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Apresentacao

A biotecnologia é hoje uma das ferramentas de grande importancia
para propiciar beneficios a diferentes setores da sociedade. No caso
da agropecudria, agdes de pesquisa e desenvolvimento na area biotec-
nolégica sao fundamentais para o desenvolvimento de sistemas mais
produtivos e sustentaveis. A biotecnologia envolve varias areas do
conhecimento e, em consequéncia, varios profissionais, sendo uma
ciéncia de natureza multidisciplinar.

As varias técnicas relacionadas a biotecnologia tém trazido, via de
regra, beneficios para a sociedade, sendo exemplos, as fermentagoes
industriais na produgdo de vinhos, cervejas, paes, queijos e vinagres;
a produgdo de farmacos, vacinas, antibidticos e vitaminas; a utiliza-
¢do de biofungicidas no controle biolégico de pragas e doengas; o uso
de microrganismos visando a biodegradagao de lixo e esgoto; o uso de
bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos para a melho-
ria de produtividade das plantas; o desenvolvimento de plantas e ani-
mais melhorados utilizando técnicas convencionais de melhoramento
genético e também a transformacao genética.

Neste livro, estas varias técnicas sio discutidas por varios especia-
listas da Embrapa Cerrados e institui¢des parceiras, sendo um mate-
rial didatico importante para dar uma idéia geral da biotecnologia,
incluindo aspectos conceituais, sua importincia histérica e atual e
também sua importancia futura, considerando toda sua potenciali-
dade e o que ainda vai ser descoberto.

José Roberto Rodrigues Peres
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Biotecnologia: uma visao geral

Fdbio Gelape Faleiro
Solange Rocha Monteiro de Andrade

A Biotecnologia — conceitualmente, a unido de biologia com tecno-
logia — é um conjunto de técnicas que utiliza os seres vivos, ou parte
desses, no desenvolvimento de processos e produtos que tenham uma
funcao econémica e (ou) social. A biotecnologia envolve varias areas
do conhecimento e, em consequéncia, varios profissionais, sendo
uma ciéncia de natureza multidisciplinar. Na Figura 1A, ilustram-se
algumas areas do conhecimento com interface com a biotecnologia.

As varias técnicas relacionadas a biotecnologia (Figura 1B) tém tra-
zido, via de regra, beneficios para a sociedade (Figura 1C). Podemos
citar como exemplos as fermenta¢des industriais na producido de
vinhos, cervejas, paes, queijos e vinagres; a produgdo de farmacos,
vacinas, antibiéticos e vitaminas; a utiliza¢ao de biofungicidas no con-
trole biologico de pragas e doengas; o uso de microrganismos visando
a biodegradacio de lixo e esgoto; o uso de bactérias fixadoras de nitro-
génio e fungos micorrizicos para a melhoria de produtividade das
plantas; o desenvolvimento de plantas e animais melhorados utili-
zando técnicas convencionais de melhoramento genético e também
a transformacao genética.

Neste capitulo, é apresentada uma visdo geral da biotecnologia,
abordando aspectos conceituais e histéricos da biotecnologia classica e
moderna e fazendo um breve relato das principais técnicas e produtos
biotecnolodgicos e seus beneficios econémicos, sociais e ambientais.

| 13
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Figura 1. Principais disciplinas (A), técnicas (B) e produtos (C) relacionados
a biotecnologia.
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Capitulo 1 — Biotecnologia: uma visio geral

O que é biotecnologia?

Podemos encontrar nos mais variados meios de comunicacio varias
definic¢des para o termo biotecnologia. Uma defini¢ao ampla de bio-
tecnologia € o uso de organismos vivos ou parte deles para a produ-
¢3o de bens e servicos. Podemos dizer que, nessa defini¢io, enqua-
dram-se a biotecnologia classica e a moderna. A biotecnologia classica
envolve um conjunto de atividades que o homem vem desenvolvendo
ha milhares de anos, como a produgdo de alimentos fermentados,
como o p3o e o vinho. A chamada biotecnologia moderna envolve
tecnologias de engenharia genética, DNA recombinante, cultura de
células e embrides para o desenvolvimento de produtos e processos.

Entre as varias defini¢des de biotecnologia, encontramos aquelas
em sentido amplo:

“E 0 uso de conhecimentos sobre os processos bioldgicos e sobre as pro-
priedades dos seres vivos, com o fim de resolver problemas e criar produtos
de utilidade.” (CONVENTION ON BIOLOGICAL DIVERSITY, 1992).

“E a tecnologia baseada na biologia, especialmente quando usada na
agricultura, ciéncia dos alimentos e medicina.” (WIKIPEDIA, 2009).

Algumas defini¢bes se enquadram mais dentro da biotecnologia
classica:

“E o uso industrial de processos de fermentacdo... tecnologia que per-
mite a utilizacdo de material biolégico para fins industriais.” (BOREM
etal., 2007).

“E um conjunto de técnicas que utiliza seres vivos, ou parte desses, para
produzir ou modificar produtos, aumentar a produtividade de plantas e
animais de maneira eficiente ou, ainda, produzir microrganismos para
usos especificos.” (TORRES et al., 2000).

Outras definicGes estdo mais relacionadas a biotecnologia moderna:

“E 0 uso de células e biomoléculas para a resolucdo de problemas ou
transformacdo em produtos. E um conjunto de técnicas que potencializa
as melhores caracteristicas das células, como a capacidades produtivas, e
disponibiliza moléculas biolégicas, como DNA e proteinas, para serem
utilizadas” (AGENCIA BRASILEIRA DE DESENVOLVIMENTO
INDUSTRIAL, 2009).

“E o desenvolvimento de produtos por processos bioldgicos, utilizando-se
a tecnologia do DNA recombinante.” (BOREM; SANTOS, 2004).

| 15
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“Espectro ou conjunto de tecnologias moleculares aplicadas ao estudo de
microrganismos, plantas e animais.” (BOREM etal., 2009; CONSELHO
DE INFORMACAO SOBRE BIOTECNOLOGIA, 2009).

Dessa forma, biotecnologia pode ter diferentes significados,
principalmente quando comparamos a biotecnologia classica e a
moderna. Podemos resumir o conceito de biotecnologia, com base
na origem da palavra: bio significa vida, tecno significa uso pratico
e aplicado da ciéncia e logos significa conhecimento, ou seja, conhe-
cimentos que usam organismos, células e moléculas de forma pra-
tica na obten¢io de bens e servicos. Podemos dizer também que
é a tecnologia que gera produtos e processos de origem biolégica.

Historia da biotecnologia

O termo biotecnologia foi utilizado, pela primeira vez, no inicio
do século passado. Apesar de o termo ser novo, o principio é muito
antigo. Considerando o seu conceito amplo, podemos dizer que a bio-
tecnologia iniciou-se com a agricultura ou agropecudria, ou seja, com
a capacidade do homem de domesticar plantas e animais para seu
beneficio. Estima-se que 8000 anos a.C., na Mesopotimia, berco da
civilizag3o, os povos selecionavam as melhores sementes das melho-
res plantas para aumentar a colheita. Outro exemplo histérico da bio-
tecnologia é a utiliza¢do da levedura na fermentagao da uva e do trigo
para producio de vinho e pao, o que ja acontecia por volta de 7000
anos a.C. Estima-se que a utiliza¢3o de bactérias para a fermenta-
¢do do leite para producio de queijos ja acontecia a 3000 anos a.C.
Logicamente, os povos dessa época nao faziam ideia que as levedu-
ras e bactérias fossem utilizadas nesses processos de fermentacio. Os
microrganismos somente foram descobertos em 1675 por Anton Van
Leeuwenhoek e, somente em 1862, Louis Pasteur descobriu a associa-
¢do desses microrganismos com o processo de fermentac¢do. O inicio
da biotecnologia é ilustrado na Figura 2 e, na Figura 3, a descoberta
dos microrganismos.
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Figura 2. Inicio da biotecnologia com a agricultura e a produgdo do p3o e
do vinho.

Figura 3. Anton Van Leeuwenhoek e Louis Pasteur e a descoberta dos micror-
ganismos.

