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Utilizacao das técnicas de marcadores moleculares
na genética de populacodes, na genética
quantitativa e no melhoramento de plantas

Maria Aldete Justiniano da Fonseca Ferreira

1- INTRODUGAO

A genética de populacdes e a genética quantitativa constituem alicerces de fundamental
importancia para o melhoramento de plantas. Para que um programa de melhoramento
seja desenvolvido com sucesso sdo necessarios alguns pré-requisitos, como, por
exemplo, conhecer o sistema de acasalamento das espécies a serem melhoradas, assim
como a estrutura genética das populacgdes; detectar a existéncia ou nado de variabilidade
genética no germoplasma disponivel com relagdo as caracteristicas de interesse;

conhecer a agéo génica destas caracteristicas, entre outros fatores.

O melhoramento de plantas tem como meta principal reunir em um genétipo as
caracteristicas desejaveis, a nivel comercial, de uma determinada espécie. A avaliagéo e
selecao de individuos sao realizadas, ha muito tempo, com base em seus fenétipos.
Entretanto, os caracteres de interesse, na sua grande maioria, sdo controlados por muitos
genes, apresentam baixa herdabilidade e alta influéncia ambiental. Esses fatores
miniminizam o progresso esperado com 0s processos seletivos e, consequentemente, o

éxito de programas de melhoramento.

Os marcadores moleculares, por outro lado, tém despontado como uma potente
ferramenta, que pode auxiliar estes ramos da genética e, evidentemente, o melhoramento
de plantas. Com a identificacéo direta dos gendétipos, é possivel determinar as frequéncias
génicas e com isso averiguar o sistema de acasalamento da espécie, a variabilidade

genética das populagdes, o tipo de acédo génica predominante no controle de caracteres,
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assim como superar a maior parte das limitacdes da analise fenotipica. Além disso, a
duracgéo de programas de melhoramento pode ser reduzida, resultando em liberagdo mais

rapida de cultivares e retorno mais rapido do investimento aplicado.

E considerado marcador molecular qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA que
corresponde a regides expressas ou ndo do genoma. Um marcador molecular é definido
como marcador genético, ao ser comprovado que seu comportamento esta de acordo

com as leis basicas da heranga Mendeliana (Ferreira & Grattaplagia, 1995).

As técnicas de marcadores moleculares mais utilizadas, atualmente, sdo as isoenzimas,
RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RAPD (Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso), AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados), Minisatélites e Microsatélites. Estes marcadores podem ser aplicados com
diversos fins, como, por exemplo, para estudar a estrutura genética de populagdes;
analise de filogenias; deteccdo de ligagao génica com caracteres mono e poligénicos;
identificacdo de variedades; avaliagdo de germoplasma; introgressao génica; selecao
indireta de caracteristicas agronédmicas, dentre outros. Pesquisas nesta area estdo sendo
desenvolvidas, tendo-se alguns casos, de eficiéncia comprovada, do emprego das
técnicas de marcadores moleculares na genética de populagdes e quantitativa e no

melhoramento de plantas.

Nesta revisao, sdo descritas as técnicas de marcadores moleculares e suas aplicacdes
tanto na area de genética de populagdes e quantitativa quanto no melhoramento de

plantas.

2. Marcadores Moleculares
2.1. Eletroforese

Segundo Moraes (1992), a partir de 1926 a técnica de eletroforese teve um grande

impulso, quando Summer conseguiu isolar e cristalizar a enzima urease, demonstrando
que enzimas e proteinas sdo moléculas que podem ser purificadas. Beadle & Tatum, na
década de 40, formularam a teoria de “um gene uma enzima”, dando origem a genética

relacionada as isoenzimas, sendo que este termo s6 foi proposto no final dos anos 50 por
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Markert & Moller, com a finalidade de designar as formas moleculares multiplas nas quais
as enzimas podem existir em um mesmo organismo. Em 1971, Gottlieb propés o termo
aloenzima para designar as diferentes formas de proteinas produzidas por diferentes
alelos em um mesmo loco. Portanto, o termo isoenzima define um grupo de multiplas
formas moleculares da mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da
presenca de mais de um gene codificando cada uma das enzimas (Moss, 1982 citado por
Ferreira & Grattaplagia, 1995).

Coolidge em 1939, tentou pela primeira vez caracterizar proteinas, através da mobilidade
eletroforética em meios semi-porosos e Durrum em 1950 conseguiu separar proteinas,
usando tiras de papel. O gel de amido como suporte para eletroforese foi empregado
inicialmente por Smithies em 1955, o que proporcionou uma resolu¢ao superior ao meio

de papel, separando as proteinas pelo tamanho e forma (Moraes, 1992).

De acordo com Ballvé (1992), a aplicagao das isoenzimas como marcadores genéticos
teve como base os trabalhos de Harris (1966) em humanos e de Lawontin & Hubby
(1966) em Drosophila, os quais verificaram que as analises eletroforéticas revelavam
polimorfismos genéticos que podiam ser utilizados para caracterizar populagdes e
espeécies. Desde entdo, houve aumento consideravel nas pesquisas relativas a técnica de
eletroforese e regulagédo génica das isoenzimas (Shannon, 1968; Brewer & Singi, 1970;
Nelson & Bun, 1973; Scandalios, 1974; Market, 1975; Shieds et al., 1983 citados por
Ballvé, 1992).

Segundo Murphy et al. (1990) citado por Ferreira & Grattaplagia (1995), a premissa
basica adotada ao se utilizar dados isoenzimaticos € que diferencas na mobilidade de
isoenzimas em um campo elétrico sdo resultantes de diferencas ao nivel de sequéncias
de DNA que codificam tais enzimas. Portanto, se os padrées de bandas de dois
individuos diferem, assume-se que estas diferencas possuam base genética e sejam

herdaveis.

A migracéo diferencial da proteina codificada por um alelo, baseia-se na diferente
composi¢ao ou sequéncia dos aminoacidos das cadeias polipeptidicas que sédo os
produtos primarios especificados por esses alelos e que compdem as proteinas.
Mudancgas de bases aminadas do DNA do gene estrutural podem resultar na substituicdo

de um aminoacido e na formagao de um polipeptideo de carga ou configuragao diferente.
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A enzima resultante, também modificada, quando submetida a eletroforese, tera uma
migragao alterada, refletindo indiretamente a variabilidade no DNA correspondente ao
gene estrutural. A maioria das alteragbes € discriminada, exceto as substituicdes neutras
ou aquelas no interior da molécula que nao produzem mudancas conformacionais
(Ramshaw et al., 1979 citado por Ballvé, 1992).

A técnica de eletroforese € composta por trés etapas. A primeira refere-se a extragao de
proteinas do tecido vegetal. Uma grande parte dos tecidos vegetais podem ser utilizados
para analise isoenzimatica, entretanto os mais empregados sao as folhas cotiledonares.
O tecido vegetal deve ser macerado com um tampao de extragcao, o qual deve possibilitar
a extracao das proteinas, a manutencgao de sua atividade catalitica e a prevengao de
oxidacado de compostos fendlicos associados. Apds a extracdo das proteinas, estas
devem ser separadas através de eletroforese (22 Etapa). Existem varios tipos de gel de
eletroforese, como penetrose, amido, poliacrilamida. Nesta fase diversos sistemas
tamp&o podem ser utilizados. Terminada a eletroforese ou “corrida do gel”, o mesmo é
submetido a coloragao histoquimica (32 Etapa), sendo que os corantes utilizados sao
dependentes de cada sistema enzimatico. As reacdes especificas, resultantes dos
corantes, formam complexos coloridos e insoluveis no gel visualizados como bandas nas
posicdes em que as enzimas se encontravam quando a eletroforese foi interrompida
(Ferreira & Grattaplagia, 1995). E importante frisar que condicdes apropriadas da técnica
de eletroforese, da metodologia de extracdo das proteinas e das solugdes de coloragao

sao requisitos fundamentais para uma resolugao nitida das bandas.

Ao conjunto de bandas visualizadas no gel denomina-se zimograma, que refere-se ao
fendtipo eletroforético, representando as formas multimoleculares das enzimas, ou seja,
as isoenzimas. As aloenzimas correspondem as bandas resultantes de produtos de
alelos codificando enzimas especificas. A interpretagao dos zimogramas € importante
para a caracterizagdo do loco isoenzimatico em termos genéticos (genotipos).
Considerando um dado loco, o0 numero de bandas observadas no gel dependera do
estado alélico deste loco (homozigético ou heterozigético), assim como da estrutura
quaternaria da isoenzima codificada. Um loco homozigético é representado por somente
uma banda, de migragéo especifica, correspondente ao unico tipo de aloenzima
codificada. Ao passo que os gendtipos heterozigéticos sédo representados por um numero
variavel de bandas de acordo com o numero de polipeptideos que forma a enzima ativa.

Desta forma, para uma enzima monémera sao vistas duas bandas, correspondentes as
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duas aloenzimas mondémeras codificadas (A e B). Para uma enzima dimera, trés bandas,
duas correspondentes aos homodimeros (AA e BB) e uma intermediaria, o heterodimero
(AB), composto dos dois polipeptideos distintos, A e B, especificados por cada alelo
parental (a e b). Quando a enzima tem estrutura tetramérica, o heterozigoto apresenta
cinco bandas, dois homotetrameros (AAAA e BBBB) e trés heterotetrameros (AAAB,
AABB e ABBB) diferentes (Tabela 1) (Ballve, 1992).

Segundo Weeden & Gottblieb (1979) citado por Ballvé (1992) a complexidade dos
zimogramas aumenta com a expressao de mais de um loco e com as possiveis
interacdes entre eles, sendo que em determinadas situagdes a interpretagao dos

fendtipos é facilitada com a analise dos zimogramas de graos de polen (haploides).

Tabela 1. Zimogramas de gendtipos homozigéticos e heterozigoticos e segregacao

da geragao F, para um loco codificando uma enzima mondmera, dimera e tetramera.

Genotipos Segregacao F,
Enzima Genitores Hibrido 1 2 3
Aa bb ab aa ab bb
Mondmera - A - A _— _—
— AA — AA — —
Dimera = AB —
— BB == BB — —
= AAAA = AAAA — —
== AAAB —
Tetramera == AABB —
== ABBB —
== BBBB == BBBB — —

Ballvé (1992), de acordo com uma revisao bibliografica, enumera uma série de situacoes

excepcionais que podem complicar a interpretagdo dos zimogramas, como:

a) Bandas heterodimeras que ndo migram exatamente na mediana entre as bandas

homodimeras (Goodman & Stuber, 1983);

b) Bandas adicionais que resultam do armazenamento, preparacéo das amostras ou

mesmo do processo da eletroforese (Staub et al., 1985);
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c) Bandas multiplas oriundas de modificagées pos-traducao das enzimas,
frequentemente chamadas de sombras ou bandas fantasmas. Essas bandas
multiplas, de migragdo concomitante, podem se comportar geneticamente como
alelos simples (Rick & Fobes, 1976; Kahler, 1983; Harry, 1986). Nao se sabe ao
certo se estas aloenzimas com padrao de bandas multiplas sdo produzidas por

modificagdes pds-tradugao in vivo ou por mudangas conformacionais in vitro;

d) Presencga de “alelos nulos”, assim denominadas porque ou ndo sao transcritos ou
codificam para polipeptideos defeituosos, que resultam em auséncia de atividade
enzimatica, alterando assim o numero de bandas normalmente observadas nos

genotipos heterozigotos (Wendel & Weeden, 1989).

Segundo Weeden & Wendel (1989) citado por Ballvé (1992), as isoenzimas apresentam
varias caracteristicas que as tornam excelentes marcadores genéticos, pois exibem,
geralmente, heranga mendeliana simples, codominancia, penetrancia completa, auséncia
de pleiotropia e de interagdes epistaticas e estdo disponiveis na populagédo apresentando

grande diversidade.

Medina Filho (1983) citado por Moraes (1992), também apresenta varios argumentos a
favor da técnica de eletroforese, como a sua aplicabilidade a qualquer tipo de planta;
revelar, de imediato, grande numero de locos e alelos; o fato dos equipamentos
empregados serem de facil manipulagédo e econémicos; facilidade na utilizagdo do gel de
amido, devido a sua atoxicidade, assim como a vantagem de poder ser cortado em
diversas camadas horizontais, possibilitando a revelagédo de sistemas enzimaticos
diferentes e consequentemente proporcionando a analise rapida e simultanea de varios

locos isoenzimaticos.

Por outro lado, quando a investigacao cientifica exige cobertura mais ampla do genoma,
como por exemplo no caso de mapeamento genético ou caracterizagédo detalhada de
germoplasma, a técnica isoenzimatica ndo € recomendada, uma vez que o numero total
de locos que podem ser detectados no genoma e o numero de alelos por loco, isto &, o
nivel de polimorfismo genético detectavel em cada loco s&o limitados (Ferreira &
Grattaplagia, 1995).

