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Resumo - O melhoramento genético tem sido um dos grandes responsáveis pelos
avanços na agricultura, com o desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela
maior produtividade, quer pela melhor adaptação aos ambientes adversos. O sucesso
de um programa de melhoramento genético depende fundamentalmente de algumas
etapas como a escolha de genitores que produzam indivíduos com a melhor com-
binação de alelos favoráveis e a seleção de genótipos superiores em populações
segregantes. Uma potente ferramenta para auxiliar o melhoramento são os marca-
dores moleculares, que fornecem um número ilimitado de polimorfismos com base
no DNA e são independentes dos efeitos arnbientais e do estádio fisiológico da
planta, permitindo a identificação precoce e precisa de indivíduos com uma melhor
combinação de alelos favoráveis. Os avanços nas técnicas moleculares, na bioinfor-
mática e na genética quantitativa têm contribuído de forma sinergística para o atual
nível de conhecimentos sobre a estrutura genética de várias espécies cultivadas e
silvestres. Assim, várias são as aplicações dos marcadores moleculares, tanto para
auxiliar programas de melhoramento, quanto em estudos de variabilidade genética,
identificação de cultivares, proteção dos direitos do melhorista, avaliação da pureza
genética de sementes, mapeamento genético e ampliação dos conhecimentos na
organização dos genomas.

Palavras-chave: Variabilidade genética; Genoma; Alelos; Polimorfismo.

INTRODUÇÃO

No início, os estudos genéticos eram
realizados utilizando-se marcadores morfo-
lógicos determinados por mutações simples
em um gene particular, gerando alterações
fenotípicas de fácil identificação no orga-

10. Os marcadores morfológicos con-
tll6uíram significativamente para o esta-
belecimento dos princípios teóricos do
rnapearnento genético e das análises de
ligação gênica. No entanto, o número redu-
zido de marcadores fenotípicos disponíveis,
a ausência de Iigação destes com caracteres
de importância econômica e os efeitos dele-
térios das mutações limitaram sua utilização
(Guimarães & Moreira, 1999).

Com o advento das técnicas de biologia
molecular, tornou-se possível a manipula-
ção do DNA, que culminou no surgimento
dos vários tipos de marcadores moleculares
disponíveis atualmente. Os marcadores
moleculares apresentam várias vantagens
sobre os marcadores morfológicos por
fornecer um número ilimitado de polirnor-
fismos distribuídos aleatoriamente ao longo
de todo o genoma e por ser independentes
dos efeitos ambientais e do estádio fisioló-
gico da planta, permitindo a identificação
precisa dos genótipos em estádios iniciais
do desenvolvimento. O avanço das técni-
cas moleculares tem sido acompanhado de
perto pelo grande desenvolvimento nas

áreas da bioinforrnática e da genética quan-
titativa. A aplicação dessas técnicas para
acelerar e monitorar os programas de me-
lhoramento genético tem como conse-
qüência grandes avanços no desenvol-
vimento de variedades melhoradas.

MARCADORES MOLECULARES

RFLP
Restriction Fragment Length Polymorphisins

(RFLP) foi o primeiro marcador de DNA a
ser utilizado na construção de mapas ge-
néticos na espécie humana (Botstein et al.,
1980). Em pouco tempo, os marcadores
RFLPs estavam entre os mais utilizados em
várias áreas da genética vegetal. A técnica
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do RFLP baseia-se na digestão do ONA
genômico com enzirnas de restrição.

Os fragmentos gerados de ONA são
separados ~m gel de agarose e transferidos
para membranas de nylon ou nitrocelulose,
onde são hibridizados com sondas de ONA,
detectando seqüências genômicas homó-
Iogas a elas. As sondas são seqüências de
ONA marcadas com nucleotídeos radioati-
vos ou quimioluminescentes. Após cada
hibridização, as membranas contendo os
fragmentos de ONA fixados são expostas
a um filme de raios X e submetidas ao pro-
cesso de revelação.

O polimorfismo é obtido, quando ocorre
perda ou surgimento de sítios de restrição,
que são seqüências específicas de quatro
a seis nucleotídeos .!econhecidas pelas en-
zimas de restrição utilizadas na digestão
do ONA. Inserções, deleções ou outros
rearranjos, quando ocorrem entre dois sí-
.ios de restrição, também alteram o tamanho
dos fragmentos, que são detectados por
possuir uma região homóloga à sonda
de ONA. Esses fragmentos serão polimór-
ficos, quando apresentar qualquer um
dos rearranjos genéticos já citados, sendo
então utilizados na caracterização de in-
divíduos geneticamente diferentes. Os mar-
cadores RFLPs apresentam herança co-
dominante, sendo possível a identificação
de genótipos homozigotos e heterozigotos.
Essa característica é uma das vantagens
do RFLP, uma vez que permite uma aná-
lise mais detalhada da ação gênica e da
interação entre alelos em estudos de ma-
pearnento de características quantitativas
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Outra
importante vantagem dos RFLPs é o fato
de representarem locos únicos em cada
genoma e de possibilitar a utilização de
sondas heterólogas, permitindo o mapea-
mento comparativo entre espécies corre-
lacionadas. A Figura 34 ilustra as bases
moleculares dos diferentes marcadores
moleculares e indica quando estes são
dominante ou co-dorninante.

Uma grande limitação da técnica de
RFLP é a necessidade de construir biblio-
tecas genôrnicas para a obtenção das
sondas. Tal limitação é, em parte, superada
na maioria das culturas de interesse eco-
nômico, para as quais existe uma grande

disponibilidade de sondas de ONA, que
podem ser obtidas gratuitamente de insti-
tuições públicas internacionais. Sondas
heterólogas também podem ser utilizadas
entre espécies ou gêneros afins. Outra
limitação é a sua complexidade técnica, o
que requer laboratórios bem equipados e
mão-de-obra especializada.

RAPD

O advento da técnica de Polytnerase
Chain Reaction (PCR) (Mullis & Faloona,
1987) e seus posteriores avanços, utilizando
uma enzirna DNA polimerase termoestá-
vel e termocicladores programáveis com
elevada capacidade de processarnento, im-
primiram grande autornatização à síntese
in vitro de ONA. A técnica de PCR consis-
te na síntese enzimática in vitro de um
segmento de ONA, delimitado por um par
de priniers de seqüências específicas- de
nucleotídeos de fita simples. Priniers são
seqüências curtas de ONA, que pareiam
com o ONA-molde e servem de iniciadores
para a síntese in vitro de uma nova fita de
ON A. As reações ocorrem em ciclos alter-
nados de temperatura, sendo que cada
ciclo do PCR envolve três etapas. Na pri-
meira, ocorre a desnaturação da fita du-
pla de ONA, posteriormente, os primers
pareiarn-se com as seqüências complemen-
tares específicas que flanqueiarn o sítio-
alvo, e então a nova fita de ONA é sinte-
tizada a partir das extremidades 3' -OH livres

dos primers por meio da enzima DNA
polimerase. Como cada ciclo é repetido
várias vezes, a amplificação do ONA-alvo
ocorre em progressão geométrica, reque-
rendo uma quantidade muito pequena de
ONA-molde.