Com a evolucio da ciéncia em seus diversos setores, iniimeras
metodologias biotecnolégicas tém sido sistematizadas, aumentando
seus beneficios econdmicos, sociais e ambientais. A descoberta da uti-
lidade dos microrganismos trouxe a primeira revolucio biotecnolé-
gica, a qual ocorreu na medicina com a produgdo das vacinas. Louis
Pasteur foi o pioneiro e, no Brasil, Oswaldo Cruz foi um importante
seguidor. Oswaldo Cruz foi o pioneiro no estudo das moléstias tro-
picais e da medicina experimental no Brasil (Figura 4). Fundou o
Instituto Soroterapico Nacional no Rio de Janeiro em 1900, transfor-
mado em Instituto Oswaldo Cruz, respeitado internacionalmente.
Quase 90 anos apods a sua morte, Oswaldo Cruz é lembrado em cada
canto do territério nacional, embora tenha tido na época a incompre-
ensdo de seus contemporineos por causa de suas campanhas sanita-
rias, as quais permitiram que a vacinacao se tornasse uma pratica cor-
riqueira e de extrema importincia no Brasil (FALEIRO; ANDRADE,
2009). Hoje, seria praticamente impossivel a vida sem as vacinas dos
seres humanos e animais domésticos.
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Figura 4. Oswaldo Cruz e seu pioneirismo na produgio de vacinas no Brasil.

Entre outros cientistas importantes para o desenvolvimento da bio-
tecnologia, merecem destaque Gregor Mendel, considerado o ‘pai da
genética’, com a descoberta da hereditariedade (como as caracteristicas
passam de geragdo para geracdo) em 1865 e Alexander Fleming, des-
cobridor do antibi6tico penicilina obtido a partir do fungo Penicillium
(Figura 5).

Figura 5. Gregor Mendel e Alexander Fleming.

E a biotecnologia moderna? Podemos dizer que a biotecnologia
moderna nasceu com a descoberta da estrutura do DNA (acido deso-
xirribonucleico, molécula responsavel pela informacio genética de
cada ser vivo) por James Watson e Francis Crick em 1953. Essa desco-
berta foi fundamental para entender como o DNA era capaz de codi-
ficar as proteinas responsaveis por todos os processos e pelo fené-
tipo de todos os seres vivos. Esse entendimento foi concluido com a
decifragio do codigo genético por Har Gobing Khorana e Marshall
Niremberg em 1967 (Figura 6). Esses pesquisadores explicaram como
apenas quatro nucleotideos codificavam os 20 diferentes aminodci-
dos que constituem as milhares de proteinas existentes (BOREM;
SANTOS, 2004).
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Capitulo 1 — Biotecnologia: uma visio geral

Figura 6. Watson e Crick e a estrutura do DNA; Niremberg e Khorana e o
codigo genético.

A partir da descoberta do DNA e do cédigo genético, houve uma
revolugdo incrivel na area da genética e biologia molecular, surgindo
a manipulag¢do controlada e intencional do DNA por meio das técni-
cas de engenharia genética. Segundo Aragdo (2009), a engenharia
genética surgiu em 1972, quando cientistas americanos consegui-
ram ligar sequéncias de DNA de Escherichia coli a do Simian papi-
loma virus. Como consequéncia dessas pesquisas, o primeiro orga-
nismo transgénico — E. coli contendo sequéncias de DNA de Xenopus
laevis — foi produzido em 1973. Esse resultado levou o lider do pro-
jeto, Dr. Paul Berg, a ganhar o Prémio Nobel em 1980. Por meio des-
sas técnicas, foi possivel a produgado de insulina humana em bacté-
rias e o desenvolvimento de intimeras plantas transgénicas a partir da
década de 1980, sendo a primeira uma planta de fumo transformada
com a capa proteica do virus do mosaico do tabaco (Tobacco mosaic
virus— TMV) (POWELL et al., 1986). Em 1994, a U.S. Food and Drug
Administration (FDA) liberou para o consumo humano o primeiro
alimento geneticamente modificado, o tomate Flavr Savr, produzido
pela empresa americana Calgene.

Na histéria recente da biotecnologia moderna, merece destaque
a clonagem da ovelha Dolly (Figura 7), em 1996, que foi o primeiro
mamifero a ser clonado com sucesso a partir de uma célula adulta.
Dolly foi gerada a partir de células mamarias de uma ovelha adulta com
cerca de 6 anos, por meio de uma técnica conhecida como transferén-
cia somatica de nticleo. Outro acontecimento marcante foi o antincio
do projeto genoma humano, em 1990, que tinha como objetivo conhe-
cer a sequéncia completa dos nucleotideos que o compdem. O prazo
previsto para a conclusdo do projeto era de 15 anos. Em virtude da
grande cooperag¢io da comunidade cientifica internacional, associada
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aos avancos no campo da biologia molecular relacionado as técnicas de
sequenciamento, de bioinformatica e das tecnologias de informacao,
um primeiro esbogo do genoma foi anunciado em 26 de Junho de 2000.

hstsigasd |

Figura 7. Histéria recente da biotecnologia moderna com a clonagem da ove-
lha Dolly e o sequenciamento do genoma humano.

Além dos produtos tecnolégicos, a biotecnologia moderna tem pos-
sibilitado o desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores mole-
culares e técnicas de analises gendmicas e proteémicas, as quais tém
permitido varias aplicacdes praticas na pesquisa e desenvolvimento
da agropecuaria. Algumas das principais técnicas e produtos biotec-
nolégicos ligados a agropecuaria sdo comentados resumidamente a
seguir e apresentados com maior profundidade nos proximos capi-
tulos do livro.

Principais técnicas e produtos biotecnolagicos

As técnicas e produtos biotecnoldgicos possuem aplica¢des em dife-
rentes areas, sendo as principais aquelas ligadas a indtstria, ambiente,
satde, agropecudria, além da area cientifica. Abaixo sio relatados algu-
mas técnicas e produtos em cada uma das cinco areas principais de
aplicacdo. Na Figura 8, ilustra-se essa diversidade de aplicagdes.

Figura 8. Diversidade de aplica¢des da biotecnologia na area industrial,
ambiental, satide, agropecudria e cientifica.

20 |



Capitulo 1 — Biotecnologia: uma visio geral

Area industrial

Essas aplicacdes estdo relacionadas a obtencio e conservacio de
alimentos, principalmente utilizando-se de processos fermentativos.
Esses processos foram utilizados, de forma inconsciente, ha milhares
de anos a.C.. Com a descoberta dos microrganismos, os processos de
fermentacdo tém sido otimizados e utilizados em escala comercial.
Varios sdo os alimentos obtidos ou modificados por processos fer-
mentativos. Vinhos, vinagres, cervejas, paes, queijos e leite fermen-
tado sdo os exemplos com relatos de uso mais antigos. Outras bebi-
das alcodlicas obtidas a partir de frutas, cereais e até de folhas e raizes
sdo exemplos de alimentos utilizados por indios de forma tradicional.

Varios microrganismos s3o utilizados em processos fermentati-
vos como as bactérias (Bacillus, Zymomonas, Acetobacter etc.) e fun-
gos (Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, etc.), incluindo a levedura
(Saccharomyces cerevisiae), exemplo mais comum e importante do
ponto de vista econémico. Os principais processos fermentativos sao
a fermentacdo alcodlica, lactica e biossintese acética. Os principais
produtos da fermentagdo alcodlica so as bebidas alcodlicas e o eta-
nol carburante, os da fermentacio lactica sio os leites fermentados,
queijos, chucrutes, picles e azeitonas e os da biossintese acética os
vinagres e acido acético.

Com o avanco da biotecnologia, espera-se que novos produtos
industriais e processos de obtenc¢io sejam produzidos e aperfeicoa-
dos, tornado o sistema mais eficiente, com beneficios sociais, ambien-
tais e econémicos.

Area ambiental

A aplica¢io mais direta da biotecnologia na drea ambiental estd
relacionada a biodegradacio, ou seja, a decomposi¢do de materiais ou
substancias quimicas pela a¢3o dos seres vivos, sobretudo, pela acao
dos microrganismos. A biodegradagdo é vantajosa ao meio ambiente
porque elimina certos contaminantes de origem orgdnica como fezes,
detergentes, papeis, etc.

