Considere que a populacao foi obtida do cruzamento AB/AB X ab/
ab, e que a andlise por RAPD forneceu os resultados apresentados na
Figura 3:

Verifica-se na Figura 3 a existéncia de ligacao entre os marcadores A e B,
evidenciada pela segregacao em F2. Supondo igual viabilidade gamética, os
gendtipos que compoem cada classe fenotipica sdo os apresentados na
Tabela 1. Pode-se observar que, com excecéao da |V, as classes sao
compostas por mais de um genétipo, sendo as Il e lll compostas
unicamente por recombinantes e a | por recombinantes e nao
recombinantes.

AB/AB aa'bb AB/b
66% 9% 9% 16%

Fig. 3. Andlise do cruzamento entre AB/AB e ab/ab, sendo A e B produtos de
amplificacdo RAPD, e a proporc¢do de cada fené6tipo RAPD verificado em F,.Os
gendtipos que compdem as classes fenotipicas I, Il, lll e IV podem ser
observados no quadro 4.

Caso se considere ‘x’" a freqliéncia de cada gameta recombinante e (0,5-x)
a freqliéncia de cada gameta parental, a proporcao de cada genétipo é
dada na Tabela 2.

Observa-se que o gendtipo ab/ab tem proporcéo esperada (x2-x + 0,25).
Como a classe IV é composta exclusivamente por individuos ab/ab, é
possivel estimar a freqtiéncia de cada gameta recombinante (x):
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Tabela 2. Proporcdes esperadas de cada gendtipo em uma populacéo F,, obtida
do cruzamento entre AB/AB e ab/ab, considerando que os genes A e B estao
ligados e que se recombinam a uma freqtiéncia igual a 2x.

AB Ab aB ab
(0,5-x) (x) (x) (0,5-x)
AB (0,5x) (x%-x+0,25) (0,5x-x?) (0,5x-x?) (x*-x+0,25)
Ab (x) (0,5x-x?) (x?) (x?) (0,5x-x?)
aB (x) (0,5x-x?) (x?) (x?) (0,5x-x?)
ab (0,5-x) (x*-x+0,25) (0,5x-x?) (0,5x-x?) (x*-x +0,25)

x?-x+0,25=0,16
x2-x+0,09=0
x=0,10

A distancia genética entre os locos é dada em unidades de recombinacéao e
é igual, em nimero, a porcentagem de gametas recombinantes formados
em F,. Conforme ilustrado na Tabela 2, em F, s&o formados dois tipos de
gametas recombinantes, em iguais proporcoes, x Ab e x aB. Portanto, a
porcentagem de gametas recombinantes sera 2x, que é igual 20%. Como,
arigor, a correspondéncia entre porcentagem de recombinantes e disténcia
de recombinacao nao é exata, pode-se utilizar ferramentas, como a curva
de Haldane (STAUB et al., 1996). Tem-se que a distancia entre os 2
marcadores é de 20 unidades de recombinacao.

9. Identificacao de Genétipos (fingerprinting) e Estimativa
da Diversidade Genética Utilizando Marcadores
Moleculares

As caracteristicas genéticas de populacoes ou cultivares podem ser
mensuradas por caracteres morfolégicos. Porém, marcadores moleculares
podem ampliar em muito o poder de deteccao de diferencas entre e dentro
de populacdes, particularmente se forem altamente polimérficos.
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Os marcadores moleculares permitem obter um padrao de polimorfismo
Unico na comparacao de diferentes gendétipos. Através da identificacao
molecular de gendtipos € possivel realizar trabalhos de caracterizacao de
variedades e cultivares, realizar controle de pureza de sementes, verificar a
taxa de fecundacao cruzada existente, detectar variacao somaclonal em
cultura de tecidos, constatar a obtencao de hibridos soméaticos e reduzir o
numero de geracdes de retrocruzamento necessdrias para a recuperacao
do progenitor recorrente.

Uma vez estabelecida a identificacdo molecular de um conjunto de
gendtipos, é possivel avaliar a diversidade genética entre eles. Caso os
gendtipos avaliados sejam escolhidos por uma razao qualquer, a diversidade
verificada representa, unicamente, a existente entre estes materiais. A
diversidade estimada pode representar a existente dentro e entre
populacdes diferentes, se cada populacao estiver representada por uma
amostra de individuos.

Em programas de melhoramento pode-se querer maximizar a divergéncia
genética em uma populacao. A escolha de pais divergentes é muito
importante quando se deseja iniciar um programa por hibridacao, pois
permite a ocorréncia de um maior nimero de recombinacdes nas
populacdes segregantes. Entdo, marcadores moleculares sao usados para
medir a distancia genética entre os pais, optando-se pelos cruzamentos
onde os pais sao mais distantes entre si. Em contrapartida, progenitores
menos divergentes podem facilitar a recuperacao do progenitor recorrente
em programas de retrocruzamento (ABDELNOOR, 1994).