A facilidade, a rapidez e a sensibilidade
dessa técnica possibilitaram o surgimen-
to de uma nova geração de marcadores
moleculares com base em PCR. O primeiro
deles foi o Random Amplified Poiytnorphic
DNA (RAPO) (Williams et al., 1990) ou
Arbitrare/y Primed-PCR (AP-PCR) (Welsh
& McClelland, 1990). O RAPO é uma va-
riação da técnica de PCR que utiliza um
único primer de dez nucleotídeos e com
seqüência arbitrária. Portanto, para que um
fragmento de ONA seja amplificado, duas
regiões complementares ao primer devem
estar separadas por até 2.000 pb e em orien-
tações opostas. Com isso, são amplificados
fragmentos de ONA, distribuídos ao acaso
no genoma, sem a.necessidade do conhe-
cimento prévio da seqüência do ONA. A
detecção dos produtos de amplificação é
feita em gel de agarose tratado com brome-
to de etídio e visualizado sob luz ultravio-
leta. As bases moleculares do polimorfis-
mo de RAPO são mutações de ponto, ou
deleções no sítio de pareamento do primer,
ou inserções entre os sítios de pareamen-
to, deixando-os a uma distância tal que
impossibilita a sua amplificação. O RAPO
é uma técnica de fácil execução de custo

Ganho ou perda de sitios de restrição
ou de anelamento de primers

RFLP - co-dominante
RAPO - dominante
AFLP - dominante
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Inserção ou deleção entre os sitios de restrição
ou de anelamento de primers

RFLP - co-dominante
RAPO e AFLP - co-dominante (raro)
SSR - co-dominante
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Figura 34 - Bases moleculares dos marcadores de DNA
FONTE: Dados básicos: Paterson (1996).
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.ireduzido e aplicável a qualquer tipo de
organismo. No entanto, existem problemas
inerentes à reprodutibilidade dos padrões
de amplificação, além do baixo conteúdo
de informação genética por loco, uma vez
que são marcadores dominantes. Este ti-
po de rnarcador possibilita a detecção de
apenas um alclo por locos, sendo que a
presença de uma banda no gel identifica
indivíduos homozigotos dominantes (AA)
e heterozigotos (Aa), não permitindo a dis-
tinção entre eles. O homozigoto recessivo
(aa) é identificado pela ausência da ban-
da.

Os avanços no processo de seqüen-
ciamento de DNA e os projetos de se-
qüenciarnento de genomas eucariotos têm
possibilitado um grande acúmulo de in-
formações no nível das seqüências de
DNA, Com isso, rnarcadores RFLP, RAPO
e informações de seqüências gênicas po-
d6...Jser convertidos em primers especí-
ficos para ser utilizados em análises gené-
ticas detalhadas por meio da técnica de
PCR, Sondas genômicas de RFLP, utilizadas
no mapeamento do genoma humano, foram
os primeiros rnarcadores a serem seqüen-
ciados e amplificados com primers espe-
cíficos, sendo denominados Sequcnce
Tagged Site (STS) (Olson et al., 1989).
Quando as sondas a serem seqüenciadas
são obtidas de bibliotecas de cONA, elas
passam a ser denominadas Expressed
Sequencc Tags (EST), Os fragmentos de
DNA obtidos pela amplificação específica
das sondas de RFLP podem ser clivados
com enzirnas de restrição, revelando um
tipo de marcador molecular conhecido

10 Cleaved Amplified Polymorphic
--/ .
Sequences (CAPS) (Konieczny & Ausubel,
1993 e Jarvis et al., 1994). Esses marcadores
apresentam as vantagens práticas do PCR,
mantendo a natureza co-dorninante e alélica
do RFLP. Marcadores RAPO também
podem ser seqüenciados e convertidos em
primers específicos para amplificação por
PCR. Tais marcadores são denominados
Sequence Characierired Amplified Regions
(SCAR) (Paran & Michelrnore, 1993) e
apresentam uma vantagem sobre o RAPO
que é a elevada especificidade da amplifi-
cação, embora mantenham a sua natureza
dominante.

Microssatélites ou SSR
Os genomas eucarióticos apresentam

várias' classes de seqüências repetidas e
uma delas consiste em tandem de um a
quatro nucleotídeos, sendo denominadas
microssatélites (Litt & Luty, 1989) ouSilllple
Sequence Repeats (SSR). A seqüência de
DNA que flanqueia estas regiões contendo
repetições curtas são conservadas dentro
de uma espécie, permitindo a seleção de
primers de PCR que podem ser utilizados
para amplificar os SSRs. O polimorfismo no
tamanho dos fragmentos obtidos é devido
ao número diferente de repetições das se-
qüências simples. Os marcadores micros-
satélites tornaram-se rapidamente os mais
utilizados pelos geneticistas de humanos,

para o desenvolvimento de mapas de liga-
ção e para a identificação de indivíduos.
Em plantas, os microssatélites são muito
freqüentes e distribuídos ao acaso ao longo
do genoma, sendo amplamente utilizados
na construção de mapas genéticos. Os mi-
crossatélites apresentam-se como uma das
classes de marcadorcs mais promissoras
para a ampla utilização nos programas de
melhoramento, uma vez que são marcado-
res co-dominantes e multialélicos (Fig. 35),
fornecendo um elevado nível de informação
genética por loco. Rongwen et al. (1995),
utilizando sete priniers microssatélites pa-
ra caracterizar 96 genótipos de soja, en-
contraram de 11 a 26 alelos por loco. Para
rnarcadores RFLP, Keim et al. (1989, 1992)

A

B

Figura 35 - Padrões de amplificação de microssatélite
NOTA: Figura 33A - Padrão de amplificação do microssatélite SSR7 em oito linhagens elites de

milho resolvidos em gel 8% de poliacrilamida não denaturonte discriminando oito alelos
diferentes. M é o marcador de peso molecular 25 bp ladder e o tamanho de cada um dos
alelos está descrito abaixo em pares de base (bp); Figuro 338 - Padrão de amplificação do
microssotélite Sall038 em uma população F2 de soja, segregando para resistência à raça 3
do Nematóide de Cisto do Soja, resolvido em gel de agarose 3%. Canaletas 1-4, plantas
homozigotas resistentes, 5- 12 plantas heterozigotas, 13- 16 plantas homozigotas suscetíveis.
M é o marcador de peso molecular (ONA do fogo Lambda digerido com EcoRI, Hindlll e
BomHI).
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utilizaram de início 17 sondas de RFLP para
caracterizar 58 genótipos de soja e, poste-
riormente, 132 sondas de RFLP para carac-
terizar 38 genótipos de soja. Apenas duas
sondas no 'primeiro experimento e três no
segundo apresentaram mais de dois ale-
los.