A tecnologia baseada na biodegradagao é chamada de biorreme-
diagdo, que é a utilizag3o de seres vivos ou seus componentes (geral-
mente microrganismos ou enzimas) na recuperagio de areas contami-
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nadas, degradando compostos poluentes. Esse processo de degrada¢io
pode nio ser efetivo se o contaminante apresentar outras substincias,
tais como, metais pesados (chumbo e merctrio), ou se o meio apre-
sentar um pH extremo ou outras condi¢des que dificultam a agdo
microbiana. No caso dos metais pesados, a fitorremediagdo (utiliza-
¢do das plantas no processo de recuperagio de areas contaminadas)
é uitil, pois muitas plantas s3o capazes de acumular essas toxinas em
suas raizes ou partes aéreas, as quais sio colhidas e eliminadas da
area contaminada. No caso das condicdes desfavoraveis a agio micro-
biana, um exemplo mais geral é o tratamento de derramamentos de
6leo com nitratos ou sulfatos, criando condi¢des favoraveis a decom-
posicao do 6leo pelas bactérias.

As experiéncias com a biodiversidade dos microrganismos mos-
tram que iniimeros compostos poluentes podem ser degradados.
Pensando-se na transformacao genética, microrganismos transgéni-
cos podem ser desenvolvidos para degradar determinado poluente.
Logicamente, o uso de tais microrganismos deve ser precedido de pes-
quisas relacionadas a biosseguranca, evitando que tal microrganismo
se torne um invasor do ecossistema.

Além da biorremediacao, a biotecnologia apresenta aplicagdes indi-
retas relacionadas aos beneficios ambientais, como o uso de plan-
tas transgénicas. Andrade e Faleiro (2009) relataram diversos traba-
lhos que estudaram o efeito ambiental positivo dos OGMs. Segundo
Brookes e Barfoot (2005), as lavouras com plantas transgénicas con-
tribuiram para uma significativa redugdo no impacto ambiental global
da producio agricola, relacionada a uma diminuicao do uso de pesti-
cidas. Outro beneficio de algumas plantas transgénicas esta relacio-
nado a viabilizacao de sistemas de produgdo que utilizam o cultivo
minimo ou plantio direto. As vantagens desse sistema s3o: conserva-
¢do do solo evitando-se a erosdo, diminui¢do da emissdo de gases de
efeito estufa, reducdo do assoreamento dos rios e mananciais e con-
servagdo da fertilidade e da micro e macro fauna e flora do solo.

Acredita-se que muito ainda deve ser pesquisado e desenvolvido
considerando os beneficios ambientais da biotecnologia. Segundo
Fontes e Sampaio (1997), entre as novas ferramentas da ciéncia men-
cionadas como chave para a agricultura ambientalmente sustentavel,
a biotecnologia ocupa lugar de destaque.
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Area da saide

Os beneficios da biotecnologia na area da satide sdo impressio-
nantes. Villen (2009) relata de forma objetiva os principais impac-
tos positivos da biotecnologia na area da satide, citando como exem-
plo histérico o uso de antibidticos. Os antibiéticos sdo empregados
no combate a infec¢des causadas por microrganismos, notadamente
bactérias, tanto no organismo humano como no animal e vegetal.
Os antibidticos possuem destacada importincia econémica, entre os
produtos obtidos pela biotecnologia. Atualmente, existem mais de 5
mil tipos diferentes de antibiéticos. Essa diversidade foi possivel e
impactada pelo melhoramento genético dos microrganismos utiliza-
dos na producio.

Outro exemplo histérico e também citado por Villen (2009) é o uso
das vacinas. As vacinas representam um importante instrumento no
controle de doengas infecciosas. Muitas doengas podem ser evitadas
pela imunidade induzida como a poliomielite, a variola, o sarampo,
entre outras. As vacinas podem ser de origem viral, bacteriana, proto-
zoaria e mesozodria. A biotecnologia, pela técnica do DNA recombi-
nante, tem permitido o desenvolvimento de novos agentes imunizan-
tes para influenza, herpes, polio e hepatite A e B. Vacinas de origem
bacteriana, para diversos tipos de meningite, tém sido produzidas por
meio de fermentag3o.

A produgdo de macromoléculas tteis na medicina humana e ani-
mal pela biotecnologia também apresenta grande importancia. A
produgdo dessas macromoléculas por microrganismos teve grande
impulso com a tecnologia do DNA recombinante. Entre os principais
produtos, estdo a insulina humana, interferon, hormoénio de cresci-
mento humano, peptidios neuroativos, hidrocortisona, testosterona,
vitaminas etc. Podemos dizer que a producio da insulina humana
por bactérias, na década de 1970, foi a primeira utilizacio comercial
da engenharia genética. Segundo Aragao (2009), atualmente, mais de
400 genes de proteinas com potencial para o uso terapéutico na medi-
cina humana e veterinaria ja foram obtidos. Mais de 30 desses genes
foram introduzidos em organismos transgénicos que geraram medi-
camentos aprovados e utilizados em varias partes do mundo.
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Agropecuaria

A atividade agropecuaria, conforme documentada pela histéria e
por registros arqueologicos, tem sido inseparavel da evolug3o e da ati-
vidade da sociedade humana. A sociedade como é vista hoje nao pode-
ria ter desenvolvido ou mesmo sobrevivido sem uma adequada fonte
de alimentos. A invencdo da agricultura, contudo, n3o resolveu por
definitivo o problema do suprimento de alimentos. Quando a seca ou
a explosdo de doengas e pragas caiam sobre as culturas, o resultado
era fome e crise. Esses fatos ja ocorriam ha muitos anos, como citado
em numerosas referéncias biblicas.

Alternativas biotecnologicas para aumentar a produtividade das
plantas e dos animais e torna-los mais resistentes a fatores ambien-
tais foram sendo desenvolvidas ao longo dos anos. Um destaque espe-
cial deve ser dado ao melhoramento genético que, desde o inicio da
agricultura, vem sendo utilizado pelos povos, mesmo que de forma
empirica. Apos a redescoberta das leis de Mendel, o melhoramento
genético comegou a ser realizado de forma mais eficiente e precisa.
Intimeros s3o os exemplos dos beneficios do melhoramento gené-
tico vegetal e animal na agricultura. Com o advento da biotecnolo-
gia moderna, novas perspectivas sdo esperadas. Segundo Borém e
Milach (1998), a biotecnologia moderna serd gradativamente incor-
porada na rotina do melhoramento genético, como instrumento para
desenvolver novas variedades, tornando a ciéncia ainda mais precisa.
Marcadores moleculares e da engenharia genética estdo permitindo
diminuir o tempo para obten¢io de novas variedades e expandir o con-
junto génico disponivel para cada programa de melhoramento gené-
tico, entretanto muito ainda deve ser pesquisado considerando toda
potencialidade das tecnologias. Segundo Ferreira e Faleiro (2008),
do ponto de vista comercial, a indtstria transgénica vegetal tem sido
marcada até agora pelo emprego de apenas dois tipos de genes: resis-
téncia a herbicida e resisténcia a insetos. Varios outros produtos tém
sido testados, como aumento de vitamina A em graos de arroz (“gol-
den rice”, YE et al., 2000) ou vitamina E (SHINTANI; DELLAPENNA,
1998); qualidade de fruto; resisténcia a fungos; resisténcia a bacté-
ria; composicao de amido nos graos (JOBLING et al., 2002); toleran-
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cia a estresse abiotico, principalmente seca e salinidade (BARTELS;
NELSON, 1994).

Outra alternativa biotecnologica utilizada na agropecuaria é o con-
trole biolégico, o qual baseia-se na utilizagdo de recursos genéticos
microbianos, insetos predadores e parasitoides para o controle de
doencas e pragas, especialmente os insetos e acaros fitéfagos, nos
sistemas de produgdo agricola. Segundo Menezes (2006), o inicio da
histéria do uso do controle biolégico de pragas agricolas ocorreu no
século III, quando os chineses se valeram da predagdo de formigas
(Oecophylla smaragdina) para o controle de pragas de citros. Todavia,
somente no século XX é que o controle bioloégico passou a ser objeto
de pesquisas constantes para sua implanta¢io de forma mais presente
e intensiva nos ecossistemas agricolas.