As isoenzimas apresentam outras limitagdes como marcadores moleculares, segundo

Ferreira & Grattaplagia (1995), como:
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a) Ocorréncia de modificagdes pds-tradugao das enzimas, produzindo as chamadas
“‘isoenzimas conformacionais” ou formas multiplas do produto de um unico gene,

que diferem em estruturas secundarias e terciarias;
b) Especificidade de formas isoenzimaticas em alguns tecidos vegetais;

c¢) Influéncia das condi¢des ambientais na atividade enzimatica, resultando em

polimorfismo isoenzimatico em resposta a condigdes ambientais;

d) Atividade isoenzimatica diferenciada em relacdo a diferentes estadios de

desenvolvimento;

e) Dificuldades na interpretacao de zimogramas quando isoenzimas com mobilidade
eletroforéticas idénticas representam os produtos de dois locos distintos do mesmo
sistema enzimatico, tornando dificil ou impossivel detectar quais alelos pertencem

a cada loco (Murphy et al., 1990).

Apesar destas limitagdes, a técnica de isoenzimas continua sendo uma das classes de
marcadores moleculares muito utilizada e sobretudo muito util para analises genéticas

gue nao necessitam de uma amostragem ampla do genoma.

2.2. Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao (RFLP)

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1995) os marcadores RFLP foram estudados pela
primeira vez por Grodzicker et al. (1974), em um experimento que visava a detecgao de
mutacdo em DNA de virus. Outros pesquisadores, a exemplo de Botstein et al. (1980) e
Wyman & White (1980), inspiraram-se nesta idéia e prepuseram a utilizagao da técnica
em analises gendmicas, alguns anos mais tarde. Desde ent&o, esta técnica vem sendo
utilizada extensivamente, tornando-se de grande utilidade e importancia nos estudos

bioldgicos.

O principal objetivo da técnica de RFLP é detectar diferencas na seqiéncia de DNA de
dois individuos. Para um melhor entendimento, pode-se considerar o DNA extraido de
dois individuos distintos, submetido a clivagem por enzima de restri¢do, sendo cortado

em um grande numero de pontos (sitios de restricdo), originando 10* a 10" fragmentos de
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DNA, a depender do genoma. A clivagem de fragmentos de tamanhos distintos é
consequéncia de diferencas na sequéncia de DNA dos dois individuos. Estes fragmentos
sdo separados por meio de eletroforese em gel de agarose, porém ainda ndo € possivel
visualizar os fragmentos, porque o efeito produzido pela eletroforese é semelhante a um
arraste continuo no gel. Assim, para os marcadores serem detectados ou visualizados é
preciso transferir os fragmentos separados no gel de agarose para uma membrana de
nitrocelulose por capilaridade ou vacuo, processo este denominado de Southern Blot. A
membrana de nitrocelulose pode ser reutilizada algumas vezes, o que contribui para
diminuir os custos da técnica, bem como facilita o trabalho de geracao de dados. A
visualizagéo dos fragmentos polimorficos entre todos fragmentos transferidos para a
membrana de nitrocelulose, s6 é possivel empregando-se “sondas”, que corresponde a
hibridagao de pequenos fragmentos clonados de DNA, que possuem sequéncias
homodlogas do DNA imobilizado na membrana. Desta maneira, visualiza-se apenas os
fragmentos que sdo homologos ao DNA da sonda. Nas sondas s&o incorporados
nucleotideos que contem moléculas de fosforo radioativo ou nucleotideos modificados
nos fragmentos clonados do DNA. A membrana de nitrocelulose é finalmente exposta a
um filme de raio X (autoradiografia) o que possibilita a revelagao das bandas que séo os
marcadores RFLP. A emissao de particulas beta do fosforo radioativo ou fétons de luz
provoca sensibilizacado do filme, produzindo bandas. As bandas somente serao
visualizadas em posicdes diferentes na autoradiografia caso os dois individuos diferirem
entre si em relagao ao sitio de restricdo enzimatica na fita de DNA, ocasionando
fragmentos de tamanhos distintos. Estas bandas, porém, s&o utilizadas como marcador
genético, apenas se for verificada segregacao Mendeliana entre elas, exigindo para tanto

a utilizacao de populagdes segregantes.

O polimorfismo observado nesta técnica, portanto, ocorre devido ao DNA dos individuos
diferirem na sequéncia de nucleotideos ao longo da fita. Assim quanto mais distinto um
individuo do outro, maior sera o polimorfismo, ou seja, maiores serao as diferengas em

sequéncias de nucleotideos ao longo da fita de DNA.

Alguns procedimentos sao fundamentais para o devido emprego desta técnica como

marcador genético, tais como:

(1) Obtenc&o de uma biblioteca de clones
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A obtencéao dos clones que serao utilizados como sondas, pode ser feita de diferentes
maneiras. Uma delas, é por meio da transcrigdo reversa de mRNA do individuo em
estudo, o que proporciona a formacao de uma biblioteca de moléculas de DNA
complementar (cDNA library). Os fragmentos de DNA gendmico podem, também, serem
clonados ao acaso (genomic library). Outra forma é ampliar sequéncias conhecidas, via
PCR, utilizando primers especificos ou ainda, amplificar via PCR, bandas selecionadas e

obtidas em gel de eletroforese.
(2) Selecéao de clones a serem utilizados como sondas

Os clones a serem utilizados como sondas nao devem possuir sequéncias de DNA
repetitivo, pois isto provoca borrdes nao interpretaveis na autoradiografia ou padrbes de
bandas multiplas que dificultam a distingdo de locos, alelos e segregacdo Mendeliana.
Estas conseqléncias sao devido ao fato dos clones que possuem DNA repetitivo

hibridizarem com varios fragmentos da membrana de nitrocelulose.

Ja as sondas que contem sequéncias moderadamente repetitivas no genoma, sao uteis
quando a finalidade é obter impresséao digital genética (genetic fingerprint) especifica para

cada individuo.

A principal vantagem dos marcadores RFLP, quando comparados as isoenzimas, €
possibilitar a cobertura de todo o genoma dos individuos estudados, aumentando,
consequentemente, a probabilidade de se detectar associacdes estatisticamente
significativas entre genes que controlam caracteres de interesse e marcadores

moleculares.

Por possuirem expressao codominante, como as isoenzimas, os marcadores RFLP
permitem identificar gendtipos heterozigotos e homozigotos, proporcionando mais

informacgao genética e analise pormenorizada da agao génica e interagao alélica.

Outras vantagens destes marcadores em relagao as isoenzimas € o numero ilimitado de
marcadores RFLP, resultando em maior polimorfismo alélico em cada loco e o maior
tempo de conservacado do DNA, devido a sua alta estabilidade, podendo as membranas

de nitrocelulose serem reutilizadas 15 ou mais vezes.

O emprego de marcadores RFLP, por outro lado, pode ser limitado em decorréncia de

exigir mao-de-obra qualificada, instalagdes adequadas e dejeto de material radioativo, no
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caso do uso de *P e também por ser necessaria a obtengao de biblioteca de sondas, o

que requer alguns meses.
2.3. Marcadores baseados em reagao de polimerase em cadeia (PCR)

Em meados da década de 80, Kary Mullis, concebeu a tecnologia do PCR, causando
uma revolugao na biologia, o que levou a este pesquisador a ganhar o prémio Nobel de
medicina no inicio da década de 90 (Mullis & Falsone, 1987; Saiki et al., 1985 citados por
Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A enzima DNA polimerase de E. coli foi utilizada nos primeiros experimentos de PCR,
entretanto a técnica se expandiu quando Saiki et al. (1988) isolaram uma DNA
polimerase (Taq polimerase) de uma bactéria (Thermus aquaticus) que vive em fontes
térmicas, polimeriza a 72°C, mantendo atividade por algumas horas a 95°C. Esta
descoberta proporcionou a completa automatizagéo do processo de PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

Esta técnica, segundo Gyllensten (1989) e White et al. (1989), € um método que tem
revolucionado diversos campos da biologia molecular e genética, por permitir o

isolamento e a caracterizacdo de fragmentos especificos de DNA.

De acordo com White et al. (1989) a sensibilidade, rapidez e versatilidade da técnica de
PCR tem apresentado um grande impacto sobre a biologia molecular, expandindo
diversas areas que antigamente eram inatingiveis, devido a caréncia de um método que
apresentasse as vantagens do PCR. Estes pesquisadores acrescentam que em virtude
da capacidade de adicionar, deletar ou alterar as informagdes dos primers feitos na PCR,
este método € ideal para introduzir mutacdes especificas em posi¢des especificas em um

fragmento de DNA, facilitando o estudo das interacdes entre proteinas e DNA.

Ferreira & Grattapaglia (1995) citam trés etapas que envolvem esta técnica:
desnaturacao, anelamento e extensao do DNA. A primeira etapa consiste na
desnaturacao da fita dupla de DNA alvo, por meio da elevacado da temperatura para 92 a
95°C. A depender do tamanho e sequéncia do primer utilizado, na etapa de anelamento,
a temperatura é drasticamente reduzida para 35 a 60°C, a fim de que ocorra a hibridagao
DNA-DNA da cada primer com as sequéncias complementares que flanqueiam a regiéao

alvo. Para que a enzima DNA polimerase realize a extensao a partir de cada terminal 3’
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dos primers, a temperatura deve ser novamente elevada, neste caso para 72°C. A etapa
de extensdo compreende a adi¢cdo de nucleotideos empregando como molde a
sequéncia alvo, de forma que € formada uma cépia desta sequéncia. Estas etapas séo
repetidas por inumeras vezes, produzindo uma grande quantidade de DNA da sequéncia

alvo de interesse.

Um dos principais problemas associados ao PCR, segundo Gyllensten (1989), relaciona-
se a rapidez na renaturacao apos a desnaturagao dos produtos amplificados. A
magnitude deste problema esta diretamente relacionado a diferenga de tamanho entre o
primer e o produto do PCR. Para amenizar este problema diversos métodos tém sido
propostos, os quais baseiam-se no principio de que somente uma simples fita de DNA ou

RNA pode ser avaliada por primer na reagao.

2.4. Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

O desenvolvimento da técnica de RAPD foi possivel gragcas a descoberta do PCR. O
principio desta técnica € o uso de primers mais curtos e de sequéncia arbitraria durante a

reacao de amplificacdo, eliminando a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia.

A técnica foi desenvolvida independentemente por Williams et al. (1990), que
patentearam a tecnologia com o nome mais comumente utilizado (RAPD - Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso) e descreveram a técnica no contexto da analise
Mendeliana, demonstrando a identificagdo de marcadores genéticos para mapeamento; e
por Welsh & McClelland (1990), que propuseram a denominagao de AP-PCR (Arbitrarily
Primed - Polymerase Chain Reaction) para a técnica, sendo esta mais adequada, pois 0s
primers possuem sequéncias arbitrarias, mas a amplificagcdo nao ocorre ao acaso e sim
em lugares especificos no genoma. Este grupo de pesquisadores desenvolveu
fingerprints (impressdes digitais) gendémicos simples e reproduziveis para a identificagcao
de linhagens, utilizando géis de eletroforese em poliacrilamida de maior poder de

resolucao juntamente com primers um pouco mais longos.

Ferreira & Grattaplagia (1995) relatam que a técnica de RAPD é uma variagao do
protocolo de PCR, porém com duas caracteristicas diferentes: a primeira é que utiliza um

primer Unico, ao invés de um par de primers; e a segunda € que este primer possui
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seqiiéncia arbitraria, sendo desconhecida a seqiiéncia alvo. E necessario que duas
sequéncias de DNA complementares ao primer arbitrario estejam adjacentes o suficiente
e em orientagcdo oposta, para que ocorra a amplificagdo exponencial de um segmento de
DNA pela DNA polimerase. Este segmento pode ser visualizado, utilizando brometo de
etidio, na forma de banda em um gel de eletroforese, normalmente de agarose ou em gel
de poliacrilamida de alta resolugao, neste caso as bandas sao visualizadas por
autoradiografia (AP-PCR) ou por meio de coloragdo com nitrato de prata. Cada primer
arbitrario utilizado sintetiza varios segmentos de DNA em diversos pontos do genoma,
produzindo varias bandas no gel, sendo, entretanto, dependente do comprimento do

primer utilizado e do tamanho e complexidade do genoma analisado.