Pelo fato de serem co-dorninantes, mar-
cadores microssatélites, quando ligados a
locos de interesse, permitem obter infor-
mações sobre o tipo de ação gênica de
interações entre diferentes locos. Marca-
dores SSRs são altamente reproduzíveis
e estáveis dentro de uma determinada

. espécie, permitindo o intercâmbio de infor-
mações entre diferentes grupos de pesqui-
sa, o que facilita grandemente sua utiliza-
ção na seleção assi~ida e na integração de
mapas genéticos.

A técnica de SSR é de fácil execução e
pode ser amplamente automatizada pelo

•........fato de se basear em PCR. No entanto, o
polimorfismo deve ser detectado em géis
de alta resolução, em função das pequenas
diferenças de tamanho entre os segmentos
amplificados, em termos de pares de base.
A maior limitação do método é a obtenção
dos priniers específicos que flanqueiarn
as regiões altamente repetitivas ou os
microssatélites. Esta etapa requer a cons-
trução de bibliotecas genôrnicas enrique-
cidas com os microssatélites de interesse,
metodologias eficientes para o screening
das bibliotecas e seqüenciamento de ONA
em larga escala, necessitando de labora-
tórios com uma infra-estrutura bastante
especializada. Esta limitação está sendo
vencida rapidamente, sendo que, para di-
versas espécies de importância econômica,

'-" já existe no mercado um grande número de
primers SSR, o que possibilita a utilização
da técnica com a mesma infra-estrutura uti-
lizada para o RAPO ou PCR convencional,
necessitando apenas de cubas adicionais
para eletroforese em géis de acrilamida. Com
isso, a técnica de SSR torna-se compatível
com RAPO ou PCR convencional, em ter-
mos de custo. Além disso, como apenas
um loco é amplificado em cada indivíduo, é
possível utilizar primers multiplex no ma-
peamento genético, tomando a técnica ain-
da mais barata. Esta estratégia consiste na
utilização de dois ou mais pares de primers

na mesma reação de PCR. Os primers com-
ponentes do multiplex não podem possuir
homologia cruzada e devem amplificar
alelos de tamanhos diferentes.

AFLP

O Amplified Fr ag m e nt Leng th
Polymorphisms (AFLP) é uma classe re-
cente de marcadores, que alia a especifi-
cidade dos sítios de restrição do RFLP à
praticidade da amplificação do PCR, apre-
sentando-se como uma ferramenta pode-
rosa na caracterização de genomas e no
mapeamento genético (Vos et al., 1995). A
técnica baseia-se na digestão simultânea
do ONA genômico com duas enzimas de
restrição, sendo EcoRI e Msel as mais
usadas. Adaptadores específicos, com ter-
minais complementares às extremidades
coesivas dos sítios de restrição, são liga-
dos aos fragmentos de ONA digeridos. São
uti Iizados dois adaptadores específicos,
sendo um para cada sítio de restrição. Os
fragmentos digeridos e com os adaptadores
ligados a eles são submetidos a uma reação
de PCR com primers pré-seletivos, cuja
seqüência é complementar à dos adapta-
dores, acrescidos de um nucleotídeo arbi-
trário na sua extremidade 3'. A amplifica-
ção pré-seleti va é realizada com o objetivo
de aumentar a proporção dos fragmentos
de interesse, com os sítios de restrição de
EcoRI e Msel, e de fazer uma seleção ini-
cial desses fragmentos. Os fragmentos pré-
amplificados são então submetidos às rea-
ções de amplificação seletiva, utilizando
primers com a mesma seqüência dos
primers pré-seletivos acrescida de dois nu-
cleotídeos arbitrários na sua extremida-
de 3'. A detecção dos fragmentos polirnór-
ficos é feita em gel de seqüenciamento, uti-
lizando um dos primers seletivos marcados
com radioatividade ou com fluorescência.
A Figura 36 (p.65) exemplifica um resulta-
do de AFLP em uma população F2 de cacau,
utilizando primers fluorescentes, analisa-
dos por meio do seqüenciador automático
ABl377 (Queiroz, 1999).

Uma das vantagens do AFLP é o gran-
de poder de detecção de variabilidade
genética, uma vez que a técnica explora
polimorfismos de restrição e de amplifi-
cação. Dessa forma, é resolvido um grande
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número de fragmentos polimórficos em
um único gel de seqüenciamento. Como os
primers uti Iizados nas etapas de ampl i-
ficação são longos, em tomo de 20 pb, a
especificidade das reações é aumentada
significativamente, quando comparada
com o RAPO. Assim, o AFLP alia a van-
tagem de explorar regiões genôrnicas
arbitrárias, sem a necessidade do conhe-
cimento prévio das seqüências do ONA,
com a elevada especificidade da técnica de
PCR. Uma das limitações do AFLPéo baixo
conteúdo de informação genética por loco
que, à semelhança do RAPO, também são
marcadores essencialmente dominantes .
Como o AFLP é realizado em várias etapas,
incluindo a digestão do ONA com enzimas
de restrição, é uma técnica trabalhosa, que
necessita de ONAs genômicos de alta qua-
lidade e de um maior número de reagentes,
tornando-a também mais cara. Outro fato
que contribui para aumentar a complexi-
dade do AFLP é que a resolução dos poli-
morfismos precisa ser realizada em géis de
seqüenciamcnto, utilizando radioatividade
ou fluorescência, e nem todos os labora-
tórios estão capacitados para trabalhar com
tais metodologias.

APLICAÇÕES DOS
MARCADORES MOLECULARES
NO MELHORAMENTO GENÉTICO

Os marcadores moleculares possibili-
tam várias aplicações e análises genéticas
com grandes oportunidades de utilização
no melhoramento genético.

Diversidade genética
e seleção de genitores

Os diferentes tipos de marcadores mo-
leculares disponíveis apresentam uma
ampla capacidade de amostragem do ge-
noma, sendo de grande potencial para a
avaliação da diversidade genética, tanto
para aplicações filogenéticas e evolutivas,
quanto para fins práticos em programas de
melhoramento genético e na manutenção
de bancos de germoplasma. Os genótipos
são avaliados por meio dos marcadores e
as bandas comuns a todos os indivíduos
são interpretadas como semelhanças gené-
ticas, e as não-comuns, como diferenças
genéticas. Os resultados são codificados
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, de forma que gere uma matriz de similaridade
(ou dissimilaridade), que pode ser grafica-
mente interpretada por meio de análise de
agrupamento ou multivariada.

A escolha dos genitores e o plane-
jamento dos cruzamentos são etapas de
fundamental importância para o sucesso
de um programa de melhoramento (Borém,

1997). Estas etapas podem ser auxiliadas
por meio dos marcadores moleculares, que
fornecem aos melhoristas informações
genéticas adicionais e mais detalhadas dos
genótipos, aumentando a probabilidade de
obtenção de cultivares superiores. A iden-
tificação e seleção de genitores superiores
são críticas em espécies perenes, como fru-
teiras e essências florestais, uma vez que o
tempo para obtenção de uma cultivar me-
lhorada é bastante longo.