O uso de microrganismos na agricultura também merece desta-
que. Bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos sao dois
exemplos classicos. A fixa¢ao biologica de nitrogénio é o processo pelo
qual esse elemento quimico é captado da atmosfera, onde se caracte-
riza pela sua forma molecular relativamente inerte (N2) e é conver-
tido em compostos nitrogenados, como amdnio ou nitrato, usados em
diversos processos quimico-biolégicos do solo, especialmente impor-
tantes para a nutri¢do de plantas. A associagdo de bactérias diazotré-
ficas, principalmente do género Rhizobium, com raizes de plantas é
um tipo de simbiose em as bactérias utilizam parte dos fotoassimi-
lados da planta hospedeira, a qual beneficia-se do nitrogénio fixado
pela bactéria.

A inoculagdo de bactérias diazotréficas em sementes de legumi-
nosas é uma tecnologia capaz de reduzir consideravelmente a adu-
bag¢do mineral nitrogenada e em alguns casos substitui-la. A micor-
riza também é uma associacao simbiética entre fungos micorrizicos
e as raizes de algumas plantas. Nesse caso, os fungos utilizam parte
dos fotoassimilados das plantas para o desenvolvimento de hifas que
vao auxiliar as raizes da planta na funcio de absor¢ao de dgua e mine-
rais do solo, j4 que aumentam a superficie de absor¢do ou rizosfera.

A cultura de tecidos, como biotecnologia, também apresenta varios
beneficios para a agricultura e mais especificamente para os progra-
mas de melhoramento genético de plantas. Ferreira et al. (1998) citam
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algumas dessas aplica¢des como a conservacdo e avaliacdo de ger-
moplasma; aumento da variabilidade genética para fins de selegao;
introgressao de genes de interesse (polinizag¢do in vitro, cultura de
embrides, fusdo de protoplastos, haploidiza¢ao por cultura de anteras);
aceleragao do programa de melhoramento (germinac¢3o de sementes
in vitro, clonagem de genétipos) e produgao comercial de mudas de
alta qualidade (multiplica¢do e limpeza clonal). Além disso, para a
obten¢do de uma planta transgénica, é indispensavel um método efi-
ciente de regeneracdo in vitro (ANDRADE, 2003).

Na agropecudria, é importante considerar os avancos da biotecno-
logia na produgado e no melhoramento genético animal. Tecnologias
como a inseminagdo artificial, transferéncia de embrides, a clonagem
animal e a transformagdo genética podem ser destacadas pelos avan-
¢os obtidos nos ultimos anos. Além do aumento da produtividade,
essas técnicas tém sido importantes na selecio e reproducio de ani-
mais com caracteristicas genéticas de interesse, além da diminui¢io
do intervalo entre geragoes. Pensando-se na conservagao de recursos
genéticos animais, essas tecnologias tém permitido a reprodugao de
animais ameacados de extin¢3o.

As aplicagdes da biotecnologia na agropecudria sdo intimeras,
embora a perspectiva seja de que novas aplicagdes sejam pesquisa-
das e desenvolvidas a cada ano. Além do aumento da produtividade
dos sistemas agropecuarios, essas aplicagdes sdo importantes para
a busca da sustentabilidade, fazendo com que tais sistemas causem
menor impacto ambiental.

Area cientifica

As aplicag¢des da biotecnologia na pesquisa cientifica e tecnolégica
sdo fantasticas. O desenvolvimento de processos e metodologias de
estudo dos microrganismos e mais recentemente as analises do DNA,
das proteinas e das rotas metabdlicas abriram novas portas para a
atuacdo dos cientistas. Palavras como gendémica, transcriptémica,
protedmica e metabolémica s3o cada vez mais comuns nos artigos
cientificos. Essas metodologias tém permitido os estudos de fungio
e regulacdo da expressio génica, analise de processos de transcri¢io
e traducdo. Esses estudos tém permitido a prospec¢do de genes de
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interesse em diferentes seres vivos, o estudo de mecanismos envol-
vidos na resisténcia de plantas e animais a estresses bidticos e abi6ti-
cos, o desenvolvimento de técnicas de diagnose molecular de doengas
e agentes patogénicos, entre outras inimeras atividades cientificas e
pré-tecnologicas.

Consideracoes finais

E inquestionavel que a biotecnologia, incluindo as tecnologias da
biotecnologia moderna, é hoje uma das ferramentas de grande impor-
tancia para propiciar beneficios a diferentes setores da sociedade. No
caso da agropecudria, a¢des de pesquisa e desenvolvimento na area
biotecnolégica sao fundamentais para o desenvolvimento de sistemas
mais produtivos e sustentaveis. A evoluc¢io da ciéncia biotecnolégica
estd caminhando a passos largos e pode-se dizer que a biotecnologia
moderna ainda é uma crianca, considerando todas as potencialidades
e o que ainda vai ser descoberto.
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Principio cientifico e analises
genéticas utilizando
marcadores moleculares

Fdbio Gelape Faleiro

Introducao

Nos tltimos anos, com os avangos na area da genética e biolo-
gia molecular, principalmente com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e do sequen-
ciamento automatico do DNA, foram desenvolvidas poderosas técni-
cas para o desenvolvimento de diferentes tipos de marcadores genéti-
cos moleculares. O elevado nlimero de artigos cientificos que utilizam
tais marcadores no estudo de varias espécies e com as mais variadas
aplicagoes evidencia o impacto dessa tecnologia na pesquisa cienti-
fica e tecnoldgica (AYAD et al., 1997; FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998; FALEIRO, 2007; BOREM; CAIXETA, 2009).

Marcadores moleculares podem ser definidos como marcado-
res genéticos baseados na detecgio de isoenzimas ou sequéncias
de DNA. Entre as vantagens dos marcadores moleculares, podemos
citar a obten¢io de um ntimero praticamente ilimitado de polimor-
fismos genéticos; a identificacio direta do gendtipo sem influéncia
do ambiente; a possibilidade de detec¢do de tais polimorfismos em
qualquer estadio do desenvolvimento da planta ou do animal ou a par-
tir de cultura de células ou tecidos e a possibilidade de gerar maior
quantidade de informacdo genética por loco no caso de marcadores
co-dominantes.

Os diferentes tipos de marcadores moleculares tém permitido
estudos de evolucdo, de diversidade genética inter e intraespecifica,
de identidade, origem genética e identificagdo de novos variantes,
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gerando informacdes importantes para subsidiar diferentes acoes de
pesquisa, principalmente relacionadas a programas de conservagao,
caracterizacdo e uso de recursos genéticos e programas de melhora-
mento animal e vegetal.

Neste capitulo, s3o apresentadas informagdes gerais sobre o prin-
cipio cientifico e infraestrutura necessaria para obtencio de diferen-
tes tipos de marcadores moleculares. As principais analises genéticas
utilizando marcadores moleculares também s3o discutidas e exem-
plificadas.

Principio cientifico dos marcadores moleculares

O principio da utilizagdo dos marcadores moleculares é baseado no
dogma central da biologia molecular e na pressuposicao de que dife-
rencas genéticas no DNA significam, na maioria das vezes, diferen-
cas nas proteinas codificadas, as quais em conjunto levam a diferen-
cas no fenétipo (Figura 1).

Ambiente

~
//I N

1

1

1
S
¥ \/ A
DNA —>» RNA —> Proteinas—>»

Célula Fenétipo

Figura 1. Dogma central da biologia molecular, evidenciando a influéncia
direta do DNA no fenétipo .

Existem varios questionamentos sobre o uso apropriado das varias
tecnologias disponiveis, incluindo questdes financeiras relacionadas
a infraestrutura e material de custeio necessarios as metodologias,
questdes metodoldgicas de obten¢ao e andlise dos marcadores mole-
culares considerando os diferentes tipos, questdes relacionadas aos
recursos humanos com treinamento e experiéncia e questdes relacio-
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nadas as aplica¢des praticas desses marcadores. Tais questdes serdo
discutidas a seguir.