Os marcadores RAPD se comportam como marcadores genéticos dominantes, ou seja,
um individuo dipléide homozigoto para um dado loco RAPD possui dois alelos RAPD
idénticos (AA), a partir dos quais ocorre a amplificacao; o individuo heterozigoto (Aa)
para o mesmo loco RAPD possui um alelo (A) que € amplificado e o outro (a) que néo &;
ja o gendtipo homozigoto recessivo (aa) é identificado pela auséncia de banda no gel
(fendtipo nulo). Desta maneira os gendtipos homozigotos dominantes e os heterozigotos
sao considerados juntos na mesma classe fenotipica (presenca de banda no gel). O que
acontece € que a técnica de RAPD né&o apresenta sensibilidade quantitativa suficiente
para discriminar estes dois casos. Apesar da maioria dos marcadores RAPD
apresentarem comportamento dominante, é possivel amplificar marcadores
codominantes (amplificar ambos os alelos de um loco) utilizando o0 mesmo primer. Porém
isto sO é possivel em experimentos de analise de segregacao de marcadores em

progénies lado a lado com os parentais (Ferreira & Grattaplagia, 1995).

Em decorréncia da técnica dos marcadores RFLP se basear na hibridagcdo de DNA,
enquanto a de RAPD ter como base a amplificagdo de DNA, as vantagens deste ultimo

sobre o primeiro s&o as seguintes:
a) Obtencao mais rapida de dados;

b) Nao exige o desenvolvimento antecipado de uma biblioteca de sondas especificas

para o organismo de interesse;

c) Pode ser utilizado um conjunto unico de primers arbitrarios;
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d) Nao necessita do uso de is6topos radioativos ou marcagao nao-radioativa;

e) E preciso uma quantidade minima de DNA para a analise genotipica de um

individuo;

f) Possibilita amostrar regides de DNA repetitivo, pois os primers empregados para

deteccao de variagado ao nivel de DNA s&o arbitrarios;
g) Técnica mais sensivel na detecgéo de polimorfismo ao nivel de DNA;

h) Apresenta custo mais baixo, em virtude dos gastos com mao-de-obra, reagentes e
suplementos serem menores e nao necessitar de instalacdes sofisticadas de

laboratorio.

Os marcadores RAPD, entretanto, apresentam algumas desvantagens, como o baixo
conteudo de informagdes genéticas por loco; a impossibilidade de discriminar gendtipos
heterozigotos de homozigotos; o desconhecimento prévio da base genética das bandas,

que pode ser limitante em alguns casos.

Atualmente a técnica de RAPD é considerada mais barata que a do RFLP, porém mais
cara que a de isoenzimas. Acredita-se que, nos préximos anos, ocorra uma redu¢ao no
preco da enzima Taq Polimerase, responsavel por 80% do custo total de um dado

genotipico (data point) e consequentemente da técnica de RAPD.

2.5. Polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP)

A técnica de AFLP, mais recente que as anteriores, foi desenvolvida por Zabearu (1993)
citado por Vantoai et al. (1996). Esta técnica combina a especificidade, resolugcéao e poder
de amostragem de digestdo com enzimas de restricdo com a velocidade e praticidade de

detecgao dos polimorfismos via PCR.
A analise de AFLP compreende quatro etapas:

12 Etapa:o DNA gendmico total do individuo é clivado com duas enzimas de restrigao.
A clivagem do DNA gendmico origina trés classes de fragmentos que

diferem quanto as extremidades (fragmentos grandes, fragmentos pequenos
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e fragmentos de tamanho intermediario), em decorréncia de esta clivagem

ser realizada com uma enzima de corte frequente;

22 Etapa:sao ligados aos terminais dos fragmentos genémicos, originados da

clivagem adaptadores especificos;

32 Etapa:os fragmentos gerados sao amplificados seletivamente via PCR,

empregando-se primers que reconhecem as sequéncias nos adaptadores;

42 Etapa:é realizada a separagao dos fragmentos amplificados em gel de alta

resolucéo.

Assim como nos marcadores RAPD, os marcadores AFLP apresentam dominéncia, nao
sendo possivel a detec¢ao de heterozigotos. Entretanto estdo sendo desenvolvidos
sistemas de leitura quantitativa das bandas, proporcionando a diferenciagao dos

gendtipos homozigotos dos heterozigotos.

Os marcadores AFLP apresentam trés vantagens importantes sobre os demais
marcadores. A primeira grande vantagem € o grande numero de fragmentos que séo
gerados e visualizados em um unico gel, proporcionando uma amostragem ampla e
simultanea de um genoma. Esta técnica apresenta também grande poder de deteccéo de
variabilidade genética, pois explora o polimorfismo de presencga e auséncia de sitios de
restricdo como no ensaio de RFLP e a ocorréncia ou ndo de amplificacédo a partir de
sequéncias arbitrarias como na técnica de RAPD. Além destas vantagens, apresenta
maior robustez quando comparado com RAPD, uma vez que primers mais longos sao
utilizados na etapa de PCR, aumentando a especificidade da amplificacdo e evitando,

consequentemente, a competicdo que ocorre durante a PCR na técnica de RAPD.

A principal limitacdo desta técnica, assim como a de RAPD, é a impossibilidade de
diferenciar gendtipos heterozigotos dos homozigotos. Esta técnica também apresenta
custo superior ao de RAPD, pois exige uma maior quantidade de reagentes, maior
numero de equipamentos de biologia molecular, protocolos de extragdo de DNA mais
elaborados, além de um maior numero de etapas, como as etapas de digestao
enzimatica e ligagao de adaptadores. O sucesso desta técnica esta diretamente
relacionada a qualidade do DNA, ou seja, um DNA de alto nivel de pureza é necessario

para que ocorra digestdo completa pelas enzimas de restrigao.



21 Utilizagédo das técnicas de marcadores moleculares na genética de populagdes, na genética
quantitativa e no melhoramento de plantas

2.6. Minisatélites e Microsatélites

Os marcadores baseados em locos hipervariaveis de minisatélites e aqueles baseados
na amplificagdo de microsatélites, se difundiram apds a demonstragao, no inicio dos anos
80, que os genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de
sequéncias repetidas, algumas mais complexas (minisatélites) e outras mais simples
(microsatélites) (Tautz & Renz, 1984).

Wyman & Colute (1980) citados por Ferreira & Grattaplagia (1995) isolaram a primeira
regiao hipervariavel a partir de uma biblioteca genédmica humana. Nos ultimos anos,
diversas sequéncias hipervariaveis tém sido identificadas e clonadas em outros
organismos, inclusive em plantas (Wu & Wu, 1989; Schmidt, 1991; Thomas et al., 1993
citados por Ferreira & Grattaplagia 1995).

Um loco hipervariavel ou minisatélite € constituido de um numero variavel de seqiéncias
idénticas repetidas lado a lado. Estas sequéncias possuem de 15 a 100 pares de bases e
sao repetidas até 50 vezes em cada loco hipervariavel. Esta classe de marcadores

também é denominada como VNTR ou Variable Number of Tandem Repeats.

A obtencéo e deteccao destes tipos de marcadores tém principio semelhante ao utilizado
para RFLP. Da mesma forma que na técnica de RFLP, o DNA dos individuos é clivado
com enzimas de restricdo, separado por meio de eletroforese, imobilizado em membrana
e detectado através de hibridacdo com sondas. A unica diferenca entre os marcadores
RFLP e VNTR é o tipo de sonda empregada na detecgao do polimorfismo de DNA. As
sondas sao constituidas de sequéncias nucleo homoélogas as sequéncias repetidas dos
minisatélites, de forma que sao detectados todos os locos hipervariaveis
simultaneamente, sendo obtido um perfil complexo de bandas multiplas na
autoradiografia, ao invés de um padrao simples contendo uma banda para gendétipos

homozigotos ou duas para heterozigotos como na técnica de RFLP.

As vantagens e desvantagens dos marcadores baseados em locos hipervariaveis séo
semelhantes aquelas enumeradas para RFLP. Porém, a grande vantagem destes
marcadores em relagao ao RFLP, é a amostragem de diversas regides do genoma
simultaneamente, pois explora o polimorfismo de comprimento dos fragmentos de
restricdo (RFLP) em cada loco hipervariavel e o polimorfismo no numero e distribuicao

destes locos ao longo do genoma. Isto resulta em um complexo padrdo de bandas,
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fazendo com que todo individuo possua um perfil de bandas diferentes, semelhante a um
codigo de barras de embalagens de produtos industrializados, surgindo dai o conceito de

impressao digital genética ou genetic fingerprint.

Esta vantagem apresentada por este marcador, torna-se uma desvantagem quando vista
por outro angulo, pois é impossivel identificar as bandas (alelos) correspondentes a cada
loco, o que compromete a determinagao de gendtipos e o teste de hipoteses de

segregacao Mendeliana.

As sequéncias simples repetidas ou microsatélites constituem pequenas seqiéncias com
1 a 4 nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem. Estas sequéncias simples sao
mais frequentes, melhor distribuidas ao acaso e formam locos genéticos mais
polimdrficos do que os locos hipervariaveis constituidos por minisatélites. Os sitios de
microsatélites marcados por sequéncia, ou seja, locos altamente polimérficos
amplificados via PCR, denominados de STMS - Sequence Tagged Microsatellite Sites,

representam a classe mais polimorfica de marcadores moleculares atualmente.

A deteccdo de marcadores microsatélites baseia-se na amplificacédo individual através de
PCR de regides contendo sequéncias simples repetidas, utilizando um par de primers
especificos e complementares as sequiéncias unicas que flanqueiam o microsatélite.
Cada segmento amplificado de tamanho diferente equivale a um alelo diferente do

mesmo loco.

Como apresentam expressao co-dominante e multialelismo, esta classe de marcadores é
a que apresenta o mais elevado conteudo de informacdes de polimorfismo, favorecendo

a mais completa cobertura do genoma.

Esta técnica, no entanto, apresenta uma grande desvantagem que € a necessidade do
desenvolvimento prévio dos marcadores, o que exige muito trabalho, mao-de-obra
especializada, equipamento sofisticado para sequenciamento automatico e elevado custo

de implantagao.
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3. Marcadores moleculares na genética de populagoes

Neste ramo da genética, os marcadores moleculares tém sido empregados

frequentemente no estudo da estrutura genética das populagdes.

A estrutura genética das populagdes refere-se a distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro de populacgdes. A formagao da estrutura é resultante de fatores como
sistema de acasalamento, niveis de endogamia, sele¢do natural ou artificial, fluxo génico

e deriva genética entre e dentro das populagoes.

O numero de alelos por loco, a porcentagem de locos polimérficos e a heterozigosidade
tém sido utilizados como indices de diversidade para caracterizar e comparar os niveis de

variagdo genética nas populagdes.

O numero de alelos por loco, consiste do numero total de alelos detectados na populacéo

divididos pelo numero de locos polimoérficos.

A porcentagem de locos polimérficos € uma medida da variagao genética que depende do
tamanho da amostra, uma vez que se baseia na frequéncia alélica. Ela € quantificada pela
razao entre o numero de locos polimérficos e o numero total de locos da amostra. Para se
determinar quando um loco é polimérfico ou ndo, é preciso a adocao de critérios
quantitativos arbitrarios, que classificam as frequéncias alélicas de acordo com sua maior
Oou menor ocorréncia na populagéo, ou seja, se o alelo € mais ou menos comum. Sao
usados dois critérios para definir se um loco é polimérfico ou n&o. O primeiro considera
que a freqiéncia do alelo mais comum n&o deve ser maior que 0,99, e o outro considera
que a freqiéncia do alelo mais comum nao deve ser superior a 0,95 (Torggler et al.,
1995).

A frequéncia de heterozigotos, segundo Weir (1990), € um importante indicador da
diversidade genética, pois cada heterozigoto carrega alelos diferentes, representando
melhor a variacao existente. Nei (1987) citado por Reis (1996) define a heterozigosidade
em termos de frequéncia génica. Para uma populagédo de acasalamento ao acaso, a

heterozigosidade para um loco é definida como
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onde X; é afrequéncia do iésimo alelo para um determinado loco e m é o numero de
alelos. A heterozigosidade média (H) é a média das quantidades / para todos os locos,
ou seja

k=1
onde ;. é a estimativa da heterozigosidade do késimo loco e » é o numero de locos

examinados.

Em individuos hapldides ou em dipldides, nos quais as freqliéncias genotipicas desviam

das proporgdes do equilibrio, a melhor estimativa € a diversidade genética.