A caracterização molecular da diver-
s; "Ie genética entre 38 cultivares de soja
bresileiras, por meio de marcadores RAPD,
foi estreitamente correlacionada com dados
gencalógicos, tendo grande utilidade na
seleção de genitores para o Programa de
Melhoramento da Qualidade da Soja para
a Agroindústria da Universidade Federal
de Viçosa (UFV) (Abdelnoor et al., 1995).
O estudo da diversidade genética entre ge-
nitores de feijoeiro, utilizando marcadores
RAPD e proteínas de reserva, agrupou cor-
retamente as cultivares em dois grupos de
acordo com a origem evolutiva, permitindo
uma caracterização mais detalhada dos ge-
nótipos dentro de cada grupo (Vasconcelos
et al., 1996). A escolha de genitores mais
divergentes, dentro de um grupo de linha-
gens-elite de soja, com base em marcadores
'-.....-,Ieculares, gerou híbridos FI mais pro-
dutivos (Miranda, 1998). Em programas de
retrocruzarnento, a seleção de genitores
doadores de genes de interesse que sejam
geneticamente mais similares aos genitores
recorrentes permite a recuperação mais
rápida do genoma destes. Desse modo, o
estudo da diversidade genética auxiliado
por marcadores moleculares pode direcio-
nar cruzamentos, favorecendo a obtenção
de cultivares superiores.

O estudo da diversidade genética den-
tro dos bancos de germoplasma gera infor-
mações que têm como objetivo otimizar a
manutenção e o manejo das coleções bá-

sicas, além de facilitar o acesso dos melho-
ristas às coleções. A caracterização de li-
nhagens de milho em grupos heteróticos
é de fundamental importância na escolha
dos genitores para a obtenção de híbridos
com elevada performance agronômica. Me-
didas de distância genética por meio de
RFLP têm sido utilizadas na classificação
de linhagens de milho em grupos heteró-
ticos, bem como a alocação de novas li-
nhagens de origem desconhecida nos dife-
rentes grupos (Dudley et al., 1992 e Livini
et al., 1992). O monitoramento de cruzamen-
tos em pomares de sementes de espécies
florestais tem garantido uma combinação
genética favorável entre indivíduos sele-
cionados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Fingerprinting e proteção
de cultivares

A caracterização de variedades, linha-
gens ou híbridos por meio de marcadores
de DNA tem sido de grande importância
na proteção do direito intelectual do melho-
rista, sendo utilizada como prova legal em
processos jurídicos nos países em que já
vigoram as leis de proteção de cultivares.
Com a aprovação, no Brasil, da Lei de Pro-
teção de Cultivares, Lei nQ 9.456, de 25 de
abril de 1997 (Brasil.i., 1997), o Serviço Na-
cional de Proteção de Cultivares (SNPC),
órgão vinculado ao Ministério da Agricul-
tura, ficou responsável pelo registro e pro-
teção de novas variedades. Para que uma
variedade seja protegida, é necessário de-
monstrar que ela é diferente de qualquer
outra da mesma espécie. Atualmente, a
proteção de cultivares é feita com base em
descritores morfológicos, tais como, colo-
ração de flor e pubescência, hábito de cres-
cimento, forma da folha, ciclo, resistência
a doenças, entre outras. Em espécies que
possuem uma base genética estreita, como
é o caso da soja, em que as variedades são
obtidas pela hibridação entre um grupo
elite de parentais geneticamente seme-
lhantes, as novas variedades tendem a ser
muito semelhantes e muitas vezes indistin-
guíveis com base nestas características.
Além disso, com o aumento do número de
variedades protegidas no banco de dados
do SNPC, toma-se cada vez mais difícil dis-
tinguir uma nova variedade daquelas já
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existentes. Então, um sistema com base em
marcadores de DNA e que possa identificar
um padrão único de combinação destes
marcadores, como uma "impressão digital"
(fingerprint), para cada variedade, torna-
se necessário para facilitar a proteção de
novas variedades, e assegurar os direitos
de propriedade intelectual dos melhoristas.
Com a utilização de marcadores multialé-
licos e altamente conservados. como os
SSR. é possível obter um padrão único para
cada variedade. Rongwen et aI. (1995),
utilizando sete marcadores de microssaté-
lite, conseguiram distinguir 95 entre 96
genótipos de soja. Os dois únicos genó-
tipos que possuíam alelos idênticos nos
sete locos eram estreitamente aparenta-
dos (93,4% de similaridade com base na
genealogia). Russell et aI. (1997), estudan-
do 11 locos de SSR em 24 genótipos de
cevada, encontraram três combinações de
quatro SSR, que identificaram todos os
genótipos avaliados. Estes autores conse-
guiram distinguir inclusive duas linhas
irmãs, que possuíam distância nula, com
base na genealogia.

Marcadores moleculares, pelo fato de
discriminarem a contribuição genética de
cada genitor na sua descendência, podem
ser utilizados para o controle da pureza
genética de sementes híbridas ou de linha-
gens, para a determinação da taxa de polini-
zação cruzada em espécies autógamas e
para a avaliação do tipo de fecundação
predominante em espécies ainda pouco
estudadas. A capacidade de discriminação
dos métodos de fingerprinting molecular
depende do número de marcadores utili-
zados e da freqüência de cada loco dentro
da espécie (Ferreira & Grattapaglia, 1998),
sendo necessário um estudo prévio da va-
riabilidade genética dos locos para cada
espécie a ser avaliada.

Análise de pureza genética
de sementes

Da mesma forma como os marcadores
com base no DNA são úteis na identifi-
caçãode cultivares, tomam-se também uma
importante ferramenta na identificação das
misturas varietais em análises de pureza
genética de sementes, com a finalidade de
certificação ou fiscalização de sementes.
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Comumente, misturas varietais são iden-
tificadas com base em características obser-
vadas na semente, na plântula e, em alguns
casos, com auxílio de eletroforese de pro-
teínas da semente. Em soja, por exemplo, a
análise de pureza genética de sementes é
feita comumente pela cordo hilo e do hipo-
cótilo e reação à peroxidase. Estes caracte-
res são pouco informativos, pois tanto a
cor do hipocótilo, quanto a reação à pe-
roxidase só permitem dois resultados pos-
síveis, sendo que a combinação de ambos
classifica as variedades em quatro grupos
distintos. Corde hilo apresenta um número
maior de resultados possíveis, represen-
tados pelas diversas cores e tonalidades
de hilo existentes. Entretanto, algumas
variedades, em função de condições arn-
bientais particulares, podem apresentar
tonalidades diferentes da cor de hilo e, com
isso, confundir a discriminação entre va-
riedades com cores parecidas. É o caso de
variedades com hilo preto imperfeito, que
podem ser confundidas com as que pos-
suem hilo preto, ou mesmo hilo marrom.