Infraestrutura necessaria a obtencao
de marcadores moleculares

Para a obtencdo de marcadores genéticos moleculares, é necessa-
ria uma infraestrutura para realizar as diferentes fases da metodolo-
gia, a qual varia de acordo com o tipo de marcador: de um modo geral,
sdo necessarios equipamentos de refrigeracdo para estocagem de rea-
gentes e enzimas, equipamentos para a extracio de DNA, amplifica-
¢do via reagdo em cadeia da polimerase (PCR), separagdo por eletro-
forese, fotodocumentagao e analise genética dos marcadores gerados
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998) (Figura 2).

S

Figura 2. Equipamentos utilizados na obteng3o e analise de marcadores
moleculares: (A) centrifugas e banho maria; (B) espectrofotémetro; (C) sis-
temas para eletroforese; (D) sistema refrigeracio; (E) computadores; (F) ter-
mocicladores; sistemas para fotodocumentagio; e (G) sequenciadores auto-
maticos de DNA (H).

Além do tipo do marcador molecular, a infraestrutura também
depende do ntimero de acessos a serem analisados, sendo que equi-
pamentos mais robustos s3o necessarios para analises de grande
numero de acessos. Normalmente, no inicio do desenvolvimento das
diferentes tecnologias, tanto os equipamentos quanto o material de

Fotos: Fabio Gelape Faleiro
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custeio sdo muito caros, contudo, com a concorréncia entre as dife-
rentes empresas que fornecem tais materiais, o prego para a monta-
gem de infraestrutura e obten¢do de marcadores moleculares vem
reduzindo a cada ano.

Para montar uma infraestrutura necessaria a obtencio de marcado-
res moleculares, é importante considerar a demanda de uso de cada
equipamento a ser adquirido. E importante considerar que equipa-
mentos robustos com alto custo de manutenc¢io devem ser adquiri-
dos quando existe, no laboratério, uma grande demanda de uso de
tal equipamento. Atualmente, existem empresas privadas especiali-
zadas em determinados tipos de gera¢do de dados genémicos, como
sequenciamento de DNA, testes de paternidade e identidade genética,
além de dados de genotipagem. Em determinadas situagdes, o custo
da montagem e manutencao de infraestrutura laboratorial pode ser
maior que o custo da contrata¢do de servicos terceirizados. H4 uma
tendéncia de diminui¢3o do custo de dados genémicos nos tltimos
anos, considerando o desenvolvimento de equipamentos mais robus-
tos que permitem a andlise de grande quantidade de materiais gené-
ticos a0 mesmo tempo e a otimiza¢3o de metodologias de analises, as
quais utilizam menor quantidade de reagentes e suprimentos.

Outro ponto a ser considerado na montagem da infraestrutura
laboratorial esta relacionado aos tipos de marcadores moleculares
e de analises que serdo implementadas. Alguns marcadores mole-
culares, como os isoenzimaticos, exigem uma infraestrutura mais
simples, enquanto outros, como aqueles baseados em analises de
sequéncias, exigem estruturas mais complexas, envolvendo sequen-
ciadores automaticos de DNA. De toda forma, considerando a impor-
tancia da tecnologia para centros de ensino e pesquisa, é desejavel que
tais institui¢des tenham uma infraestrutura minima para extracio e
amplificacio de DNA, separacdo por eletroforese, além de computa-
dores com acesso a Internet, onde podem ser obtidas informacdes
valiosas em banco de dados genémicos de acesso gratuito.

Diferentes tipos de marcadores moleculares

Existe, atualmente, um grande nimero de marcadores moleculares.
Cada tipo de marcador apresenta vantagens e desvantagens e a utili-
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zacdo de um ou outro vai depender, entre outros fatores, do objetivo
do estudo; da infraestrutura disponivel; dos recursos financeiros para
o investimento; da disponibilidade de recursos humanos com treina-
mento apropriado; e do nivel de conhecimento da genética molecu-
lar da espécie a ser estudada (FALEIRO, 2007).

Vérios autores, entre eles, Ferreira e Grattapaglia (1998), Faleiro
(2007), Caixeta et al. (2009), descrevem com detalhes vérios tipos de
marcadores moleculares. Na Tabela 1, s3o apresentadas as principais
caracteristicas dos principais tipos de marcadores moleculares e na
Figura 3, s3o ilustrados alguns deles.

Tabela 1. Diferentes tipos de marcadores moleculares e suas princi-
pais caracteristicas, segundo Faleiro (2007).

Expressio Conficcimento Principais
Marcador  Conceito / base genética P prévio de e
genética o aplicagoes
sequéncia

Grupo de multiplas formas

moleculares da mesma enzima

que ocorre em uma espécie,

como resultado da presenca de Fingerprinting
Isoenzimas |mais de um gene codificando | Cé-dominante | Nao e diversidade

cada uma das enzimas. As genética

diferentes isoenzimas so

resultantes de variagoes alélicas

dos genes codificadores

Vem do inglés Random

Amplified Polymorphic DNA,

ou seja, DNA polimoérfico

amplificado ao acaso. Fi inti

Sao fragmentos de DNA d.mgeq.onn e

. iversidade

RAPD aerllﬁcados 'pela PCR Dominante  |Nao genética,

utilizando primers curtos

(geralmente dez nucleotideos) map,e.amento

de sequéncia aleatéria. Como genctico

q

o primer possui sequéncia

aleatoria, a sequéncia alvo da

amplificagdo é desconhecida

Continua...
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Tabela 1. Continuagdo.

Conceito / base genética

Expressao

Conhecimento
prévio de

Principais
aplicagoes

Vem do inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism,
ou seja, polimorfismo do

genética

sequéncia

. Analise
comprimento de fragmentos filosenética
de restrigdo. Sao fragmentos ﬁnggetprin tin,g
RFLP ek DNA Gl com o uso de Cé-dominante | Sim diversidade

enzimas de restri¢do, separados enética

por eletroforese e visualizados g ’ "

por meio de hibridizacdes mapeamento

com sondas de sequéncias genetico

homologas marcadas com

radioatividade ou fluorescéncia

Marcadores microssatélites ou

SSR (Simple Sequence Repeats)

ou SSLP (Simple Sequence g/learll%e;iacr:ento
Microssatélites Lgngt h POlg.morZhﬁms) 011 ?lﬁ,l;MS Fingerprinting,
/ SSR ssLp | (Sequence Tagged Microsatellites), | oo 4. inante| sim diversidade
/ STMS sdo sequéncias do DNA muito genética

curtas (2 a 5 pb) repetidas em anilise ’

tandem (lado a lado), cuja filosenética

detecgdo é feita pela PCR, s

utilizando primers especificos

Marcador AFLP (Amplified

Fragment Length Polymorphisim)

ou SFLA (Selective Fragment

Length Amplification) ou

SRLA (Selective Restriction

Fragment Amplification) sdo

polimorfismos de comprimento Mapeamento

de fragmentos amplificados. enI:': -
AFLP / SFLA|S3o fragmentos de DNA (80 a Dominante | Nio ﬁiversi da; de
/SRLA 500 pb) obtidos com a digestao s

do DNA com enzimas de genetica e

restricdo, seguida da ligagdo de fingerprinting

oligonucleotideos adaptadores

e amplificacdo seletiva dos

fragmentos via PCR. Este

tipo de marcador combina os

principios dos marcadores

RAPD (ver) e RFLP (ver)

Continua...

36 |



Capitulo 2 — Principio cientifico e andlises genéticas utilizando marcadores moleculares

Tabela 1. Continuagdo.