A diversidade genética de uma populacéo subdividida pode ser analisada, segundo o
método de Nei (1973), em diversidade entre e dentro de subpopula¢des. Este método
pode ser aplicado em qualquer populacéo e desconsidera o numero de alelos por loco, as
forcas evolucionarias como mutacao, selegcao e migracao, o sistema de acasalamento e o
tipo de organismo em estudo. O método tem como base a identidade de duas amostras

de genes dentro e entre populagdes. Considerando um loco, a freqiéncia do alelo £ na

populagcado € x¢ . A probabilidade de identidade de dois genes &

J= 2 Xy
k
e a probabilidade de nao identidade, que é a heterozigosidade ou diversidade &

H=1-J
Quando a populagao é subdividida em ¢ subpopulagbes, € possivel estabelecer a relagcao
Jr=Js - Dsr
em que /T ¢/s sdo as identidades genéticas médias total e dentro das subpopulagbes,

respectivamente; e Ds1 é a diversidade genética média entre subpopulagoes.
A diversidade genética média na populagao total pode ser subdividida nas
diversidades médias dentro e entre subpopulagdes
HT = HS + DST
onde Hr=1- Jr e Hg=1- Jg.
A diversidade entre subpopulagdes relativa a populagao total é obtida por

De acordo com as expressdes apresentadas € possivel obter a relagao
1- Jg=(1- Ggr)(1- J7)
Esta expressao é analoga a apresentada por Wright (1965) para as estatisticas F, sendo

diferentes apenas nas interpretagdes. O indice de fixagao de Wright, também chamado
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coeficiente de endogamia, € empregado para quantificar os efeitos da endogamia em

termos de reducado na heterozigosidade. Na expressao de Wright (1965)

1- FIT = (1' F[S) (1' FST)
Frr representa a correlagao entre os gametas que se unem para produzir os individuos

em relagdo aos gametas da populagao total; Fis representa a média de correlagdes,
sendo cada uma delas proveniente de gametas que se unem em cada subpopulagdo em

relacdo aos gametas desta subpopulacéo e FsT representa a correlagdo entre os

gametas ao acaso dentro das subpopulagcdes em relagdo aos gametas da populagéao total.
Nei (1977) citado por Reis (1996) demonstra que as estatisticas F nao precisam ser
definidas como correlagédo entre gametas. Elas podem ser definidas como uma funcéo de

heterozigosidade esperada (Hs) e observada ( Hp)

Hg - Hp _Hr-Hp

Hr

_ Hr- Hg

Fro =
IS HT

-2
T Fsr e Hr=1-% p,

O indice FsT de Wright é semelhante ao coeficiente de diferenciagéo genética Gs1 de
Nei.

Cockerham (1969) baseando-se na analise de variancia das frequéncias génicas em
populacdes experimentais ou naturais, utiliza as correlagcbes como medidas de

probabilidade de identidade por descendéncia. Considerando o modelo linear

Neip = ptoagt byt wg
onde:

Xk;; & 0 valor observado do gene j, do individuo i, pertencente ao grupo k, que vale 1

seoaleloé A e vale 0 se o alelo é a;

p € uma constante associada a todas observacgodes;
ay € o efeito do grupo K;

by; € o efeito do individuo i dentro do grupo k;
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i € o efeito do gene j dentro de cada individuo.

Considerando que os parametros 4> ki ¢ ¢ séo aleatdrios, ndo correlacionados e com

variancias, respectivamente ¢ 3 alf eo l% , as esperangas matematicas dos quadrados dos

termos sao

E(xklj’xk'iy'):Pz‘fUz se k=k',i=i'ej=]'
E(xkl-j,xk'fj') - p2 t Covy, se k=k',i=i'ej#
E(xki]"xk'i'j’) - pz t Cov, se k=k',iti
E(Xkyaxk'fj') = p2 t Covy se kit k'

Como os grupos sao nao correlacionados entdo a Cov, = 0 e em termos de correlacdes
tem-se

0%z p(1- p),Covay = pap p(1- p) € Covy=p 4 p(1- D)

As correlagdes acima estao associadas aos componentes de variancia, desta forma

(1- pwp) p(1- P)= 032,
(0ap-pa)p(1-p) =0,
2

pabp(l-p)=0a €

02z05+05+05=p(1-p)

Verifica-se que as correlagdes intraclasse, as covariancias e os componentes de variancia

representam parametrizacdes equivalentes.

Estes resultados podem ser expressos em termos de Fe § , se a variagdo € originada
devido a deriva e ao sistema de acasalamento. A correlagéo entre frequéncias génicas de
diferentes individuos no mesmo grupo (pg) , entre genes dentro de individuos de

diferentes grupos (p gb) e entre genes dentro de individuos dentro de grupos (P 17) , a0

respectivamente:
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Cwt0ptly,
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b - = —
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Verifica-se equivaléncia entre as correlagdes propostas por Cockerham (1969) e os

indices de fixagdo de Wright (1965), ou seja

Pa=0=Fsp.pup=F=Fp e pp=f=Fg

Vencovsky (1992) descreve a estrutura genética de populagdes, tendo como base a
técnica de analise de variancia com frequéncias génicas. Os dados de marcadores
moleculares devem ser obtidos de acordo com uma estrutura hierarquica, onde devem ser
consideradas uma ou mais populagdes para o estudo; devem ser colhidas sementes de
plantas mae, que sdo mantidas separadamente constituindo progénies e os marcadores
sao aplicados planta a planta, permitindo um numero arbitrario de locos e de alelos por

loco.

A freqléncia da variavel indicadora x vale um, quando um dado alelo, por exemplo A4, de
um loco esta na planta e vale zero quando este alelo esta ausente. Considerando r
populag¢des, m progénies por populagao, n plantas por progénies e dois genes de um

dado loco por planta, o modelo hierarquico para cada freqiéncia alélica é

Vit = F 4 i ¥ L0+ k(i) * &)

onde:

Jikl € a frequéncia do gene /, dentro do individuo k, da familia j, pertencente a

populagao J;
I é uma constante associada a todas observacoes;

i é o efeito da populagdo i, comi=1,2,..,r;
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fj(z') é o efeito da familia j dentro da populagédo i, comj=1, 2, ..., m;
%(y‘) é o efeito do individuo k dentro da familia j e da populagdo i, com k=1, 2, ..., n;

&/(;#) o efeito do gene / dentro do individuo k, dentro da familia j e da populag&o i, com

I=1,2.

Este modelo pressupde que as entidades da estrutura hierarquica sao obtidas por
amostragem e admite que a diversidade entre as populagdes foi provocada por deriva
genética ocorrida nas geragdes anteriores. O esquema da analise de variancia esta

esquematizada na Tabela 2.

Tabela 2. Analise de variancia das freqiéncias de um alelo de um loco.

Fontes de Variacdo G.L. S.Q. Q.M. E (Q.M.)
Populagoes (P) r-1 Sp Qr U%;+20%+2n012:+2nm0%>
Familia (F)/P r(m-1) Sk Qr 7 2G ¥ 20 % Y 2n0 12V
Individuos (I)/F rm(n-1) Si Q 7 2G + 20 %
Genes (G)/1 rmn S Qq 7 %;
Total 2rmn-1 St

A variancia total da frequéncia alélica é

o3z0heodradrok=p(i- g
sendo:
2

¢ 5 a variancia entre populagoes;
¢ # a variancia entre familias;

012 a variancia entre individuos;

ag; a variancia entre genes.
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Existem as seguintes relagdes parameétricas:

Q
1
S|
[—
1
B
()
[\S)

Q

Q

QN =N o
1 »
SR
—_ [a—
! 1
3
’11 S
1 —
- 1
— S
- [V}

Q
1
SR
T
=
T
"

onde:

P é afrequéncia de um gene em um determinado loco;

F = Frr é o coeficiente médio de endogamia de todas as plantas nas populagdes

analisadas, ao nivel de espécie;
/= s é o coeficiente médio de endogamia dentro das populagoes;
81 é o coeficiente de parentesco das plantas dentro das familias;

8, = Fyr é a medida da distancia genética entre as populagdes estudadas,

correspondendo também ao parentesco entre as plantas de familias diferentes

dentro das populagdes.

As taxas aparentes de autofecundacéao (s) ou de fecundagao cruzada (f) relacionam-se
com f, quando as populagdes estdao em equilibrio com endocruzamento e também quando

os marcadores moleculares nao sofrem selecao

s _1-t

Z'S_ 1+ ¢

f:

O método dos momentos pode ser empregado para obter as estimativas dos
componentes de variancia e dos parametros genéticos, a partir da analise de variancia

apresentada na Tabela 2, obtendo-se as expressdes
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A estimativa da taxa aparente de fecundacao cruzada é

~»

>
1

—_
+
~

O sistema de acasalamento caracteriza o modo de transmiss&o dos genes de uma
geragao para outra. Sua determinagao proporciona o conhecimento dos padrdes de

parentesco entre os individuos que se cruzam dentro de uma mesma populacgéo.

Segundo Ritland (1983) e Shaw & Allard (1982) citados por Torggler et al. (1995), a
determinacao das taxas de autofecundacédo em populacdes de espécies florestais e em
algumas plantas cultivadas € fundamental, porque a mesma pode ter efeitos deletérios ou
causar depressao por endogamia em caracteristicas de importancia econémica ou
adaptativa. Eles enfatizam, ainda, a importancia de se detectar a endogamia nos
experimentos designados a estimar componentes de variancia, nos quais normalmente se
assume que os individuos dentro das progénies de polinizagdo aberta sdo meios-irmaos.
Porém, quando ocorre endogamia, o grau de parentesco entre os individuos pode ser
maior que aquele esperado para meios-irmaos, resultando em estimativas enganosas dos

parametros genéticos da populagao.
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A principal consequéncia da endogamia em termos genéticos € o aumento da
probabilidade de individuos que se cruzam carregarem alelos semelhantes, em
decorréncia da descendéncia de um ancestral comum, ocasionando uma redugao da
variabilidade genética dentro de familias e um aumento da variabilidade genética entre as

familias (Allard et al., 1968 citado por Torggler et al., 1995).

A determinagao do sistema de acasalamento em plantas, empregando dados de
marcadores moleculares é feita de acordo com duas metodologias. A primeira se baseia

no uso do coeficiente de endogamia (f) de Wright

-7
1+ f

semelhante ao obtido por Vencovsky (1992).

A outra metodologia consiste no emprego de modelos multilocos. Segundo Reis (1996) o
emprego de modelos multilocos permite a obtengao de estimativas mais adequadas da
taxa de cruzamento, porque leva em consideragao as combinagdes genotipicas
envolvendo todos os locos. De acordo com este autor, 0 modelo proposto por Ritland &
Jain (1981) tem sido o mais utilizado nos trabalhos recentes. Este modelo considera que
as progénies de um gendtipo materno representam um conjunto de gendtipos derivados
de dvulos, que se cruzam em uma probabilidade f, com um conjunto de polen com
frequéncia alélicas p e se autofecundam em uma probabilidade (1 - f). O processo de
obtengao das estimativas tem implicito um equilibrio de endogamia, equivalente ao

equilibrio de Wright, com f dependente de t.

Segundo Torggler et al. (1995) outra metodologia utilizada € a baseada na estrutura de
familias. A determinacao dos locos marcadores polimorficos é feita através da distribuicao
dos genotipos entre progénies originadas de um parental materno. A obtencao das
informacdes € baseada na hipotese de que a progénie derivada de autofecundacao seja
menos heterozigota que a derivada de fecundagao cruzada. Este método fornece maior
precisao estatistica e esta livre da suposi¢cao de equilibrio de endogamia, pois o valor ¢
(taxa de cruzamento) é dado em fungao das proporgdes observadas dos gendtipos das
progénies de fecundagao cruzada, ou seja, progénie do tipo AA=(1-1t) +t, e progénie
Aa =t (1 - p), sendo variavel, uma vez que se aumentar a taxa de cruzamento {, aumenta-

se a produgao de progénies heterozigotas Aa.
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Conforme o exposto, € possivel verificar que a metodologia desenvolvida por Nei
complementa as desenvolvidas por Wright, Cockerham e Vencovsky. Por meio da
metodologia desenvolvida por Nei € possivel detectar quanto da diversidade genética &
devida a variacao dentro e entre as populagcées ou subpopulacdes, enquanto as outras
metodologias, também fornecem a taxa de autofecundacgao e de fecundagao cruzada das
especies. Portanto, € aconselhavel, que nas analises estatisticas de trabalhos cientificos
sejam utilizadas tanto a metodologia de Nei quanto as outras, a fim de que se tenha uma

visdo mais ampla da estrutura genética das populagdes estudadas.
Diversos trabalhos cientificos tém sido desenvolvidos utilizando estas metodologias.

Hamrick & Godt (1990) citados por Reis (1996), analisaram 449 espécies vegetais de 165
géneros, objetivando associar niveis de diversidade a aspectos da histéria de vida e
ecologia de espécies vegetais. Os autores detectaram que, em média, 50,5% dos locos
foram polimérficos e a heterozigosidade média foi de 0,113. Concluiram que o sistema
reprodutivo e a distribuicdo geografica das espécies foram os fatores que mais
contribuiram para a variagdo dos dados. Ao utilizarem as estatisticas de Nei, constataram
que em espécies perenes de vida longa, com fecundagao cruzada e de fase final de

sucessao, ocorreu maior variagao dentro do que entre populagdes.