O laboratório de Genética Molecular
de Plantas, do Instituto de Biotecnolo-
gia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO-
BIOMOL) da UFV tem realizado, a pedido
da Delegacia Regional do Ministério da
Agricultura e do Instituto Mineiro de Agro-
pecuária (lMA), análises com base no DNA,
para investigação de pureza genética em
sementes de soja. Sementes consideradas
atípicus por possuírem hilo de coloração
diferente do padrão definido para a varie-
dade são submetidas à análise de DNA,
com marcadorcs SSR e sementes da varie-

'- dade da qual as sementes atípicas foram
obtidas. Os resultados têm demonstrado
que nem sempre a diferença na cor do hilo
significa mistura varietal. Em alguns casos,
sementes de hilo preto imperfeito encon-
tradas em lotes de sementes de hilo marrom
são geneticamente idênticas às sementes
do lote. O uso de marcadores com base no
DNA constitui-se uma ferramenta auxiliar
muito poderosa na análise de pureza gené-
tica de sementes, aplicável sempre que a
caracterização visual permitir dúvidas. Até
o momento, este tipo de análise tem sido
feita, explorando-se ao máximo a represen-
tatividade do genorna, pela utilização de

primers bem distribuídos no mapa genético
da cultura. Além das sementes atípicas, são
também analisadas várias sementes do lote
avaliado, para determinar a variabilidade
intra-varietal, e ainda sementes de outras
variedades, que são utilizadas como con-
trole, principalmente quando as atípicas e
as do lote são idênticas. Tal estratégia, que
utiliza vários controles e uma amostragem
dentro do lote de sementes, contribui para
o aumento no tempo e no custo das aná-
lises. Assim, surge a necessidade de obter
uma caracterização molecular das varie-
dades das diversas culturas economica-
mente importantes, por meio de marcadores
com base no DNA. Além de acelerar e re-
duzir os custos das análises de pureza
genética de sementes, este [ingerprinting

molecular será de grande utilidade nos
processos de proteção de cultivares. Dessa
forma, bastará analisar as sementes atípi-
cas com os primers que caracterizam a varie-
dade e comparar os alei os obtidos com
aqueles característicos da variedade. Além
disso, com a utilização de DNA extraído da
própria semente (McDonald et aI., 1994),
os resultados podem ser obtidos em um
espaço de tempo ainda mais curto, cornpa-
tibilizando seu uso com a análise para
certificação de sementes.

Melhoramento genético
auxiliado por marcadores
moleculares

Retrocruzamentos auxiliados por
marcadores moleculares

Atualmente, a utilização de marcadores
moleculares em programas de introgressão
de genes por meio de retrocruzamento é o
exemplo mais concreto de melhoramento
genético assistido por marcadores. Germo-
plasmas não-adaptados têm sido utilizados
em programas de melhoramento com o obje-
tivo de introduzir características de herança
simples, como resistência a doenças. O uso
de marcadores moleculares ligados a genes
de interesse é de grande importância na
seleção de genótipos resistentes, princi-
palmente quando o programa de melhora-
mento tem como objetivo introduzir dois
ou mais genes de resistência, quando o
fenótipo é de determinação complexa, ou
quando o processo de avaliação reauer a

Informe A
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destruição da planta, como é o caso de ne-
matóide do cisto em soja.

Além de monitorar a presença do gene
de interesse, a genotipagem molecular dos
indivíduos permite a seleção daqueles mais
semelhantes ao genótipo recorrente e com
melhor conversão na região próxima ao
gene introduzido. Desse modo, o número
de ciclos de retrocruzamentos necessários
para a recuperação do genótipo recorrente
é reduzido de forma acentuada, acelerando
o desenvolvimento de variedades melho-
radas (Openshaw et aI., 1994).

Identificação de marcadores
associados a caracteres
de interesse

Grande parte desses trabalhos tem sido
desenvolvida associando-se marcadores
moleculares a caracteres de herança sim-
ples, uma vez que as variações fenotípicas
são de fácil mensuração e análise. Linha-
gens isogênicas são aquelas geneticamente
semelhantes (exceto na região genômica
onde um gene de interesse foi introduzido),
desenvolvidas por meio de ciclos suces-
sivos de retrocruzamentos. Pelo fato de
essas linhagens apresentarem diferenças
genéticas apenas na região de interesse,
elas têm sido utilizadas com bastante
sucesso na identificação de marcadores
ligados a genes de resistência em várias
espécies de importância econômica, como
ao vírus TMV em tomate (Young et al.,
1988), a Pseudonionas em tomate (Martin
et al., 1991) e a Phytophtora megasperma
em soja (Diers et aI., 1992).

Outra estratégia que tem revoluciona-
do a identificação de regiões genômicas
associadas a caracteres de herança simples
é a técnica de bulks segregantes, Bulked
Segregam Analysis (BSA), proposta por
Michelrnore et aI. (1991). Essa metodologia
baseia-se na construção de dois bulks de
DNA contrastantes para uma característica
fenotípica entre os indivíduos de uma po-
pulação segregante. Cada bulk é constituí-
do de uma mistura de DNAs de indivíduos
de uma população segregante com fenó-
tipo semelhante para a característica de
interesse. Dessa forma todos os indivíduos
que compõem um bulk compartilham uma
mesma região zenômica que contém o gene
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de interesse e segregam para as demais
regiões. Assim, o marcador que co-segregar
com os bulks tem uma grande probabi-
lidade de estar ligado à característica
avaliada. sem necessitar da genotipagem
de um grande número de indivíduos nem
da construção de um mapa genético sa-
turado.

Vários exemplos demonstram o sucesso
da técnica de BSA, como a identificação
de marcadores RAPO e RFLP ligados a
genes de resistência ao míldio em alface
(Michelrnore et al., 1991,Paranetal., 1991 e
Paran & Michelmore, 1993). Alzate-Marin
(1996), utilizando a análise de bulks segre-
gantes, identificou marcadores RAPO liga-
dos em fase de acoplamento e de repulsão
a genes de resistência sCoíletouiclnnn
lindenntthianum, agente causal da antrac-
nose do feijoeiro. De forma similar, foi iden-
ti' io um rnarcador RAPO co-dominante,
Jig. ao ao gene que confere resistência ao
cancro da haste da soja (Carvalho, 1995).
Regiões genômicas que controlam outras
características importantes como amadu-
recimento do fruto e abscisão do pedice-
10 em tomate, foram também detectadas
utilizando essa estratégia (Giovannoni et
aI., 1991). A estratégia de BSA também
pode ser utilizada na identificação de 10-
cos controladores de caracteres quantita-
tivos - Quantitative Trait Loci (QTLs), que
possuam grande efeito sobre a caracterís-
tica de interesse (QTLs) de efeito maior.
Utilizando esta estratégia, Schuster (1999)
identificou seis marcadores rnoleculares
(quatro RAPO e dois SSR) associados à
resistência da soja ao nernatóide de cisto

soja (NCS). Estes seis marcadores mo-
leculares formaram um grupo de ligação
contendo um QTL responsável por 56%
da resistência à raça 9 e 39% da resistência
à raça 14 do NCS. Cervigni (1999) identi-
ficou dois rnarcadores SSR, flanqueando
um QTL que responde por 30% da resis-
tência da soja à raça 3 do NCS (Fig. 35B).