Estimativas da diversidade podem ser obtidas por métodos que verifiquem a
similaridade ou a distancia existente. Diversos coeficientes podem ser
empregados, entre os quais se destacam: Jaccard, Coincidéncia Simples
(simple matching), cuja metodologia de célculo foi bem descrita por Fungaro
& Vieira (1998) e a distancia média euclidiana e a distancia generalizada
Mahalanobis (CRUZ e REGAZZI, 1997). Os resultados sdo agrupados em
uma matriz, utilizada na construcao de dendogramas através de técnicas de
agrupamento (CRUZ e REGAZZI, 1997), como o método das médias das
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distancias ou UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical
Averages”) (FUNGARO e VIEIRA,1998). Os resultados obtidos pelos
diferentes coeficientes podem diferir entre si.

10. Algumas populacdes segregantes facilitam o
mapeamento de genes

Para a obtencao de marcadores associados a genes é necessério analisar
gendtipos contrastantes. As populacdes segregantes mais freqlientemente
utilizadas sao as linhagens quase isogénicas, em inglés ‘Near isogenic lines’
(NIL), e plantas F, em um procedimento conhecido como ‘Bulked Segregant
Analysis’ (BSA).

As linhagens quase isogénicas sao linhagens que apresentam a mesma
constituicdo genética, diferindo apenas em um carater. Elas sdo obtidas
através da hibridacao entre duas linhagens contrastantes, seguida de
diversos ciclos de retrocruzamento, fazendo-se selecao para o carater que
se deseja estudar.

Um procedimento alternativo para a obtencao de NIL’s foi desenvolvido por
Haley et al. (1994b), que ao invés de retrocruzamentos, utiliza um processo
que vincula o desenvolvimento de NIL’s aos métodos convencionais de
desenvolvimento de cultivares e linhagens em plantas autégamas. Neste
procedimento, os processos de melhoramento sdao conduzidos normalmente
através de pedigree, pedigree modificado, bu/k ou combinacdes destes
métodos. Através de NIL's obtidas por este procedimento, os autores
encontraram um marcador RAPD intimamente ligado (2,23 +1,33cM) ao
gene Ur-3, um gene maior que confere resisténcia a algumas racas de
Uromyces appendiculatus, agente causal da ferrugem do feijoeiro.

BSA foi desenvolvido por Michelmore et al. (1991). Consiste em dividir uma
populacéo F, em duas subpopulacdes de acordo com a expresséo da
caracteristica de interesse. De cada subpopulacéao é retirada uma amostra
de 10 a 15 individuos homozigotos, determinados através do teste de
progénie. Para cada amostra, o DNA das plantas é extraido e misturado,
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formando um pool. Os dois poo/s obtidos, um de cada amostra, sao
submetidos a amplificacdo. Como as regioes do genoma nao associadas a
caracteristica devem estar igualmente representadas nos pools, espera-se
que o polimorfismo observado entre os pools esteja ligado a caracteristica
em estudo.

Uma variacdo do BSA foi desenvolvida por Choi e Skorupska (1995) que,
ao invés de utilizar uma populacéo F, para formar pools contrastantes,
utiliza uma mistura de diferentes cultivares com resposta comum a
determinado carater para compor cada pool. Empregando esta estratégia
eles conseguiram observar polimorfismo RAPD entre pools de soja
contrastantes para resisténcia ao nematéide do cisto. Porém, os autores
nao verificaram se os produtos de amplificacao polimérficos estavam
ligados a resisténcia.

A escolha do tipo de material vegetal a ser empregado nos estudos, se
NIL’s derivados de retrocruzamento, NIL’s derivadas de um processo de
selecao, BSA ou combinacdes destes processos, depende das condicdes e
facilidades locais.

11. Como otimizar a informacao fornecida por marcadores
dominantes

A dominancia dos marcadores RAPD pode ser contornada pela utilizacao
de dois marcadores em fases de ligacao diferente, um in cis, isto é,
localizado no mesmo cromossomo que contem o gene de interesse, e outro
in trans, isto é, localizado no cromossomo homélogo, que ndo contem o
gene de interesse (WILLIANS et al., 1990, (Figura 4). Os homozigotos para
o gene de interesse possuem apenas a banda do marcador in cis, e os
individuos heterozigotos possuem as 2 bandas, uma correspondente ao
marcador /in cis e uma correspondente ao marcador in trans. A eficacia
com que heterozigotos podem ser identificados depende da distancia entre
o par de marcadores, sendo tanto maior quanto menor for a distancia.