Moraes (1992) estudou a variabilidade e diversidade genética em populagdes naturais de
aroeira (Myracrodruon urundeuva), utilizando a divergéncia genética entre duas
populacdes classificadas hierarquicamente, através da técnica de eletroforese e por
caracteres quantitativos. Os resultados indicaram alta taxa de autofecundacgao e baixa
taxa aparente de fertilizacdo cruzada nas populacdes, indicando a predominancia de
cruzamento entre individuos aparentados. Detectou, ainda, que a maior parte da variagao
genética esta dentro das populagdes e a menor entre as populagdes. Concluiu que a
utilizacao dos métodos quantitativos e de eletroforese mostram-se coerentes e

complementares para o estudo genético de populag¢des naturais de aroeira.

Paiva (1992) fez inferéncias sobre a estrutura genética de popula¢des naturais de
seringueira (Hevea brasiliens), a fim de orientar o processo de amostragem na coleta e
conservacao de germoplasma. A variabilidade e a diversidade genética das populacdes
foi determinada de acordo com uma analise de variéncia, considerando modelo

desbalanceado em classificagao hierarquica com trés niveis de hierarquia, para cada alelo
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identificado. De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que as populagdes

apresentaram distancias genéticas bem semelhantes.

Mori (1993) estudou a variabilidade genética em uma populagao de eucalipto (Eucalyptus
grandis), com diferentes intensidades de sele¢cdo, empregando analise de variancia
semelhante a utilizada por Paiva (1992) e Moraes (1992). Detectou pequena distancia
genética entre as subpopulagdes e fixagdo de alelos em locos polimorficos na

subpopulagdo composta por menor numero de clones.

Muniz (1994), com o objetivo de estudar a analise de variancia de frequéncias génicas
que visam caracterizar a estrutura genética de populagdes de individuos dipldides,
estabeleceu as propriedades dos estimadores dos parametros genéticos obtidos pelo
método dos momentos, assim como a distribuicdo do quociente entre quadrados médios
tentando propor um critério para testar a nulidade do coeficiente de endogamia. Detectou
que os estimadores dos coeficientes de endogamia e da taxa de fecundagao cruzada
foram tendenciosos, sendo que as expressodes das tendéncias apresentaram-se em
fungéo de 1/n, tornando-se despreziveis com o aumento do tamanho da amostra (n). As
férmulas propostas para estimacgao da variancia do coeficiente de endogamia e do
estimador da taxa de fecundacgao cruzada apresentaram resultados satisfatérios quando o
coeficiente de endogamia da populagéao foi inferior a 0,5; a frequéncia génica estava
entre 0,3 e 0,7 e o tamanho da amostra superior a 30 individuos. A estimacao do
coeficiente de endogamia em populagdes com alelos multiplos, usando a analise conjunta
com todos os alelos, foi menos tendenciosa que a estimativa através da média das
estimativas nas analises de cada alelo, embora apresentassem a mesma variancia.
Foram apresentados resultados também para estimacao destes coeficientes no caso de

amostras de individuos de populagdes diferentes.

Marmey et al. (1994) avaliaram trés espécies de mandioca (dois acessos de Manihot
glaziovii, quatro de M. esculenta e dois de M. caerulescens Pohl), objetivando estudar a
diversidade entre estas espécies. Foi detectado alto nivel de polimorfismo tanto dentro

quanto entre as espécies.

Simonsen & Heneen (1995) estudaram a variabilidde genética dentro e entre acessos de
Brassica campestris e Brassica oleracea de diferentes origens. A heterozigosidade média

para todos os acessos de B. campestris foi 0,21, para as ragas chinesas foi 0,22, para as
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cultivares chinesas foi 0,19, para as cultivares suecas foi 0,16 e para as variedades
indianas foi 0,11. Os acessos de B. oleracea apresentaram menor nivel de
heterozigosidade (0,07), do que B. campestris. De acordo com a estatistica F de Wright
foi constatado que a diferenciacdo em B. campestris foi devida tanto a variabilidade dentro

quanto entre acessos.

Nesbitt et al. (1995) ao analisarem quatro subespécies (globulus, bicostata,
pseudoglobulus e maidenii) de Eucalyptus globulus de diferentes origens, detectaram
maior variagao dentro de locais. Alguns locais identificados previamente como
intermediarios entre as subespécies, com base em dados morfoldgicos, foram nao

intermediarios com base em dados moleculares.

Isabel et al. (1995) ao compararem a diversidade genética em populag¢des naturais de
Picea mariana (Mill.), verificaram que ha importantes niveis de diversidade genética e que

esta € predominante dentro das populagdes.

Skroch & Nienhuis (1995) desenvolveram pesquisa, no qual um dos objetivos foi obter
estimativas da diversidade genética e grau de parentesco entre 10 gendtipos de feijao
(Phaseolus vulgaris). A diversidade genética média foi 0,388; significando que, em média,
o marcador RAPD detectou neste estudo somente 38,8% de segregantes entre todos os

cruzamentos entre os 10 genotipos.

Reis (1996), realizou um trabalho visando gerar informagdes a respeito da distribuicédo e
dinamica dos alelos em populagdes naturais de palmiteiro (Euterpe edulis), caracterizando
os niveis e a distribuicdo da variabilidade genética, a estrutura genética das populagdes, o
sistema reprodutivo e o fluxo génico das mesmas. Os resultados revelaram niveis
elevados de heterozigosidade tanto a partir das progénies quanto a partir de individuos
adultos. Isto apresenta relevancia, uma vez que as geragdes posteriores poderao sempre
apresentar novos recombinantes ou mais recombinantes, permitindo adaptacao a
microambientes e a manutengao da dinamica populacional. A estrutura genética foi
caracterizada a partir das estimativas das estatisticas F de Wright, dos coeficientes de
coancestralidade (6 ) de Cocherham e da andlise de populagées subdivididas de Nei. Os
resultados indicaram menor divergéncia entre populagdes contiguas, sugerindo a
existéncia de efeitos de deriva e/ou selegao entre regides e locais, sendo as mesmas de

menor efeito ou contrapostas pelo fluxo génico entre as populagdes contiguas. Concluiu
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que a forma basica de organizacao da variabilidade genética na espécie € o modelo de
isolamento por distancia. O sistema reprodutivo foi caracterizado pela avaliagao da
existéncia de panmixia e endogamia e pela estimativa da taxa de cruzamento. Os
resultados evidenciaram que a cada ciclo reprodutivo predominam cruzamentos nao
aleatorios entre os individuos, produzindo progénies que ndo apresentam equilibrio de
panmixia ou endogamia, mesmo quando os individuos adultos estdo em equilibrio de
panmixia. O fluxo génico estimado foi elevado, o que leva a recomendagao da
manutencao de pelo menos 60 individuos reprodutivos por hectare nas populagdes sob
manejo. A coeréncia dos resultados obtidos e a estratégia de amostragem empregada,
proporcionaram a formagao de um referencial, em relagao aos niveis e distribuicdo da
variacado genética, para a coleta de germoplasma, a produgédo de sementes e o
melhoramento da espécie, assim como para o monitoramento das populagdes naturais

sob manejo sustentado.

O coeficiente de parentesco (CP) e estimativas da similaridade genética por RFLP (RFLP-
GS) tem sido propostos para estimar a disténcia genética e estudar a diversidade dentro
de espécies cultivadas. RFLP-GS é definido como a propor¢ao de bandas RFLP
idénticas, comparadas com um numero total de bandas entre duas cultivares. Em soja,
RFLPs tém sido eficientes em detectar diferengas genéticas no pedigree. Esta pesquisa
foi realizada para investigar a relagdo de CP e RFLP-GS entre parentais e a variancia
genética entre suas progénies endogamicas. Os resultados indicaram que o CP foi mais
eficiente para predicdo da variancia genética entre linhas endogamicas do que RFLP-GS.
A correlacéo entre CP e RFLP-GS para as cinco populagdes estudadas foi 0,45, ndo
significativa estatisticamente. Esta baixa correlagdo foi devido a uma populagédo que
apresentou alto valor de CP e baixa estimativa de RFLP-GS. Os autores utilizaram os
resultados obtidos para calcular também o ganho esperado com a selegao para as cinco
populacgdes. Os resultados indicam que as populagdes com baixo CP entre os parentais
apresentam vantagens na selegao, ou seja, contribuem com uma maior porcentagem de
linhagens superiores para producgao. Os resultados validam a aplicagao pratica do
coeficiente de parentesco na selegao de parentais para o desenvolvimento de populacées

com alta produtividade (Manjarrez-Sandoval et al., 1996Db).
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4. Marcadores moleculares na genética quantitativa

Em plantas, caracteristicas quantitativas, sdo aquelas controladas por varios genes de
pequeno efeito, que agem conjuntamente, geralmente de forma aditiva, causando um tipo
de variagao fenotipica continua, caracterizada pela presenga de um gradiente de
fendtipos, onde os intermediarios sdo mais frequientes que os extremos (superiores e
inferiores) (Allard, 1971). Sao poucas as informagdes sobre o numero, posi¢céo
cromossOmica, magnitude do efeito e interagdes dos locos que controlam a expressao
destes caracteres. Os locos que controlam a expressao dos caracteres quantitativos sédo
denominados QTL - Quantitative Trait Loci (locos controladores de caracteristicas

quantitativas).

Os estudos de heranga poligénica e o progresso genético no melhoramento de plantas

sdo estudados e estimados gragas a teoria e as técnicas da Genética Quantitativa.

Entretanto, os genes que controlam estas caracteristicas nédo podem ser estudados
separadamente por meio das técnicas classicas da Genética Quantitativa, pois, a mesma
se baseia em modelos biométricos, nos quais os fatores (genéticos e ambientais)

controladores destes caracteres sdo considerados em conjunto. A expressao fenotipica
de um determinado carater quantitativo é: I'= 7~+ ¢+ ¢t g¢ onde 7 é a média do valor

numeérico fenotipico na populacao estudada, £ é o efeito genético, ¢ é o efeito ambiental

e & o efeito da interagdo gendtipo com o ambiente (Vencovsky, 1992).

No entanto, com o uso de marcadores moleculares € possivel identificar e investigar os
genes que controlam as caracteristicas quantitativas; obter informagdes sobre a
organizacado dos genomas, sobre a contribuicédo relativa dos genes maiores e menores
(com efeitos grandes e pequenos) para a variagdo continua e sobre aspectos como a
epistasia, pleiotropia e a base genética da heterose (Edwards et al., 1987 citados por
Torggler et al., 1995).

Segundo Ferreira & Grattaplagia (1995) a determinacao da ligagao genética entre
marcadores e QTLs, depende da existéncia de desequilibrio de ligagao entre alelos no
loco marcador e alelos do QTL. O desequilibrio de ligagao gera efeitos quantitativos
associados ao marcador que podem ser detectados e estimados por meio de analises

estatisticas apropriadas.
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O desequilibrio de ligacao é decorrente de efeitos de ligagcao ou epistaticos entre os locos,
resultando em desvios das frequéncias gaméticas em relagéo as frequéncias de

equilibrio. As probabilidades de ocorréncia dos alelos nos gametas séo:

Nestas expressodes, temos que:

plab) e p(AB) sdo as probabilidades de ocorréncia de dois alelos em associagao

nos gametas (alelos recessivos e dominantes dos dois locos juntos

no mesmo cromossomo);

plaB) e p(Ab) sao as probabilidades de ocorréncia de dois alelos em repulsio nos

gametas (alelos recessivos de um loco e dominantes do outro loco

juntos no mesmo cromossomo);

p(ﬂ) , p(h) , p(A) e p( B) sdo as probabilidades de ocorréncia dos alelos recessivos e

dominantes dos dois locos, e
D mede o desequilibrio de ligagéo.
Segundo Lewontin (1974) citado por Torggler et al. (1995), quando:

D=0 os locos estdo em equilibrio de ligagdo (n&o estdo ligados) e as mudangas

nas frequéncias génicas de um loco s&o independentes das que ocorrem

no outro loco;

D> 0 existe excesso de gametas em associagéo ( AB, ab) ;

D< 0 existe excesso de gametas em repulséo (Ab, aB)

e, nestes dois ultimos casos, os locos sdo considerados ligados, ndo independentes e,
portanto, em desequilibrio de ligagao.



38 Utilizagao das técnicas de marcadores moleculares na genética de populagbes, na genética
quantitativa e no melhoramento de plantas

Por meio do mapeamento de genes que controlam caracteristicas quantitativas (QTLs) ou
caracteristicas quantitativas de importancia econémica (ETL — Economic Trait Loci), €

possivel identificar e estudar os efeitos destes genes separadamente.