A identificação de marcadores ligados
a genes que conferem resistência a vários
patógenos permite monitorar e acelerar a
introgressão destes genes em cultivares
comerciais, além de possibilitar a pirarni-
dação de dois ou mais genes de resistência
em uma cultivar comercial. Marcadores

ligados a genes de interesse fornecem um
ponto de partida para a clonagern de genes
que se baseia em mapa.

Mapeamento de
caracteres complexos

A maioria dos caracteres de importân-
cia econômica está sob controle genético
complexo, envolvendo a ação de vários
genes, o que torna difícil sua manipula-
ção e compreensão. Regiões genômicas
contendo locos gênicos associados a tais
caracteres quantitativos são denominados
QTLs. Marcadores moleculares analisados
por metodologias estatísticas implernen-
tadas em programas de mapearnento de
QTLs têm possibilitado a dissecação dos
caracteres complexos em fatores mende-
lianos simples. O mapeamento de QTLs
possibilita estimar o número e a localização
de genes que controlam a variação feno-
típica de um caráter, a magnitude dos seus
efeitos e as interações com outros QTLs.
A habilidade de detectar QTLs por meio
de marcadores moleculares é função da
magnitude do efeito do QTL, do tamanho
da população em estudo e do nível de satu-
ração do mapa genético.

O mapeamento de QTLs baseia-se em
testes de associação entre marcadores
moleculares e os dados fenotípicos por
meio de várias metodologias estatísticas.
Os procedimentos mais simples para a
detecção de tais associações são os mo-
delos de regressão linear e análise de va-
riância, que analisam a distribuição dos
valores fenotípicos para cada marcador,
separadamente. Esta metodologia é de
execução simples, bastante flexível e não
requer a construção de mapas genéticos.
Uma limitação dessa metodologia é não
permitir a identificação da posição do QTL
e não estimar a magnitude do seu efeito.

Uma alternativa para aumentar o poder
de detecção das associações e para esti-
mar o efeito e a posição dos QTLs tem sido
o mapeamento por intervalo, proposto por
Lander & Botstein (1989). Tal metodologia
utiliza o método da máxima verossimilhança
para estimar a posição mais provável e a
magnitude do QTL no intervalo entre dois
rnarcadores ligados no mapa genético
(Lynch & Walsh, 1997). O mapeamento

por intervalo possui uma maior precisão
nas estimativas do efeito e da posição do
QTL, uma vez que analisa cada centiMor-
gan (cM) do genoma mapeado. No entan-
to, é uma metodologia mais complexa que
necessita tanto da construção de mapas
genéticos quanto da utilização de progra-
mas cornputacionais específicos para as
análises. Atualmente, novos modelos têm
sido propostos com o objetivo de aumen-
tar a resolução do mapeamento de QTL,
como o rnapearnento por intervalo com-
posto (Zeng, 1993, 1994), múltiplos QTLs
(Jansen, 1993) e o mapeamento por inter-
valos múltiplos (Kao et al., 1999).

Um dos problemas nas análises de QTLs
é que o grande número de testes realizados
dificulta o estabelecimento de níveis de
significância estatística, o que pode ser
uma fonte adicional de erro. Para aumentar
a confiabilidade dos resultados, foram

. propostos testes de permutação não-para-
métricos, com base na reamostragem dos
dados originais (Churchill & Ooerge, 1994
e Ooerge & Churchill. 1996). Os testes de
permutação são procedimentos poderosos
na determinação de níveis de significân-
cia para as associações dos QTLs com mar-
cadores, pelo fato de se ajustarem a cada
experimento, independentemente da distri-
buição dos dados. Programas específicos
para o rnapeamento de QTLs contendo
algorítmos apropriados para implementar
vários dos procedimentos estatísticos des-
critos estão disponíveis para acesso públi-
co, na internet, como QTL Cartographer
(Prograrn ... , 2000) e MapManager QT
(Map ..., 2(00).

SAM

A seleção de características simples,
com o auxílio de marcadores moleculares,
tem grande utilidade quando a caracte-
rística é de difícil medição, ou quando se
deseja selecionar para diversas caracte-
rísticas simultaneamente, como no caso de
pirarnidação de genes. No entanto, a sele-
ção assistida por marcadores (SAM) tem
sua maior contribuição na seleção de
características quantitativas. Associações
entre alelos de marcadores rnoleculares e
alelos de QTLs podem ser usadas para
selecionar, indiretamente, alelos favoráveis
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de QTLs. Para caractercs de baixa herda-
bilidade, a seleção fenotípica é realizada
em gerações mais avançadas, pois a her-
dabilidade e a acurácia estatística de esti-
mar médias das progênies crescem com o
aumento no' número de repetições, gera-
ções, locais e anos de teste, o que leva a
uma ampliação muito grande no número de
plantas a ser avaliado. Sendo assim, os
melhoristas devem optar entre produzir
estimativas mais precisas da média de um
número menor de progênies ou amestrar
um grande número de progênies, com
estimativas menos precisas. A SAM apre-

. senta-se como uma alternativa eficiente
para permitir a seleção precoce de caracte-
rísticas de baixa herdabilidadc. A seleção
precoce diminui o número de plantas a ser
analisado por família, permitindo a avalia-
ção de um número muito maior de progê-
nies. A SAM é mais efetiva em gerações

'---- iniciais de seleção entre progênies de cruza-
mentos entre linhas cndogârnicas (Stromberg
et al., 1994). Nestas gerações, a herdabi-
lidade é baixa, pois o número de repetições
é limitado, e o desequilíbrio de ligação é
alto (Falconer, 1981). O paradoxo é que o
poder de mapeamento de QTLs decresce,
à medida que a herdabilidade abaixa, e é
menor justamente para características que
teoricamente sofreriam o maior impacto pela
SAM (Lande & Thompson, 1990). Para
evitar a detecção de falsas associações en-
tre marcadores e QTLs, um nível de signi-
ficância bastante alto é utilizado para
declarar associação entre um marcador e
um QTL. A utilização de níveis de signi-
ficância bastante estringentes na escolha
dos rnarcadores aumenta a acurácia da

"-- SAM e produz ganhos significativos desta
sobre a seleção fenotípica. Trabalhos mais
recentes tendem a utilizar a regressão múl-
tipla do fenótipo aos marcadores, como o
método de identificar a associação entre
marcadores e QTLs, e estimar o efeito dos
rnarcadores (Lande & Thompson, 1990,
Zhang & Smith, 1992 e Girnelfarb & Lande,
1994). Regressão múltipla é um procedi-
mento cornputacionalmente mais simples
do que o método da máxima verossimi-
lhança, produzindo resultados muito si-
milares (Lande & Thompson, 1990 e Haley
& Knott, 1992).