Para realizar selecao assistida em populacoes de retrocruzamento, que sao
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Fig. 4. Identificacdo de heterozigotos utilizando dois marcadores RAPD, um in
cis outro in trans.

=>

sempre heterozigotas para os genes de interesse, marcadores ligados in cis
podem servir para selecionar os genétipos heterozigéticos, que sdo aqueles
que contém o gene de interesse. Marcadores dominantes in trans nao tém
o poder de identificar gendtipos que contém o gene de interesse em
populacdes de retrocruzamento, pois amplificariam bandas tanto nos
heterozigotos como nos homozigotos (Tabela 3).

Em populagdes F,, marcadores in trans sdo os mais informativos. Como
pode ser observado na Tabela 4, os marcadores ligados a genes dominantes

Tabela 3. Em populacdes de retrocruzamento marcadores ligados in cis
selecionam os gendtipos heterozigdticos. Os marcadores in trans ndo podem ser
utilizados em selecdo assistida, pois o produto de amplificacao estaria presente
nos dois gendtipos formados.

. Rr resistente + -
dominante )

rr susceptiv. - -

. RR susceptiv. - -
recessiva 3

Rr susceptiv. + -

+ plantas selecionadas - plantas descartadas
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Tabela 4. Discriminac&o entre gendtipos de uma populagéo F, através de selecéo
assistida por marcadores RAPD ligados a um gene de resisténcia a doenca,
segundo a forma de ligacdo. No caso de o gene de interesse ser dominante, os
marcadores in trans selecionam apenas individuos homozigotos para a
caracteristica, enquanto a selecado através de marcadores in cis resulta na selecao
de individuos homo e heterozigotos.

Resisténcia dominante Resisténcia recessiva
Genotipo Fendtipo cis trans Fenotipo cis trans
RR 25 resist. + + suscep. - -
Rr 50 resist. + - suscep. + -
rr 25 suscep. - - resist. + +

+ plantas selecionadas - plantas descartadas

in trans selecionam apenas individuos homozigotos para a caracteristica,
enquanto a selecao através de marcadores /in cis resulta na selecao de
individuos homo e heterozigotos, sendo portanto menos eficiente. Como se
pode observar na Figura 5, marcadores in trans localizados a 20cM do
gene permite mais de 50% dos individuos selecionados sejam
homozigéticos para a caracteristica de interesse. J& marcadores
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Fig. 5. Composicéo tedrica da porcentagem de individuos de uma populacéo F2
selecionados através de um marcador RAPD. A marcadores in trans localizados a
20cM do gene permite mais de 50% dos individuos selecionados sejam
homozigéticos para a caracteristica de interesse. J&4 marcadores associados in cis
com ligacao absoluta selecionam apenas 33% de homozigdticos (Haley et al.,
1994a).
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associados /in cis com ligacdo absoluta selecionam apenas 33% de
homozigéticos (HALEY et al., 1994a).

Conclui-se que a informacao obtida de marcadores dominantes depende da
forma de ligacdo do marcador a caracteristica e do tipo de populacao a ser
averiguada.

Referéncias Bibliograficas

ALFENAS, A. C. (Ed.). Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins;
fundamentos e aplicacdes em plantas e microrganismos. Vicosa, MG: UFV,
1998. 574p.

ALFENAS, A. C.; PETERS, I.; BRUNE, W.; PASSADOR, G. C. Eletroforese
de proteinas e isoenzimas de fungos e esséncias florestais. Vicosa, MG:
UFV, 1998. 241p.

ABDELNOOR, R.V. Uso de marcadores moleculares na avaliacdo da
diversidade genética em cultivares de soja (G/ycine max (L.) Merrill). 1994,
53f. Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Vicosa,Vicosa, MG..

CARDLE, L.; RAMSAY, L.; MILBOURNE, D.; MACAULAY, M.; MARSHALL,
D.; WAUGH, R. Computational and experimental characterization of
physically clustered simple sequence repeats in plants. Genetics, v. 156, p.
847-54, 2000.

CHOI, I. S.; SKORUPSKA, H. T. RAPD marker seletion using DNA bulk of
cultivars for differential response in soybean cyst nematode races 3, 5 and
4. Soybean Genetics Newsletter, v. 22, p. 245-250.

CRUZ, C. D.; REGAZZI, A. J. Divergéncia genética. In: Modelos
biométricos aplicados ao melhoramento genético. 2. ed. Vicosa: UFV,
1997. p. 287-323.