O mapeamento de QTLs e ETLs é realizado tendo como base popula¢des segregantes,
que pode ser uma populagao F,, de retrocruzamento, linhagens puras recombinantes ou
linhagens dihapldides, obtidas a partir da geracéo F, resultante do cruzamento entre duas
linhagens puras, geneticamente divergentes e fenotipicamente extremas para as
caracteristicas quantitativas de interesse. Centenas de individuos destas populacdes sao
avaliadas para as caracteristicas e genotipadas para algumas dezenas de marcadores
moleculares distribuidos a intervalos regulares (10 a 30 centiMorgans) ao longo do
genoma. Este tipo de pedigree maximiza a quantidade de desequilibrio de ligagéo entre
marcadores e QTLs e/ou ETLs, sendo isto importante, uma vez que a detec¢ao de um
QTL esta em fungao da magnitude do seu efeito sobre a caracteristica, do tamanho da
populagao segregante avaliada, da frequéncia de recombinagdo entre o marcador e o
QTL e da herdabilidade do carater (Ferreira & Grattaplagia, 1995).

Ja foi proposta uma série de métodos de identificacdo de ligagao ou associagao entre
alelos marcadores e QTLs. Estes sao divididos em dois tipos: (1) Anadlise de um s6 ponto
e (2) Analise por intervalo. Este primeiro método € o mais simples, pois sdo analisados os
dados de um unico marcador a cada vez. Contudo, quanto mais distante o QTL estiver do
marcador, menor € a chance de se detectar associagdes estatisticamente significativas,
em decorréncia das recombinagdes entre os poligenes e 0 marcador serem mais
frequentes, o que pode ocasionar falhas de classificagado. Além disto, a magnitude do
efeito de um QTL detectado é geralmente subestimada, devido também a recombinagao
entre o marcador e o poligene. Estes problemas podem ser minimizados aumentando-se
o0 numero de marcadores analisados, com distancias menores a 15 cM (Tanksley, 1993

citado por Ferreira, 1996).

A analise por intervalo consiste na analise simultanea de grupos de marcadores ligados
com relagao aos seus efeitos na caracteristica quantitativa. Com isto é possivel
compensar a ocorréncia de recombinacao entre o marcador com o QTL, aumentando a
probabilidade de detectar o QTL e também de obter estimativas ndo tendenciosas dos

seus efeitos genotipicos (Lander & Botstein, 1986, 1989 citados por Ferreira, 1996).
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Segundo Ferreira & Grattaplagia (1995) a analise por intervalo, por minimizar o efeito da
distancia genética sobre a diferenga quantitativa associada ao marcador, permite: (1)
localizar com precisdo o QTL no segmento; (2) estimar a magnitude do efeito fenotipico
do QTL na forma de propor¢ao da variancia fenotipica na caracteristica quantitativa
explicada pelo QTL e (3) aumentar o poder estatistico de detecgdo e ao mesmo tempo

limitar a ocorréncia de falsos positivos (falsos QTLS).

Dentre as metodologias estatisticas propostas para detectar a ligacdo entre marcadores e
QTLs, utilizando as estratégias de um sé ponto ou por intervalo, os métodos mais comuns
na literatura, segundo Ferreira (1996) sado: (1) Analise de Variancia; (2) Estimativas de

maxima verossimilhanga e (3) Regresséo linear e n&o linear multipla.

Segundo Dudley (1993) a forma mais simples de detectar ligagdo ou associagao entre
marcadores e QTLs é através da analise de variancia. Os efeitos da ligagao sobre a
identificacéo de associagdes entre QTLs e marcadores pode ser ilustrado da seguinte
forma: considerando o cruzamento M{MT1T4 x mymstit;, onde My e m; s&o alelos
alternativos dos loco 1 marcador e T4 e t1 sdo alelos alternativos do QTL 1, e que M, e T,

estao ligados com um valor de recombinacéo r. Entdo, na geragao F, deste cruzamento,

os parentais homozigotos podem ser recuperados com a freqiéncia de @O,S(l - r) @2

cada. Para identificar associacdes entre marcadores e QTLs compara-se as médias
genotipicas dos homozigotos de cada classe de marcadores. Se a diferenca (MM, -
mim;) € significativa, entdo o marcador esta ligado ao QTL. Assumindo que T4T; tem um
valor genotipico a, Tt valor d e tity valor -a, a média genotipica do marcador na geragéo

F, sera:

MM, = [a(l- 2r)+ 2r(1- r) d]

Mm; = ld 1- 27+ 272

mymy = [-a(l- 2r) + 2r(1- r) d]
MM - mym; = 2a(1- 27|
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A magnitude desta diferenca ou contraste e, consequientemente, da capacidade de se
detectar associagdes entre marcadores e QTLs esta em fung¢ao do valor de recombinagao

(r) e da diferenga genotipica (2a) entre os homozigotos do QTL.

Lander & Botstein (1989) citados por Ferreira (1996) citam algumas falhas deste método:

(1) se 0<7<0,5 o efeito genotipico € subestimado por um fator de (1 - 27’) ; (2) é exigido

um grande numero de progénies e (3) o método nao define a posicao do QTL. Além disto,
nao se pode distinguir entre uma forte ligagdo a um QTL com pequeno efeito e uma

ligagdo em menor grau com um QTL de grande efeito.

O método da maxima verossimilhanga consiste em formar uma fungao (maxima
verossimilhanga) para os parametros do modelo e com base na distribuicdo da variavel
(geralmente € a distribuicdo normal) que se deseja estimar, buscam-se as estimativas que
a maximizem. A resolucao analitica para os valores dos parametros exige métodos
interativos, os quais consomem tempo, principalmente quando se dispde de grandes

conjuntos de dados e numerosos parametros (Ferreira, 1996).

A deteccgao de ligagdo marcador-QTL por meio de regressao é realizada tendo como base
mapas de ligacdo dos locos marcadores. S&o realizadas regressdes lineares multiplas

para cada grupo de ligagao. Moreno-Gonzalez (1992a, b; 1993) citado por Ferreira (1996)
apresenta métodos de regressao linear multipla para estimar a associacdo de marcadores
com QTLs. Ele constatou que o método € mais eficiente para detectar QTLs nao ligados e

que para QTLs ligados é preciso um maior numero de progénies.

Ferreira (1996) apresenta uma extensiva revisao bibliografica sobre estes métodos,
inclusive comparando-os entre si. Além disto, cita outros métodos desenvolvidos para
detecgao de associagdes entre marcadores e QTLs, como por exemplo o desenvolvido
por Neumann (1990), que utilizou o teorema de Bayes.Pinheiro & Carneiro (2000) também
apresentam uma consistente revisdo sobre a analise de QTL no melhoramento de

plantas.

Outras metodologias estatisticas tém sido estudadas e desenvolvidas com o objetivo de
investigar os efeitos da epistasia e pleiotropia (Gibson, 1996), o desequilibrio de ligagao
de locos microsatélites (Pritchard & Feldman, 1996), assim como sobre o comportamento

do desequilibrio de ligagao sobre flutuagbes ambientais em populagées panmiticas
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infinitas com n&o sobreposicao de geragdes e regimes de selegao em dipldides e
haploides (Kirzhner et al., 1995).

De acordo com Ferreira & Grattaplgia (1995), apesar do numero limitado de estudos de
mapeamento de QTLs publicados, um numero significativo de associagdes entre
marcadores e QTLs tem sido detectado, sendo que alguns QTLs com grande efeito foram
identificados, os quais explicam até 70% da variagao fenotipica observada, assim como

outros QTLs de menor efeito também foram identificados.

Com o objetivo de determinar se diferentes gendétipos enzimaticos estao associados a
diferentes carateristicas morfolégicas, foram mensurados 20 caracteres quantitativos em
individuos de duas populacgdes de milho, sendo que uma foi selecionada massalmente
para prolificidade e a outra para producao de graos. Gendtipos para locos enzimaticos
foram determinados nos mesmos individuos. Analise discriminante foi empregada para
discriminar gendtipos enzimaticos em um determinado locus usando como variaveis
discriminantes os caracteres morfologicos. Quando detectada discriminagao, foi
considerada a existéncia de associagao entre gendtipos enzimaticos e caracteres
morfoldgicos. Fungdes discriminantes foram associados com produgao, maturidade e
fosfatase acida 1 (Acp1) em ambas as populagdes. A producgao total de graos em uma
das populagdes apresentou correlacdo com a primeira funcéo discriminante, a qual foi
responsavel por 61,1% da variagdo. Na outra populagado, a segunda fungao discriminante

apresentou correlagdo com maturidade e tamanho da planta (Pollak et al., 1984).

Empregando analise de variancia, Garvey & Hewitt (1992) verificaram que seis
isoenzimas apresentaram associagdes significativas com teor de solidos soluveis (°Brix)
em tomate. Efeitos epistaticos entre QTLs que condicionam brix ndo foram detectados.
Neste estudo foram utilizadas trés espécies de tomate: Lycopersicon cheesmanii
(apresenta alto Brix) foi cruzada com L. pennellii (apresenta baixo Brix) e as plantas F
foram cruzadas com L. esculentum (tomate cultivado, que apresenta Brix baixo). Ja Eshed
& Zamir (1994) observaram trés regides de QTLs nos cromossomos 1, 5 e 7 de tomate

controlando o teor de sélidos soluveis totais.

Prince et al. (1993) obtiveram 19 grupos de ligagdo com 192 marcadores moleculares
RFLP e isoenzimas, ao contruirem o mapa molecular de pimenta (Capsicum spp.)

utilizando populagéo F, do cruzamento interespecifico entre C. annum cv. NuMex e C.
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chinense. Observaram dois QTLs controlando numero de flores por né no grupo de

ligagdo 10.

Lindhout et al. (1994) identificaram trés locos marcadores RFLP associados com
precocidade em tomate. Um deles estava associado principalmente com tempo de
florescimento, outro com frutificagdo e o outro com tempo para colheita. Dois destes trés

locos estdo também associados com peso de frutos.

Geralmente resisténcia a doencgas é uma caracteristica monogénica, ou seja, controlada
por um gene. Entretanto, em ervilha (Pisum sativum), Dirlewanger et al. (1994) detectou
QTLs para resisténcia a ragca C de Ascochyta pisi. No cromossomo 4 foi detectado o QTL

com maior efeito.

Velboom & Lee (1994) estudaram uma populagédo de milho (Zea mays L.) composta por
150 linhas F»; obtidas do cruzamento entre duas linhagens endogamicas do grupo
heterético Lancaster, objetivando identificar QTLs associados com produg¢ao de gréos e
todos seus componentes por meio de marcadores RFLP. Foram detectados QTLs para
producao de graos e seus componentes, sendo que apenas um QTL foi responsavel por
35% da variagao. Foram detectados, ainda, algumas regides com pleiotropismo ou efeitos
de ligagao sobre alguns componentes da producéo. A acao génica foi de dominancia
parcial a sobredominancia para todos os caracteres. Alguns QTLs exibiram
sobredominancia ou “pseudo-sobredominancia”, indicando possivel ligagdo de dois ou

mais genes em repulsao.

Um cruzamento entre uma linhagem (GY 14) e um germoplasma (Pl 432860) de pepino
(Cucumis sativus var. sativus) foi realizado e marcadores moleculares foram utilizados
para determinar o numero, magnitudes de efeitos e variagao total descritos pelos genes
condicionados por heranca quantitativa em relacao aos caracteres comprimento,
diametro, tamanho da cavidade de sementes, cor, relagdo comprimento/diametro e
relacdo tamanho da cavidade de sementes/diametro. QTLs foram detectados por meio do
programa MAPMAKER/QTL, usando 100 linhas F; avaliadas em experimentos realizados
em um local por dois anos. Foram construidos modelos multilocus. Geralmente o mesmo
loci estava associado com QTLs. Herdabilidades de QTLs individuais foram confirmados
pela analise de retrocruzamento (67 linhas BC+P+ e 68 linhas BCP;). A maioria dos QTLs

foram confirmados em pelo menos uma populagao de retrocruzamento. Foram calculados
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as variancias aditivas totais e herdabilidades usando o delineamento IIl da Carolina do
Norte (delineamento NCIII) e as estimativas foram comparadas com as variancias totais
estimadas por meio dos marcadores. Os resultados indicaram que os marcadores foram
responsaveis por uma grande variagao, mas nao toda, da variancia aditiva estimada pela
covariancia entre parentes. A utilizacao de retrocruzamentos para confirmar QTLs
individuais e a variancia total descrita pelos QTLs é recomendada para evitar falsos
positivos ou superestimativas de efeitos. O numero de QTLs e/ou a propor¢ao da
variancia fenotipica descrita pelos marcadores e pelos delineamentos estdo de acordo
com relatos anteriores de herdabilidades empregadas em germoplasma similar (Kennard
& Havey, 1995).