Conceito / base genética

Expressao
genética

Conhecimento
prévio de
sequéncia

Principais
aplicagoes

Marcadores minissatélites ou
VNTRs (Variable Number of
Tandem Repeats) sdo sequéncias
do DNA de 10 a 100 pb repetidas

em tandem (lado a lado). O Cé—dominante F.ingerl.mnting,
Minissatélites niimero de repeti¢des de tais / Dommadmte S d1ve,r §1dade
/ VNTRs sequéncias em cada regido (no ;aso N m gelille.tlca,
hipervariavel pode chegar a 50. sonda Fara ;rlla 1se
As regides hipervariaveis estiao varios locos) ogenetica
distribuidas por todo genoma,
constituindo vérios locos nos
diferentes cromossomos
Vem do inglés Cleaved
Amplified Polymorphic
Sequence, ou seja, sequéncia 5
polimoérfica amplificada e élr(l)aléiféﬁca
clivada. S3o fragmentos de G gg rin tiny
CAPS |/ DNA amplificados via PCR, Coé-dominante | Sim di\irrzdade ©
PCR-RFLP |utilizando-se primers especificos ctica
(20 a 30 pb), seguido da digestao genetica, !
com endonucleases de restri¢ao. mapeamento
E um tipo de marcador genetico
genético molecular também
conhecido como PCR-RFLP
Vem do inglés Single-Strand
Conformation Polymorphism.
Sao fragmentos de DNA de 200
a 800 pb amplificados via PCR
usando primers especificos,
os quais s3o desnaturados
para fita simples e separados
por eletroforese. O principio Andlise
SSCP deste tipo de marcador é que i
/ . filogenética,
a eletroforese da fita simples . . . L
DGGE / do DNA ite a detecc Cé-dominante | Sim fingerprinting,
TGGE 0 DA permitie a cetecedo diversidade
da variagdo da sequéncia e
de nucleotideos de cada genetica
fragmento, responsavel por
sua estrutura secundaria. As
técnicas de DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) e
TGGE (Thermal Gradient Gel
Electrophoresis) sdo utilizadas na
obtencdo destes marcadores.
Continua...
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Tabela 1. Continuagdo.

Conceito / base genética

Expressao
genética

Conhecimento
prévio de
sequéncia

Principais
aplicagoes

ISSR

PCR
sequencing

S-SAP

IRAP

Vem do inglés Inter Simple
Sequence Repeats. Sao
fragmentos de DNA de 100 a
3000 pb amplificados via PCR
usando um tnico primer (16-20
pb) construido a partir de
sequéncia de microssatélites

Este tipo de marcador

genético molecular envolve a
determinacdo da sequéncia de
nucleotideos de um fragmento
de DNA amplificado via PCR
utilizando primers especificos (15
a 30 pb) para uma determinada
regido do genoma em estudo

Vem do inglés Sequence-Specific
Amplified Polymorphism. E um
tipo de marcador molecular
baseado na deteccao de
variagdo em fragmentos de
DNA que flanqueiam sitios de
insercdo de retrotransposons. Os
fragmentos s3o amplificados
via PCR usando um primer
desenhado a partir da regices
de terminagdo conservadas
(LTRs - Long Terminal Repeats)
e outro baseado na presenca
de um sitio de endonucleases
de restrigdo proximo as LTRs

Vem do inglés
Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism. £ um tipo de
marcador molecular baseado
na detecgdo de variagdo

em sitios de inser¢do de
retrotransposons. Fragmentos
de DNA s3o amplificados

via PCR usando primers
desenhados a partir das regides
de terminagdo conservadas
(LTRs - Long Terminal Repeats)

Dominante

Sequéncia de
nucleotideos

Co-dominante

Cé-dominante

Nao

w1

im

Sim

Fingerprinting,
diversidade
genética,
andlise
filogenética

Taxonomia,
interespecifica,
Andlise
filogenética

Anélise
filogenética,
mapeamento
genético

Anélise
filogenética,
mapeamento
genético

38 |

Continua...



Capitulo 2 — Principio cientifico e andlises genéticas utilizando marcadores moleculares

Tabela 1. Continuagdo.

REMAP

RBIP

Conceito / base genética

Vem do inglés
Retrotransposon-Microsatellite
Amplified Polymorphism. E um
tipo de marcador molecular
baseado na detec¢do de variagdo
em sitios de inser¢do de
retrotransposons. Fragmentos
entre retrotransposons e
microssatélites sio amplificados
via PCR usando um primer
baseado nas regides de
terminacao conservadas

(LTRs - Long Terminal

Repeats) e outro baseado em
regides de microssatélites

Vem do inglés Retrotransposon
Based Insertional Polymorphism.
E um tipo de marcador
molecular amplificado via PCR
utilizando primers desenhados
a partir de retrotransposon e
suas regides flanqueadoras.

A presenga ou auséncia da
insercdo de retrotransposons sio
investigadas com base em duas
PCRs: a primeira PCR usando
um primer desenhado a partir do
retrotransposon e outro a partir
de uma regiao flanqueadora

e a segunda PCR usando
primers desenhados a partir das
duas regides flanqueadoras

Expressao
genética

Cé-dominante

Cé-dominante

Conhecimento
prévio de
sequéncia

Principais
aplicagoes

Anilise
filogenética,
mapeamento
genético

Sim

Anilise
filogenética,
mapeamento
genético

Continua...
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Tabela 1. Continuagdo.

Conceito / base genética

Expressao
genética

Conhecimento
prévio de
sequéncia

Principais
aplicagoes

E um tipo de marcador
molecular do DNA utilizado
para identificar mutagGes e
polimorfismos baseados em
informagGes de seqiienciamento
do DNA para o desenho de

primers e sondas especificas. Diversidade
Entre estes marcadores, pode-se funcional,
Ao citar aqueles baseados em - mapeamento
Gendmica S Sequéncia de |. e
funcional | sedtiencias conservadas de nucleotideos Sim genético,
genes de resisténcia como a estudos de
NBS (Nucleotide Binding Site) e expressao
a LRR (Leucine Rich Repeat) e génica
aqueles baseados na tecnologia
do chip de DNA, os quais
s30 baseados na hibridiza¢ao
entre sondas e sequéncias
complementares de microarrays
(microarranjos) de DNA
Vem do inglés Single Nucleotide
Polymorphism. E um tipo de
marcador molecular do DNA
utlhzaiio para 1f1ent1ﬁcar Diversidade
mutages e polimorfismos Sequéncia de funcional
SNP baseados na posigao de . Sim 1 ’
. ) nucleotideos andlise
um tnico nucleotideo, filosenética
necessitando de informacoes s
de seqiienciamento do DNA
para o desenho de primers
e sondas especificas
Vem do inglés DNA
Ampltﬁcatufn.Fmgerpnntmg; E R,
uma estratégia para detecgao diversidade
DAF el i gaadis ailic Dominante | Nao genética
organismos por meio da ma earr{ento
amplifica¢do do DNA gen6mico, enpético
utilizando-se um tnico primer 8
de sequéncia arbitraria
Vem do inglés Multiple
Arbitrary Amplicon Profiling. Fingerprinting,
E um termo coletivo para as diversidade
MAAP técnicas de PCR que utilizam  |Dominante | Nao genética,
primers de sequéncia arbitraria, mapeamento
como os marcadores RAPD, genético
AFLP, DAF, entre outros
Continua...
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Tabela 1. Continuagdo.

Conhecimento
prévio de
sequéncia

Expressao
genética

Principais
aplicagoes

Conceito / base genética

Vem do inglés Directed

Amplification of

Minisatellite-region DNA. E Fingerprinting,

uma técnica de obtengio diversidade
DAMD de marcadores genéticos Dominante  |Sim genética,

moleculares amplificados via mapeamento

PCR usando um tnico primer genético

(16-20 pb) construido a partir
de sequéncia de minissatélites

Vem do inglés Single Primer
Amplification Reaction, ou seja,
reagdo de amplificagdo com

primer Ginico. E uma técnica g::ffgcgg;ng'
SPAR para obtencao de marcadores Dominante  |Sim genética
genéticos moleculares do DNA ’
por meio da amplificacdo via mapeamento
genético

PCR usando um tnico primer
(16-20 pb) construido a partir de
sequéncia de microssatélites

Foto: Fabio Gelape Faleiro.