34

Marcadores Moleculares como Ferramentas para Estudos de Genética de Plantas

GARCIA, G.M.; STALKER, H.T.; KOCHERT, G. Introgression analysis of
an interspecific hybrid population in peanuts (Arachis hypogea L.) using
RFLP and RAPD markers. Genome, v.38, n.1, p.166-176, 1995.

HALEY, S.D.; AFANADOR, L.K.; KELLY, J.D. Selection for monogenic
pest resistance traits with coupling- and repulsion-chase RAPD markers.
Crop Science, v.34, p.1061-1066, 1994a.

HALEY, S.D.; AFANADOR, L.K.; MIKLAS, P.N.; STAVELY, J.R.; KELLY,
J.D. Heterogeneous inbred populations are useful as sources of near-
isogenic lines for RAPD marker localization. Theoretical and Applied
Genetics, v.88, n.3-4, p.337-342, 1994b.

IQBAL, M. J.; AZIZ, N.; SAEED, N. A.; ZAFAR, Y. MALIK, K. A. Genetic
diversity evaluation of some elite cotton varieties by RAPD analysis.
Theoretical and Applied Genetics, v. 94, p. 139-144, 1997.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducao ao uso de marcadores
moleculares em andlise genética. 3. ed. Brasilia: Embrapa,1998. 220p.

FUNGARO, M. H. P.; VIEIRA, M. L. C. In: Aplicacdes de PCR em Ecologia
Molecular. In.: Melo, I. S.; Azevedo, J. L., (Ed). Ecologia microbiana.
Jaguaritna: Embrapa - CNPMA, 1998. Cap. 8, p. 205-227.

MICHELMORE, R.W.; PARAN, |.; KESSELI, R.V. Identification of markers
linked to disease-resistance genes by bulked segregant analysis: A rapid
method to detect markers in specif genomic regions by using segregating
population. Proceedings of National Academy of Science of USA, v.88,
p.9828-9832, 1991.

NOBREGA, M. B. M.; SANTOS, R. C.; FREIRE, R. M. M.; CARVALHO, J.
M. F. C. Principios e utilizacdo da técnica de eletroforese em géis de
amido e poliacrilamida. Campina Grande: EMBRAPA-CNPA, 1999. 103p.
(Documentos, 65).

REDDY, O. U.K.; PEPPER, A.E.; ABDURAKHMONOV, |; SAHA, S.;
LENKINS, J.N.; BROOKS, T.; BOLEK, Y.; EL-ZIK, M. New dinucletide and



Marcadores Moleculares como Ferramentas para Estudos de Genética de Plantas

trinucleotide microsatellite marker resources for cotton genome research.
Journal of Cotton Science, v.5, p.103-113, 2001.

ROBINSON, I. P. Aloenzimas na genética de populacdes de plantas. In:
ALFENAS, A. C. (Ed.) Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins;
fundamentos e aplicacdes em plantas e microrganismos. Vicosa: UFV,
1998. cap. 7, 329-380.

SENIOR, M. L.; MURPHY, J. P.; GOODMAN, M. M.; STUBER, C. W. Utility
of SSR for determining genetic similarities and relationships in maize using
na agarose gel system. Crop Science, v. 38, p. 1088-1098, 1998.

SOUZA, A. P. Biologia molecular aplicada ao melhoramento. In: NASS, L.
L.; VALQOIS, A.C. C.; MELO, I. S.; VALADARES-INGLIS, M. C. Recursos
genéticos e melhoramento —plantas. Rondondépolis: Fundacdao MT, 2001.
Cap. 29, p. 939-966.

STAUB, J. E.; SERQUEN, F. C.; GUPTA, M. Genetic markers, map
construction, and their application in plant breeding. HortScience, v. 31, p.
729-741, 1996.

WEIR, B. Genetic data analysis. Sunderland: Sinauer Associates, 1996.
445p.

WEISING, K.; NYBOM, H.; WOLFF, K.; MEYER, W. DNA fingerprinting in
plants and fungi. Boca Raton: CRC Press, 1995. 322p.

WELSH, J.; McCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with
arbitrary primers. Nucleic Acids Research, v.18, n24, p.7213-7218, 1990.

WILLIANS, J.G.K; HANAFEY, M.K.; RAFALSKY, J.A.; TINGEY, S.V.
Genetic analysis using random amplified polymorphic DNA markers.
Methods in Enzymology, v.218, p. 704-740, 1993.

WILLIANS, J.G.K; KUBELIK, A.R.; LIVAK, K.J.; RAFALSKI, J.A.; TINGEY,
S.V. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as
genetic markers. Nucleic Acids Research, v.18, n.22, p.6531-6535, 1990.

35



En@a

Algodéo

Ministério da Agricultura, L ReS
PeCUéria eAbaStECimento um P,[S DE TODOS

oooooooooooooo