Por meio de analise com marcadores RFLP, setenta e trés associac¢des diferentes foram
detectadas entre marcadores e QTLs para peso de fruto, sélidos soluveis e peso de
sementes em um cruzamento interespecifico entre Licopersicon esculentum e L.
cheesmanii. No cromossomo 6 foi verificado um QTL de grande efeito para estas trés

caracteristicas (Goldman et al., 1995).

Foram identificados trés QTLs afetando toleréncia ao frio em tomate, utilizando dados
isoenzimaticos. Um dos QTLs apresentou efeito negativo para tolerancia ao frio, ao passo
que os outros dois apresentaram efeito positivo (Vallejos & Tanksley, 1983 citado por
Cardoso, 1996).

As técnicas multivariadas sédo, também, muito utilizadas com dados de marcadores
moleculares. Segundo Wilches (1995) citado por Duarte (1997) os procedimentos
estatisticos multivariados mais empregados nestes estudos séo as distancias genéticas,
indices de similaridade e dendogramas e as escalas multidimensionais. Estes estudos
objetivam, em sua grande maioria, avaliar a variabilidade genética, agrupar
germoplasmas, classificar e investigar a estrutura genética de populagoes, etc. Em
relacdo aos trabalhos realizados na area de genética de populagdes, os mesmos estao
relatados neste item desta revisdo. Outros exemplos serdo citados no proximo item, pois

estao relacionados ao melhoramento de plantas.
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5. Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Os marcadores moleculares tém sido empregados no melhoramento de plantas para
diversos fins, constituindo-se uma ferramenta muito importante e que, no futuro, sera
essencial em programas de melhoramento, em virtude das vantagens que apresentam,
como por exemplo, maior rapidez na obtengao de resultados e maior confiabilidade dos

dados obtidos.

Dentre as atividades ou areas de pesquisas inseridas em programas de melhoramento
que podem ser auxiliadas pelos marcadores moleculares, segundo Ferreira & Grattaplagia

(1995), destacam-se:
(1) Identificagdo e protecao de variedades e/ou clones patenteados;
(2) Certificagao de pureza genética de linhagens e hibridos;

(8) Construcao de colegdes nucleares (“core collection”) em bancos de

germoplasmas;
(4) Atribuicdo de linhagens a grupos heteroticos;
(5) Mapeamento genético de QTLs e/ou ETLs;
(6) Introgressao de caracteristicas via retrocruzamentos assistido por marcadores;
(7) Selecao e recombinacao dirigida de gendtipos superiores;
(8) Selecao durante o desenvolvimento de linhagens endogamicas;
(9) Predicao de fenodtipos esperados;

(10) Selecéo indireta para caracteristicas de dificil avaliagéo (resisténcia a fatores

bidticos e abidticos);
(11) Selegdo precoce em cultivares perenes;

(12) Monitoramento de fecundacéao cruzada e autofecundacdo em pomares de

sementes florestais.
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Diante da enorme quantidade de trabalhos realizados de acordo com revisao realizada no
CAB-ABSTRACTS, apenas algumas exemplificagdes serdo dadas para algumas destas
areas de pesquisa, a fim de que seja possivel visualizar a eficiéncia do uso dos

marcadores moleculares no melhoramento genético de plantas.

Com o advento do patenteamento de cultivares melhoradas, os marcadores moleculares
ocupam lugar de destaque na area de identificagdo e protegdo de variedades. E
indiscutivel a eficiéncia da caracterizagéo de variedades, linhagens e hibridos, ao nivel
molecular. A verificagdo da pureza genética de linhagens ou hibridos é fundamental,

também, no controle de qualidade por ocasido da producao de sementes comerciais.

Em espécies autdgamas, por exemplo, a produgéo de hibridos é feita com emasculagéo e
polinizagées manuais, quando néo se dispde de fontes de macho-esterilidade. Estes
procedimentos aumentam a probabilidade de contaminacdo, devido a autofecundagao da
planta m&e em decorréncia da emasculagao incompleta ou tardiamente realizada. Além
disto, a ocorréncia de cruzamentos naturais; a mistura fisica das sementes durante a
colheita dos frutos; extracéo, beneficiamento e empacotamento das sementes, ocasionam

contaminagao genética dos lotes de sementes hibridas.

Segundo Bailey (1983) citado por Ferreira & Grattaplagia (1995) ao menos quatro critérios
devem ser satisfeitos para a eficiente utilizagdo dos marcadores moleculares na
identificacdo de variedades: (1) variagao inter-varietal distinta; (2) minima variagao intra-

varietal, (3) estabilidade ambiental e (4) reproducibilidade experimental.

Smith & Smith (1991) desenvolveram um trabalho que tinha como objetivo investigar a
capacidade de marcadores RFLP discriminar 78 hibridos de milho. A correlagéo entre as
distancias estimadas com base no pedigree e aquelas estimadas com base nos dados
moleculares foi 0,92, indicando que marcadores RFLP s&do um meio pratico de

diferenciagao de hibridos.

Marcadores RAPD foram utilizados com o objetivo de verificar sua eficiéncia na
discriminagao de cultivares de Brassica napus. Um grupo de 100 primers foram testados,
destes 70 produziram bandas e 22 mostraram polimorfismo. Foi verificado que 6 primers
sao suficientes para diferenciar as cultivares e que RAPDs séo eficientes na identificacao

e discriminag&o das cultivares (Mailer et al., 1994).
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Rom et al. (1995) estudaram a possibilidade de se avaliar a pureza genética dos lotes de
sementes hibridas por meio de marcadores RAPD. Verificaram que isto € possivel, uma
vez que primers detectaram polimorfismo nos genitores e nos hibridos testados. Paran et
al. (1995) conseguiram detectar plantas contaminantes em quatro hibridos de tomate e,

também, discriminar os hibridos entre si.

Hibridos de pimentdo também foram identificados e discriminados por marcadores RFLP
(Tanksley & Young, 1989) e por PCR (Liveneh et al., 1992), sendo que o ultimo método &
mais simples e pode ser utilizado em escala comercial no controle de qualidade durante a

producgao de hibridos de pimentao.

Marcadores RAPD-PCR foram empregados na identificagdo de hibridos de soja e de
feijoeiro, derivados de cruzamentos entre genitores que ndo constratavam para
caracteristicas facilmente monitoraveis. Os marcadores OP-F12 e OP-CO3 geraram
bandas polimérficas de DNA, presentes no genitor masculino e ausentes no genitor
feminino, de feijao e soja, respectivamente. Cerca de 30% das plantas analisadas nao
apresentaram as bandas esperadas, portanto, devem terem sido resultantes de
autofecundacgao. Desta forma, estes dois marcadores podem ser utilizados eficientemente

na identificacado e discriminacao de hibridos de feijao e soja (Alzate-Marin et al., 1996).

Marcadores RAPD foram usados para determinar a frequéncia de polimorfismo de DNA
em 39 germoplasmas de melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.]. A fracdo de bandas
(F) comuns entre os gendtipos foi estimada pela estatistica de Nei e a dissimilaridade foi
calculada subtraindo o valor de F por 1. O método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) foi utilizado para determinar o parentesco genético entre os
gendtipos. Foram determinados quatro grupos. Foi determinado, também, que oito
marcadores RAPD podem ser utilizados para discriminacio varietal de melancia.
Concluiram que RAPDs podem ser empregados para identificar e discriminar genaétipos,

assim como para detectar QTLs em melancia (Lee et al., 1996).

A divergéncia genética é avaliada para diversos fins, em programas de melhoramento,
como por exemplo identificar amostras duplicadas em bancos de germoplasmas; eleger
descritores essenciais para caracterizagao de acessos de germoplasmas; estabelecer

colegdes-nucleo (“core collection”); orientar a escolha de parentais a serem intercruzados
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em programas de melhoramento, visando obter maior efeito heterético nas populagdes
hibridas.

Objetivando verificar a eficiéncia de marcadores RFLP para elucidar a heterose entre
linhas endogamicas de milho e a similaridade genética entre linhagens aparentadas e nao
aparentadas, Melchinger et al. (1991) analisaram 32 linhas endogamicas de milho. As
distancias entre as linhagens, estimadas pela distancia de Roger’s (RD), revelaram
consideravel diversidade entre as linhagens dos grupos heteréticos BSSS (lowa Stiff Stalk
Synthetic), RYD (Reid Yellow Dent) e LSC (Lancaster Sure Crop). Os autores concluiram
que dados de RFLP podem ser empregados para determinagao de grupos heteroticos de

linhagens e para quantificagdo da similaridade genética entre linhagens aparentadas.

Ajmone-Marsan et al. (1992) analizaram 31 linhagens endogamicas de milho com 149
marcadores RFLP, com o objetivo de determinar a eficiéncia de RFLPs na estimagao de
similaridade genética entre 16 linhagens dos grupos heteréticos BSSS (lowa Stiff Stalk
Synthetic) e LSC (Lancaster Sure Crop) e comparar as similaridades genéticas baseadas
em marcadores moleculares com as baseadas em informacdes do pedigree. Foram
estimados coeficientes de similaridade genética (GS) e coancestralidade (f), entre pares
de linhagens do mesmo grupo heterotico, com os dados de RFLPs e pedigrees,
respectivamente. Para as linhagens do grupo heterético BSSS, as analises de
agrupamento baseados em dados de RFPLs e pedigrees foram similares (correlagao
entre GS e f de 0,70). Entretanto, para as linhagens do grupo heterético LSC,

consideraveis discrepancias entre GS e f foram detectadas (correlagao foi 0,07).

Pela analise de dados de marcadores RFLP, Nienhuis et al. (1993) estimararam a
distancia genética entre gendtipos de Brassica oleraea (brécoli, couve-flor e repolho). A
similaridade genética detectada entre os gendtipos de cada grupo foram coincidentes com
as informacdes de suas genealogias. Os autores argumentam que esta informagao é
importante em programas de melhoramento por permitir a realizagdo de amostragem mais
eficiente dos gendtipos e realizar cruzamentos entre genétipos mais divergentes com a
finalidade de ampliar a base genética, assim como para produzir hibridos com boas

performances.

Objetivando determinar quais seriam as melhores combinag¢des para formagao de

hibridos de Brassica juncea, Jain et al (1994) mensurou com RAPDs o distanciamento
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genético entre 12 gendtipos indianos e 11 exadticos. Verificaram baixo polimorfismo nos
gendtipos indianos e alto nos exoticos. Os gendtipos foram agrupados em dois grupos,
sendo um formado por apenas gendtipos indianos e o outro pelos gendétipos exédticos e
quatro indianos. Foi observada elevada heterose nos cruzamentos entre os genétipos

indianos e exoticos.

A principal causa de sabores indesejaveis nos produtos derivados de soja, acredita-se
que sejam as isozimas lipoxigenases (LOX) das sementes. Foram identificados trés
mutantes (semLOX1, semLOX2 e semLOX3) deficientes dessas isozimas; e 0s mesmos
foram eleitos para introduzir os alelos controladores dessas isozimas na variedade
brasileira Cristalina. A técnica de RAPD foi empregada para caracterizar os genitores e
algumas outras linhagens. Os resultados obtidos permitiram estabelecer “fingerprint’de
cada genotipo e determinar a distancia genética entre os mesmos. A distancia genética

relativa foi de 76% e foram definidos quatro grupos distintos (VilarinhoS et al., 1994).

Burstin et al. (1994) analisaram 21 linhas endogadmicas de milho usando isoenzimas,
RFLPs e 2-D PAGE (two-dimensional electrophoresis of denatured proteins), com o
objetivo de investigar o parentesco genético entre as linhas que séo potenciais para
producao de hibridos para silagem. O grupo de linhagens foi geneticamente divergente. O

polimorfismo foi menor a nivel de proteinas do que a nivel de DNA.

Ali et al. (1995) observaram correlacao alta entre distancia genética e heterose em canola
(Brassica napus) para diversas caracteristicas importantes, dentre elas produtividade de

sementes, numero de vagens por planta e numero de sementes por vagem.

Sekhon & Gupta (1995) estudaram o uso da distancia genética entre parentais, estimada
por dados isoenzimaticos, na predigdo da heterose em mostarda. Os resultados sugerem
que a heterose é mais responsiva em cruzamentos derivados de parentais relacionados
do que entre aqueles resultantes de parentais néo relacionados, n&o estando de acordo

com o que seria esperado.