Os resultados de estudos teóricos e

experimentais permitem concluir que a
SAM pode ser utilizada para aumentar
substancialmente a eficiência dos progra-
mas de melhoramento (Edwards et al., 1987,
Stuber et al., 1987 e Lande &Thompson,
1990). A eficiência da seleção assistida por
marcadores, comparada com a seleção fe-
notípica, é afetada por diversos fatores, tais
como a herdabilidade da característica, a
cobertura do genoma pelos marcadores,
identi ficação de associação entre marcado-
res e QTLs, tamanho e número de famílias,
tipo de população e escolha do método de
seleção assistida por marcadores. A sele-
ção, utilizando marcadores flanqueando o
QTL, também é mais eficiente do que a se-
leção com base em um únieo marcador.
Edwards & Page (1994) obti veram ganhos
de seleção de 38% superiores, quando uti-
lizaram marcadores flanqueando o QTL, em
relação à seleção com base em um único
marcador, quando os marcadores estavam
longe do QTL (20% de recombi nação). Com
5% de recornbinação entre os marcadorcs
e o QTL a vantagem foi de 11%. Lande &
Thompson (1990) propuseram a teoria do
índice de seleção, utilizando marcadorcs
que maximizarn a taxa de ganhos genéticos
pela combinação das informações do poli-
morfismo nos locos dos marcadores gené-
ticos com dados da variação fenotípica
entre os indivíduos.

Este índice pode ser usado tanto para a
seleção individual, como para a seleção de
linhas. Porém, a utilização deste índice
requer testes de progênies com repetições,
para a obtenção dos valores fenotípicos.
A seleção que se baseia apenas em marca-
dores pode ser utilizada e possui eficiência
semelhante ao índiee, quando p (a pro-
porção da variância genética aditiva da
característica que é associada com o loco
marcador) for maior que p>0,5 para carac-
terísticas de baixa herdabilidade,

Muitas características de importância
econômica são afetadas por vários QTLs.
Além disso, em muitos casos, QTLs para
diferentes características apresentam-se
ligados (Stuber et al., 1987, Edwards et al.,
1987, Jiang & Zeng, 1995 e Ribaut et al.,
1997). QTLs para produção de grãos em
milho, ligados em fase de repulsão, foram
mapeados por Graham et al. (1997). Como
na maioria dos programas de melhoramento,

Informe I

o objetivo é melhorar a performance para
diversas características simultaneamen-
te, o número de QTLs envolvidos em um
programa de melhoramento facilitado por
rnarcadores moleculares deve ser grande.
Devido à natureza intrínseca dos QTLs, e
pelo fato de caracteres quantitativos serem
controlados por um grande número de
genes de pequeno efeito, a seleção recor-
rente assistida por marcadores rnolecula-
res é uma escolha apropriada para o me-
lhoramento de populações. Através de
ciclos sucessivos de seleção e intercruza-
mentos, a seleção recorrente favorece a
quebra de ligações genéticas, facilitando a
recombinação entre genes e aumentando a
freqüência de alelos favoráveis nas popu-
lações de melhoramento. O uso da seleção
assistida por marcadores moleculares per-
mite a identificação de combinações fa-
voráveis de alelos, permitindo maiores
ganhos com a seleção. Xie & Xu (1998b)
apresentaram uma comparação teórica en-
tre diversos métodos de seleção reeorrente
com base em famílias e seleção massal,
utilizando seleção assistida por marcadores
e seleção fenotípica. A seleção recorrente
assistida por marcadores foi duas vezes
mais eficiente do que a seleção fenotípica,
com famílias de tamanho pequeno, baixa
herdabilidadc e alta proporção da variação
fenotípica explicada pelos rnarcadores (p).
Com o aumento da população, aumento da
herdabilidade e diminuição de p ; a vanta-
gem da seleção assistida por rnarcadores
diminuiu. Seleção assistida por marcadores
é mais competitiva com a seleção fenotípica
tradicional, quando a característica possui
baixa herdabilidade. Se o objetivo do pro-
grama de melhoramento é maximizar a
resposta por unidade de custo, a seleção
assistida por marcadores pode ser inferior
à seleção fenotípica, quando a herdabi-
lidade é superior a 30% e o custo da avalia-
ção fenotípica por indivíduo é menor do
que a genotipagern do loco rnarcador (Xie
&Xu, 1998a).

CONSTRUÇÃO
DE MAPAS GENÉTICOS

O marco inicial do mapeamento gené-
tico foi o reconhecimento do fenômeno da
ligação genética explicado por Morgan
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. -(19(0). Os primeiros mapas genéticos de
espécies cultivadas (MacArthur, 1934 e
Emerson et al., (935) foram construídos
antes mesmo do material genético ser atri-
buído ao DNA. O mapeamento genético
baseia-se na hipótese de que a co-trans-
missão de dois marcadores reflete a proximi-
dade entre eles, uma vez que a probabilidade
de ocorrer permutas genéticas entre dois
marcadores é menor, quanto mais próximos
eles estiverem localizados. Tal fato toma
possível ordenar linearmente a informação
genética ao longo dos cromossomos, tendo
em vista que o genoma eucarioto é organi-
zado e transmitido como unidades lineares.
Com o aumento da disponibilidade de mar-
cadores genéticos e de metodologias es-
tatísticas irnplernentadas em programas
computacionais apropriados, existem atual-
mente mapas genéticos saturados para a
r . 1ria das espécies cultivadas.
~A distância genética entre os locos é

medida em termos de freqüência de re-
combinação, que é a probabilidade de
ocorrência de permuta genética entre dois
rnarcadores. A distância de mapeamento,
expressa em centiMorgans (eM), é calcu-
lada com base na freqüência de recornbi-
nação por meio de funções de mapeamento
que corrigem as distorções entre a con-
versão das unidades. A função de Haldane
é a mais simples e admite que as permutas
genéticas ocorrem ao acaso e são indepen-
dentes. Já a função de Kosambi considera
interferência parcial nos cálculos da dis-
tância em centiMorgans. A interferência é
o fato de que uma permuta genética afeta a
ocorrência de outras em regiões adjacentes

óximas a ela, considerando, desta forma,
a ocorrência de crossing-overs duplos. A
precisão na medida da distância genética é
diretamente proporcional ao tamanho da
população e ao número de marcadores
analisados.

Para um marcador ser utilizado no ma-
peamento genético, ele deve ser poli-
mórfico entre os indivíduos parentais e
apresentar uma segregação mendeliana
esperada na progênie. Marcadores, cuja
segregação é estatisticamente validada
pelo teste de Qui-quadrado, são agrupa-
dos e ordenados em cada grupo de ligação
com base nas análises de segregação des-

tes em uma população de mapeamento, por
meio de pacotes computacionais apropria-
dos, como MapMaker (Lander et aI., (987)
e JoinMap (Stam, (993). Vários tipos de po-
pulações segregantes podem ser utilizados
no mapeamento genético, dependendo do
hábito reprodutivo da espécie, do objetivo
do estudo e do tempo disponível. A po-
pulação F2 é bastante utilizada, uma vez
que pode ser obtida com apenas dois ciclos
de cruzamentos e representa todas as pos-
síveis combinações alélicas (AA, Aa e aa),
possibilitando a estimativa do mecanismo
de ação gênica e das interações com outros
locos. Linhagens recombinantes endogâ-
micas (RILs) são obtidas por meio de auto-
fecundações sucessivas dos indivíduos
F2 até atingirem níveis desejáveis de ho-
mozigose. As populações recombinantes
endogâmicas são também utilizadas na
construção de mapas (Burr et al., (988), com
a vantagem de que os genótipos são per-
petuados em função do elevado nível de
homozigose, permitindo a avaliação feno-
típica em diferentes locais, a quantificação
da interação genótipo x ambiente e o inter-
câmbio entre informações genéticas gera-
das por diferentes grupos de pesquisa.
A ausência de heterozigose é, em parte,
compensada pelos ciclos sucessivos de
autofecundação, que criam maiores opor-
tunidades de ocorrer recombinação, em
comparação com populações F2' No entan-
to, o tempo gasto para produzir esse tipo
de população é bastante elevado, reque-
rendo de cinco a oito ciclos de autofecun-
dação. Populações de retrocruzamento
também podem ser utilizadas no rnapea-
mento genético.