L

SANE B

i

O

ZoE
'

"
1

T
1}
ne
..
]
L}

Figura 3. Polimorfismos dos marcadores moleculares: (A) isoenzimas;
(B) RAPD; (C) RFLP; (D) microssatélites; (E) AFLP; (F) minissatélites;
(G) CAPS; (H) e SSCP.
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Analises genéticas com o uso de
marcadores moleculares

Embora exista um grande ntimero de marcadores moleculares,
o principio da andlise desses marcadores é o mesmo: marcado-
res comuns aos acessos significam semelhancas e marcadores n3o
comuns significam diferencas genéticas. Os dados sobre semelhan-
cas e diferencas genéticas entre acessos permitem gerar uma grande
quantidade de informacdes sobre a diversidade genética e relacio-
namentos filogenéticos entre eles. Tais informacdes geradas pelos
marcadores moleculares representam uma amostra consideravel do
genoma de cada material genético, sem influéncia do ambiente.

Faleiro (2007) relata alguns passos envolvidos na analise de marca-
dores moleculares, os quais s3o descritos a seguir.

O primeiro passo € a codificagio dos fragmentos moleculares em
dados binarios (no caso de marcadores dominantes) ou dados de coin-
cidéncia alélica (no caso de marcadores co-dominantes). Os dados
para marcadores dominantes normalmente s3o codificados como 1
(presenca do marcador) e 0 (auséncia do marcador). Os dados para
marcadores co-dominantes normalmente sio codificados como 0
(auséncia de alelos comuns no loco), ¥2 (um alelo comum no loco) e
1 (os dois alelos comuns no loco). No caso de marcadores baseados
na sequéncia de nucleotideos, a codificagio é a propria sequéncia de
nucleotideos, representados pelas quatro diferentes bases nitrogena-
das do DNA (Adenina, Timina, Citosina e Guanina).

O segundo passo ¢ utilizar os dados codificados para a estimativa
de indices de similaridade ou de distancia genética entre cada par de
materiais genéticos. Existem varios indices descritos na literatura,
como o indice de similaridade de Nei e Li (1979), Sneath e Sokal
(1973), Gower (1971) também citado como coeficiente de similaridade
de Jaccard, entre outros. Normalmente, os coeficientes de correlagio
entre os diferentes indices sdo muito altos (CORREA et al., 1999),
embora existam algumas diferencas importantes entre eles (DIAS,
1998). No caso de marcadores baseados na sequéncia de nucleotideos
de um determinado fragmento de DNA, os indices de similaridade
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ou de distancia s3o calculados com base na homologia de sequéncia
(KIMURA, 1980).

Com base nos indices, estabelece-se uma matriz de similaridade ou
de distancias entre os acessos, a qual vai servir de base para as anali-
ses de agrupamento e de dispersdo dos acessos. As andlises de agrupa-
mento normalmente s3o baseadas em métodos hierarquicos, os quais
podem utilizar diferentes critérios de agrupamento: vizinho mais pro-
ximo (single linkage); vizinho mais distante (complete linkage); e base-
ado na média das distancias (unweighted pair-group method using ari-
thmetic average). Dias (1998) descreve a aplicagdo de cada um desses
critérios discutindo sobre as vantagens e desvantagens de cada um.
No caso da andlise de dispersido dos acessos, o método mais utilizado
é aquele baseado em escalas multidimensionais por meio das coorde-
nadas principais. Esse método tem sido denominado analise de coor-
denadas principais (PCDA — principal coordinates analysis) (GOWER,
1966) e também é discutido por Dias (1998). Na Figura 4, observam-se
as etapas e os procedimentos mais utilizados para as analises de mar-
cadores genéticos moleculares.

Matriz de distancia Matriz de similaridade
|+ 2 3 4 5 6 |+ 2 3 4 56

Marcadores
123 4 5 6

050 -
086 067 -

0,75 0,80 0,89

067 091 080 091 -
060 083 073 083 092 -

050 -
014 033 -

025 020 011 - -
033 009 020 009 -
040 017 027 017 0,08 -

= b =
71 \°

> BwWN o
o o EwN

Dados binarios
2 3 4

Agrupamento
Grupo Acessos
<1>

1
<2> 3
<3> 2

~ocomcoa|~
snoaaaa|o
QIR (PN

1
1
1
0
0
1
1

sBsonocoa
B oo

4
5 6

Figura 4. Etapas e os procedimentos mais utilizados para as anilises de mar-
cadores genéticos moleculares.

Fonte: Faleiro (2007).
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Os métodos analiticos e a interpreta¢do dos dados moleculares com
relacdo a genética de populagdes, filogenia, evolugao e suas diferentes
aplicagdes exigem procedimentos de andlise multivariada e dependem
do tipo do marcador molecular que esta sendo utilizado e do objetivo
do trabalho (AVISE, 1993; HARTL; CLARK, 1989).

Com rela¢3o ao tipo de marcador, é importante diferenciar aqueles
que fornecem dados a partir de um tnico loco (por exemplo: PCR/
DNA sequencing) daqueles que fornecem dados multilocos obtidos de
multiplas regides génicas (por exemplo: RAPD, AFLP, Minissatélites).
Essa diferencia¢do é importante porque a quantidade da informagao
acessada influencia as interpreta¢des dos dados. Outra diferenciacdo
importante s3o os dados gerados por marcadores dominantes (por
exemplo: RAPD, AFLP) e por marcadores co-dominantes (por exem-
plo: RFLP, microssatélites). Marcadores co-dominantes fornecem
informacdes valiosas sobre nimero e frequéncia alélica em determi-
nado loco de uma populagdo ou grupo de individuos, além da por-
centagem de heterozigosidade dos locos de cada individuo analisado.

Com relagdo ao objetivo do trabalho, marcadores moleculares mais
apropriados podem ser preferencialmente utilizados de acordo com
o objetivo do estudo (AVISE, 1993). De um modo geral, marcadores
moleculares multilocos utilizados em DNA fingerprinting (por exem-
plo: RAPD, AFLP, Microssatélites, Minissatélites) sdo mais apropria-
dos para estudos de identidade genética, testes de paternidade e estu-
dos de variabilidade dentro da mesma espécie. Marcadores baseados
em comprimentos de fragmentos de restricio como os RFLPs obti-
dos de mtDNA, cpDNA, rDNA s3o mais apropriados para estudos de
diversidade genética de espécies fortemente relacionadas. Marcadores
baseados em analises de sequéncias (por exemplo: PCR sequencing)
sdo apropriados para anilises de espécies com alto nivel de diver-
géncia evolucionaria, embora possam ser utilizados para andlises de
espécies ou acessos com qualquer nivel de divergéncia evolucionaria
(FALEIRO, 2007).

A flexibilidade dos marcadores PCR sequencing para estudos em
diferentes niveis de divergéncia evolucionaria deve-se a existéncia de
diferentes genes ou regides génicas com diferentes taxas de substi-
tui¢do de nucleotideos (AVISE, 1993), de modo que, dependendo do
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nivel de divergéncia evolucionaria que se deseja investigar, genes ou
sequéncias de regides génicas mais apropriadas podem ser escolhi-
das para a realiza¢do do estudo.

A analise dessas sequéncias para estudos filogenéticos é baseada na
homologia de sequéncias de diferentes individuos, populagdes, espé-
cies, géneros etc. Os resultados de tais analises podem gerar matrizes
de distincias e suas varia¢des estatisticas (Figura 4) ou permitir a rea-
lizagao de algoritmos de analise filogenética baseados no principio de
agrupamento de Hennigian (AVISE, 1993) ou em analises de parcimo-
nia, como a parcimoénia de Wagner (FARRIS, 1970), de Camin-Sokal
(CAMIN; SOKAL, 1965) e a parcimoénia generalizada (SWOFFORD;
OLSEN, 1990). Arriel et al. (2009) fazem uma 6tima revisao sobre
métodos de analise filogenética utilizando marcadores moleculares.

Os diferentes procedimentos estatisticos permitem que a recons-
trugdo filogenética possa ser realizada utilizando construgoes grafi-
cas baseadas em unidades de distincia genética ou em unidades de
tempo (Figura 5). Unidades de tempo permitem, por exemplo, impor-
tantes estudos sobre a evolucdo de um determinado grupo de espé-
cies ou géneros relacionados.