Com base em dados de marcadores RAPD, Tomita et al. (1996) avaliaram acessos de
limao verdadeiro e hibridos relacionados e verificaram que as principais variedades, com
denominacgdes distintas, constituem apenas um unico clone ou acessos idénticos que
sofreram mutacdes somaticas de dificil deteccao por estes marcadores. Para medir a

similaridade genética empregaram o coeficiente de Jaccard, o qual variou de 0,76 a 1,00.
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Utilizando também o coeficiente de Jaccard para construir a matriz de similaridade,
Coletta Filho et al. (1996) detectaram similaridade completa entre 14 acessos de
tangerina Ponkan. Os resultados indicam tratar-se de um unico clone, com denominacgdes

locais diferentes ou, também, mutacdes néo detectadas pelos marcadores RAPD.

Amaral Jr. (1996) realizou o agrupamento de cultivares de tomate utilizando o método de
agrupamento de Tocher, a partir de dados de marcadores RAPD e dados de marcadores
morfoagronémicos, objetivando avaliar a divergéncia genética. Verificou que os
agrupamentos a partir de dados de RAPD diferiram daqueles baseados em caracteristicas
morfoagronémicas e da qualidade de frutos, atribuindo isto a impossibilidade
discriminatoria dos marcadores RAPD utilizados, ou seja, os fragmentos heteromorficos
devem ter sido amplificados em regides nucléicas ndo envolvidas na expressao das

caracteristicas avaliadas, ndo permitindo, portanto, a descricdo apropriada dos genomas.

Lanza et al. (1996a, 1996b) a partir de dados de marcadores RAPD, estimaram as
distancias genéticas entre linhagens obtidas das popula¢des BR 105 e BR 106 de milho,
as quais foram avaliadas a nivel de campo para produgao de graos. Utilizando as
estimativas das distancias genéticas estimadas pelo coeficiente de similaridade de
Jaccard, construiram um dendograma, empregando o critério UPGMA, obtendo trés
grupos. Constataram, desta forma, que os marcadores RAPD sao eficientes na obtengao

de grupos heterdticos e na predi¢do de cruzamentos entre linhagens de milho.

A selecgao assistida por marcadores moleculares € uma area que vem se expandindo nos
ultimos anos. Estudos que visam a identificagdo de associagdes entre marcadores
moleculares e genes que conferem resisténcia em plantas séo, talvez, os mais realizados
e de grande importancia para programas de melhoramento, uma vez que possibilitam a
selecdo de gendtipos resistentes na fase de plantulas, diminuindo os custos dos
experimentos, bem como acelerando os programas de melhoramento. Além disto,

permitem o “screening” de um grande numero de gendtipos simultaneamente.

Reuveni & Bothma (1985) ao investigarem em meldo (Cucumis melo) o quanto a atividade
de peroxidases em plantas infectadas esta associada a resisténcia ao oidio (Sphaeroteca
fuliginea), observaram que a atividade foi superior em folhas de plantas resistentes, e que
com a infeccdo esta atividade aumenta com o tempo, principalmente em folhas infectadas

de cultivares suscetiveis. Isto indica que as plantas suscetiveis ativam sua peroxidase
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apos a infecgao, sendo que esta reacao é tardia para evitar o desenvolvimento da
doenca. Diante disto, pode-se concluir que a atividade de peroxidases pode ser

empregada como marcador na selegao de gendtipos resistentes de melao.

Williamson et al. (1994) detectaram a ligagcao entre o marcador de PCR (REX 1) com o
gene de resisténcia a nematdide (Mi) em tomate (L. peruvianum). Este marcador foi

testado até a geracgéao F,, possibilitando a distingdo de homozigotos de heterozigotos.

Foram identificados, também, dois marcadores RFLP ligados ao gene TM-2% que confere
resisténcia ao TMV (virus do mosaico do fumo) em tomate (Young et al., 1988). Porém,
DAX et al. (1994) detectaram marcadores RAPD associados com a resisténcia a este
mesmo virus, utilizando o primer OPA 12. Como esta ultima técnica é mais barata e
rapida que a primeira, € recomendavel, portanto, o uso do marcador OPA 12 em

programas de melhoramento que visem a obtengao de cultivares resistentes a este virus.

Outros genes que conferem resisténcia em tomate ja foram identificados, como por
exemplo: marcadores RFLP (CT71 e CT220) ligados ao gene Sw-5 que confere
resisténcia ao virus TSWV (Stevens et al., 1995); localizado o gene Ty-1 para tolerancia
ao virus TYLCV (Michelson et al., 1994; Zamir et al., 1994); marcadores RAPD
associados ao gene Pto que condiciona resisténcia a Pseudomonas syringae pv tomato
(MARTIN et al, 1991); marcadores RFLP associados aos genes Cf-9 e CF-4 que
conferem resisténcia a Clasporium fulvum (Balint-Kurti et al., 1994); marcador
isoenzimatico Aat2 ligado ao gene I-3 que confere resisténcia a raga 3 de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Bournival et al, 1989); localizagdo de um gene (Lv) para
resisténcia a oidio (Leveillula taurica) por meio de marcadores RAPD e RFLP
(Chunwongse et al, 1994).

Denny et al. (1996) apresentam resultados de experimentos com o objetivo de verificar a
eficiéncia da selecao assistida por marcadores RFLP e RAPD na selegao de genétipos de
soja resistentes a nematoides. Os autores discutem estes dois tipos de marcadores,

inclusive relacionando a eficiéncia com o custo das técnicas.

Em melancia foi identificado o marcador isoenzimatico associado ao gene que controla
resisténcia ao virus ZYMV (virus do mosaio amarelo da abébora) (Provvidenti, 1991) e em
abobora foi detectado o marcador isoenzimatico (Aldo-p) associado ao gene de

resisténcia ao virus WMV-2 (virus do mosaio da melancia-2) (Weeden et al., 1984).
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Em outras hortalicas, também ja foram localizados genes que conferem resisténcia a
algumas doengas, como em alface (Farrara et al., 1987; Hulbert & Michelmore, 1985; Cole
et al. 1991; Witsenboer et al., 1995); em cenoura (Ronfort et al., 1995), em ervilha

(Dirlewanger et al., 1994) entre outras.

Navot et al. (1990) detectaram que a cor vermelha da polpa do fruto de melancia é
determinado por um gene recessivo ligado ao marcador Gdh2 e que o sabor amargo &
governado por um gene dominante ligado ao marcador Pgm1. Estes, portanto, podem ser

utilizados em programas de melhoramento para selegao assistida de gendtipos.

A macho esterilidade € um fendmeno muito importante e utilizado em programas de
melhoramento, por facilitar a obtencao de hibridos em espécies onde cruzamentos
manuais séo de dificil execugdo. Lorenz et al. (1994) submeteram o DNA nuclear,
mitocondrial (mt) e do cloroplasto (cp) de duas linhas quase isogénicas de beterraba
(Beta vulgaris), sendo uma macho estéril e a outra fértil, a analises com RAPD.
Detectaram diferengas nos padrdes de “fingerprinting” do mtDNA entre plantas macho
estéreis e férteis, evidenciando os resultados experimentais que verificaram
rearranjamentos no genoma mitocrondial como fonte primaria de macho esterilidade.
Entretanto, eles aconselham o uso de cpDNA na identificagao de linhas macho estéreis

ou férteis.

Por outro lado, Steinborn et al. (1995) aos estudarem o DNA das mitocondrias e
cloroplastos de cenoura (Daucus carota subsp. sativus), por meio de marcadores RFLP,
detectaram que mtDNA apresentou heranga materna, ao passo que cpDNA apresentou

também herancga paterna.

O emprego de marcadores moleculares em programas de introgressao via
retrocruzamentos é, segundo Ferreira & Grattaplagia (1995), a aplicacao mais consistente

da tecnologia de marcadores moleculares no melhoramento.

Neste contexto, os marcadores moleculares devem estar associados aos genes que se
deseja introgredir, tornando possivel monitora-los no decorrer das geragdes de
retrocruzamento. Eles podem ser utilizados, ainda, na selecédo de individuos que possuem
além do gene em introgressao, a maior propor¢ao do genoma recorrente. Estes

procedimentos reduzem o numero de geragdes de retrocruzamento.
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Vantoai et al. (1996) monitoraram ciclos de seleg¢ao recorrente utilizando marcadores
AFLP em soja. A frequéncia de cada banda polimérfica entre os ciclos de selegao foi

(D+ H)

determinada como: = ,onde D ¢ H s3o, respectivamente, o nimero de

homozigotos e heterozigotos selecionados para a banda, e N o numero total de
selecionados. As contribuigdes ( 21, #2.-- #) de cada linha parental para os ciclos de
selecéo, foi estimada pela equagéo: y= X +0, onde y é o vetor das freqliéncias de

cada banda na selegdo, 8 é o vetor dos valores 7, a serem estimados e U ¢ o vetor do

erro. Foi possivel verificar que a contribuicao dos dois parentais adaptados, apos dois
ciclos de selegao recorrente ndo mudou e que 25% do pool génico das populagdes CO e

C1 foram devidos aos genotipos introduzidos (PI).

6. Consideragoes finais

E possivel verificar por meio desta revisdo que estudos sobre a aplicagdo de técnicas de
marcadores moleculares na genética de populagdes, quantitativa e no melhoramento de
plantas, vém sendo realizados intensivamente, sendo que alguns resultados consistentes
tém sido obtidos, proporcionando o emprego destas técnicas em programas de

melhoramento.

De acordo com os conhecimentos adquiridos com a realizagdo desta revisao, foi possivel
constatar que em relagao ao estudo da estrutura genética de populagdes, € recomendavel
o0 emprego da metodologia desenvolvida por Nei, juntamente com uma das outras

metodologias desenvolvidas por Wright, Cockerham e Vencovsky.

A associagao entre marcadores moleculares e caracteres quantitativos (QTLs) foi
detectada em uma série de pesquisas ja realizadas, porém, é preciso refletir sobre os
caracteres que apresentam baixas herdabilidades. Para detec¢cé&o de associagéo ou
ligacdo entre marcadores moleculares e QTLs, os dados morfoagronémicos sao
correlacionados com dados moleculares, entdo os caracteres sdo avaliados em ensaios
de campo. Se apresentam baixas herdabilidades, logicamente, sao altamente

influenciados pelo ambiente, ndo sendo coerente a generalizagdo dos resultados, ou
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melhor, o uso de marcadores moleculares, em ambientes muito distintos daqueles onde
foram realizados os experimentos, pois provavelmente néo serdo detectados. E preciso
atentar, também, para a consisténcia da associag¢ao entre marcadores moleculares e
QTLs, pois se o valor de recombinagao for muito alto, a associagéo ou ligagao pode ser
desfeita ou quebrada apds algumas geragdes, comprometendo a eficiéncia da selecao
assistida por marcadores. A construgdo de mapas genéticos da espécie a ser melhorada,
nos ambientes de interesse, com alto nivel de saturacéo, deve ser, portanto, a primeira
meta de programas de melhoramento que pretendam utilizar marcadores moleculares na

selecao de gendtipos.

Acredita-se que o emprego de marcadores moleculares é eficiente na avaliagéo e
caracterizagdo molecular de germoplasma, na formacgao de cole¢des-nucleo, na
identificacao e diferenciacao de cultivares, na certificagao de pureza genética de lotes de
sementes comerciais e prote¢ao de cultivares, na verificacdo da pureza genética de
linhagens e hibridos, uma vez que nao € fundamental para algumas destas areas que os
marcadores moleculares estejam associados a caracteres agrondmicos de interesse, e
para outras, eles séo utilizados quando ja estao fixados os gendtipos, ou seja, as

caracteristicas de interesse.

Entretanto, para estudos de divergéncia genética, que visam a determinagao de grupos
heterdticos, a fim de orientar a escolha de parentais para obtencao de hibridos, assim
como em programas de retrocruzamento e selegao de gendtipos, € preciso lembrar dos
caracteres que apresentam baixas herdabilidades, bem como assegurar, com alto nivel
de preciséo, que os marcadores moleculares empregados estao realmente e

proximamente associados as caracteristicas de interesse.

Por outro lado, a selec¢ao assistida para caracteres que apresentam altas herdabilidades,
como por exemplo, resisténcia a doencgas, € eficiente e extremamente proveitosa em

programas de melhoramento, pela rapidez e confiabilidade dos resultados obtidos.

Em decorréncia da grande abrangéncia do tema desta revisdo, os topicos foram
apresentados de uma forma geral, ndo sendo possivel o aprofundamento em cada um
deles, pois, como é perceptivel, cada um destes topicos podem, separadamente, originar
novas revisdes. Porém, € bom frisar que esta revisao contribuiu muito para a iniciagéo na

busca de conhecimentos sobre esta area de pesquisa. E desejado que a mesma seja util,
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também, a estudantes e/ou pesquisadores que tenham interesse em adquirir

conhecimentos gerais sobre a area.
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