O número de marcadores necessários
para construir um mapa genético depende
do tamanho do genoma, do número de cro-
mos somos e da freqüência de recombinação
genética. Um mapa pode ser considerado
completo, quando o número de grupos de
ligação obtido pela análise dos marcadores
for igual ao número de cromossomos ga-
méticos do organismo ou quando todos
os marcadores genéticos mapeados esti-
verem ligados, sugerindo que todas as'
regiões do genoma estão representadas.

Não há uma relação geral entre a distância
genética e a distância física, existindo uma
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grande variação entre organismos e dentro
de um mesmo cromossomo. A quantidade
de DNA correspondente a um centiMorgan
pode variar de 140 kb (I kb = 1.000 pares de
base), em Arabdopsis. a 2.000 kbem milho
(Lynch & Walsh, (997). Embora a distância
'genética seja altamente variável, a ordem
dos marcadores ao longo dos grupos de
ligação e a distância entre locos ortólogos
em diferentes espécies são extremamente
conservadas (Paterson, (996). Tal fato su-
gere que regiões contendo DNA repetitivo
são uma das principais causas da grande
diferença no tamanho físico do genoma das
plantas superiores.

OUTRAS APLICAÇÕES
DOS MAPAS GENÉTICOS

Mapeamento comparativo

O mapeamento comparativo envolve a
análise das similaridades e diferenças na
ordem dos genes ao longo dos cromos-
somos, entre espécies correlacionadas que
não podem ser cruzadas sexualmente. Pa-
ra isso, é necessário que os marcadores
genéticos sejam ortólogos, isto é, devem
possuir uma ascendência comum entre
espécies que não apresentam possibilida-
de de cruzamento sexual (Paterson, 1996).
Estudos comparativos têm revelado uma
grande colinearidade entre os genomas,
demonstrando que um número surpreen-
dentemente reduzido de rearranjos cro-
mossômicos distingue espécies e gêneros
correlacionados. Tal conhecimento possi-
bilita a troca de informações relevantes
sobre a função e a localização de genes
entre espécies relacionadas, aumentando
a eficiência e o aproveitamento dos recur-
sos investidos em análises genômicas.

Para que os marcadores moleculares
sejam utilizados em análises comparativas,
eles devem representar locos únicos em
cada genoma. A maioria das análises de
mapeamento comparativo realizadas até o
momento baseia-se em marcadores RFLP.
Os microssatélites, embora possam ser
utilizados, ainda têm uso limitado nesse tipo
de estudo.

Estudos comparativos têm estabelecido
uma ordem comum entre genes em grande
parte do genoma, que foi conservada ao
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longo de milhões de anos no decorrer da
evolução das espécies (Patcrson, 1996). A
grande conservação na ordem dos genes
entre diferentes espécies de grurníneas le-
vou Bennetzen & Freei ing (1993) a suge-
rirem que as grarníneas fossem tratadas
como um sistema genético único. Guimarães
et al. (1997), utilizando sondas genôrni-
cas de RFLP, encontraram uma grande coli-
nearidade entre os genornas de sorgo e
cana-de-açúcar, sendo observada uma con-
servação de um QTL associado ao floresci-
mento entre milho, sorgo, cana-de-açúcar
e arroz. Estudos realizados por Paterson et

.al. (1995) demonstram que QTLs associa-
dos à altura de planta, à deiscência e ao
tamanho de sementes são também conser-
vados em arroz, milho e sorgo. Desta for-
ma, o conhecimento gerado para uma espé-
cie pode ser amplamente transferido para
outra correlacionada, contribuindo para um

'-.,...-.umento sinergístico na identificação e elo-
nagem de genes em espécies de interesse
econômico.

Clonagem de genes com
base em mapa

O mapeamento genético é uma impor-
tante metodologia alternativa na clonagern
de genes, principalmente quando o produ-
to gênico não é conhecido. Nesse caso, o
efeito fenotípico do gene é avaliado em
progênies segregantes, com o objetivo de
identificar marcadores de DNA que flan-
queiam a região genômica de interesse. Em
seguida, o rnapearnento físico é utilizado
para clonar um fragmento grande de DN A
que contenha o gene. A manutenção e
replicação in vitro de grandes segmentos
crornossômicos foram facilitadas signifi-
cativamente com o desenvolvimento dos
cromossomos artificiais, tornando a meto-
dologia mais amplamente utilizada. Se-
qüências transcritas, contidas no fragmen-
to cromossômico clonado, são isoladas por
diferentes técnicas e, finalmente, o gene
de interesse é identificado por comple-
mentação, sendo sua função confirmada
em experimentos de transformação gené-
tica. O primeiro gene clonado a partir de
mapa genético foi uma proteína quinase,
que confere resistência a Pseudotnona
syringae em tomate (Martin et al., 1994).

CONCLUSÃO

A utilização de marcadores moleculares
com base em DNA proporcionou uma evo-
lução muito grande na genética e no me-
lhoramento de plantas nos últimos anos.

O principal objetivo foi fornecer uma
idéia geral sobre as bases moleculares dos
marcadores de DNA e sobre suas principais
aplicações. Foram abordados os diferen-
tes tipos de marcadores moleculares, enfa-
tizando as vantagens e limitações de cada
um. É importante esclarecer que a utilização
de um tipo de marcador deve ser norteada
pelos objetivos a serem alcançados, pela
complexidade, diversidade genética da cul-
tura e pela estratégia de melhoramento.
Assim, não existe uma técnica perfeita, c
cada situação deve ser avaliada, para que
a escolha dos tipos de rnarcadores adap-
tem-se a cada uma delas. As possibilidades
de aplicações dos marcadores moleculares
são inúmeras, desde a mais simples como
estudos da di versidade genética de espé-
cies até trabalhos mais complexos de elo-
nagem de genes com base em mapas de
ligação. O grande desafio é tornar essas
técnicas mais eficientes, automatizando
etapas com a possibilidade de analisar um
maior número de dados com rapidez e re-
dução de custos. A combinação dos méto-
dos de melhoramento, das metodologias
estatísticas e das tecnologias moleculares
traz novas perspectivas para o conheci-
mento genético e para a aceleração dos
programas de melhoramento, bem como
aplicações práticas nos processos de pro-
teção de cultivares e de análises de pureza
genética de sementes, entre outras.
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