Unidade de tempo

1
ia 5
Seqiiéncias 6
12 3 4 5 6 / 43__]7
2
— — 3
— tempo

\ Unidade de distancia

Figura 5. Ilustragdo de analises genéticas utilizando como input sequéncias
de regides genémicas, gerando como output construgdes graficas de agru-
pamento baseadas em unidades de tempo e distincia genética.
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A anilise em unidades de tempo pode ser baseada, por exemplo,
na porcentagem de substitui¢do de nucleotideos em uma determi-
nada sequéncia, comparando-se diferentes individuos, populac¢des,
espécies, géneros etc. Neste caso, os marcadores moleculares basea-
dos em analises de sequéncias s3o mais apropriados, entretanto exis-
tem metodologias para estimar a diversidade nucleotidica a partir de
marcadores moleculares baseados na PCR, como os RAPD (CLARK;
LANIGAN, 1993). A metodologia descrita por Clark e Lanigan (1993)
usa a frequéncia de individuos com auséncia de um fragmento para
estimar a frequéncia de homozigotos recessivos e assim a frequéncia
génica e a diversidade nucleotidica. Tal metodologia foi utilizada com
sucesso por Carvalho e Schaal (2001). A ajuda computacional para
a realiza¢do dessas andlises também é essencial, considerando-se a
grande quantidade de dados moleculares.

Outro tipo de andlise muito comum em trabalhos cientificos que
utilizam marcadores moleculares s3o aquelas baseadas na co-segre-
gacdo das marcas moleculares (CRUZ; SILVA, 2009) e sua asso-
ciagdo com caracteristicas de interesse econémico (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 2009). Esse tipo de analise ¢ muito utilizado em
trabalhos de mapeamento genético ou construg¢do de mapas de ligagdo
(SCHUSTER; CRUZ, 2004). A localizag3o de genes e regides geno-
micas que controlam caracteristicas de interesse tem sido feita com
sucesso com o auxilio de marcadores moleculares organizados em
grupos de ligacdo, os quais sao construidos com base nas analises de
co-segregacdo. Mapas genéticos baseados em marcadores molecula-
res possibilitam a localizag3o de genes relacionados a caracteristicas
qualitativas, bem como a contagem aproximada dos principais locos
envolvidos no controle de caracteristicas quantitativas, estimando a
magnitude do efeito destes locos no fendtipo de interesse (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 2009; CRUZ et al., 2009a; 2009b). O principio das
analises de co-segregacio de marcadores moleculares e caracteristi-
cas de interesse econémico s3o ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Principio da andlise de co-segregacio de marcadores moleculares
e caracteristicas de interesse econdmico.

Bioinformatica e marcadores moleculares

A realizacio de anilises genéticas utilizando marcadores molecula-
res seria praticamente impossivel sem a ajuda computacional, princi-
palmente quando varios acessos sio analisados simultaneamente. Da
unido da ciéncia computacional com a matematica e a biologia surgiu
a bioinformatica. Numa defini¢3o abrangente, a bioinformatica é tida
como o estudo e a aplicacio de técnicas computacionais e matematicas
a geragdo e gerenciamento de informacdes biologicas, em especial, da
biologia molecular. De maneira geral, a bioinformatica pode combi-
nar informacdes de quimica, fisica, biologia, ciéncia da computagado
e matematica/estatistica para processar dados biologicos.

Apesar do grande avanco obtido até os dias de hoje, a rapidez com
que surgem novas técnicas da biologia molecular e o gigantesco
volume de dados e informacoes produzidos pelos projetos nessa area
exigem que a bioinformatica esteja em constante evolucio. O desen-
volvimento de ferramentas de bioinformatica para a organizagdo de
bancos de dados, respectivas andlises e modelagem, a adaptacio de
ferramentas de bioinformatica para o desenvolvimento de protocolos
para apoio a programas de conservagao, caracterizagao e uso de ger-
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moplasma e de melhoramento genético sdo importantes demandas
para a pesquisa (FALEIRO et al., 2009).

Existem varios softwares disponiveis para a anélise de marcadores
moleculares, entre eles o Genes (CRUZ, 1997); o Statistica (STATSOFT,
1999); 0 NTSYS (ROHLF, 1992); 0 GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2000);
0 SPSS (NORUSIS, 1993); 0 SAS (SAS, 1989); Mapmaker (LANDER
etal.,, 1987; LINCOLN etal., 1992); Joinmap (VAN OOIJEN; VOORRIPS,
2001); Jump (SAS, 1989); QTL Cartographer (BASTEN et al., 1994;
BASTEN et al., 1999), entre outros. Na Figura 7, est3o ilustradas algu-
mas das interfaces desses softwares.

A e,

Figura 7. Interface de alguns softwares utilizados para a analise genética uti-
lizando marcadores moleculares: (A) Genes; (B) Statistica; (C) NTSYS; (D)
GQMOL; (E) SPSS; (F) SAS; (G) Joinmap; (H) Jump; (I) QTL Cartographer.

As diferencas entre os varios softwares disponiveis estio relaciona-
das aos procedimentos e abrangéncia das analises; aos formatos dos
arquivos utilizados como entrada de dados; a robustez e linguagem
de programacio; e a qualidade grafica dos resultados ou saida dos
dados, bem como a facilidade ou n3o da utilizacdo dos procedimen-
tos de analises disponiveis na interface com o usuario.

48 |



Capitulo 2 — Principio cientifico e andlises genéticas utilizando marcadores moleculares

Embora a utilizagdo de cada software seja considerada dificil para
os iniciantes, a maioria dos manuais ou sistemas de ajuda s3o didati-
cos e contém exemplos de cada procedimento de analise, facilitando,
dessa forma, sua utiliza¢do. De toda forma, o conhecimento basico da
genética mendeliana, molecular e quantitativa é fundamental para a
correta interpretac3o dos dados gerados pelos diferentes tipos de mar-
cadores moleculares.

Consideracoes finais

O desenvolvimento de técnicas de obteng¢do de marcadores molecu-
lares tem sido fascinante. Varias técnicas de biologia e genética mole-
cular estdo disponiveis para obtenc3o de varios tipos de marcadores
moleculares e, a cada ano, surgem novas. Algumas técnicas sao mais
robustas possibilitando a obtencao de grande quantidade de polimor-
fismos genéticos em curto espago de tempo e outras sdo mais sim-
ples demandando uma infraestrutura bésica e baixa quantidade de
reagentes e suprimentos.

Paralelamente ao desenvolvimento das técnicas de obtencao, gran-
des avancos tém sido obtidos na area da bioinformatica, possibilitando
diferentes tipos de andlises genéticas cada vez mais acuradas e pre-
cisas, dando subsidios para diferentes aplicagbes praticas dos marca-
dores moleculares em estudos genéticos e como ferramenta auxiliar
em programas de conservagdo, caracteriza¢io e uso de germoplasma
e melhoramento genético vegetal e animal.

Referéncias

ARRIEL, N. H. C.; COSTA, M. M,; TREVISOLI, S. H. U.; DI MAURO, A. O. Outras
aplica¢des dos marcadores moleculares. In: BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.).
Marcadores moleculares. Vicosa, MG: Editora Folha de Vigosa, 2009. p. 209-274.

AVISE, J. C. Molecular markers, natural history and evolution. New York:
Chapman & Hall, 1993. 511 p.

AYAD, W. G.; HODGKIN, T;; JARADAT, A.; RAO, V. R. (Ed.). Molecular genetic
techniques for plant genetic resources. Rome: International Plant Genetic
Resources Institute, 1997. 137 p.

| 49



BIOTECNOLOGIA — estado da arte e aplicagdes na agropecudria

BASTEN, C.J.; WEIR, B. S.; ZENG, Z. B. Zmap-a QTL cartographer. In: WORLD
CONGRESS ON GENETICS APPLIED TO LIVESTOCK PRODUCTION, 5., 1994,
Guelph. Proceedings... Guelph: University of Guelph, 1994. p. 65-66.

BASTEN, C.J.; WEIR, B. S.; E ZENG, Z. B. QTL cartographer, Version 1.13.
Raleigh, NC: North Caroline State University, Departament of Statistics, 1999.

BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vigosa, MG: Editora
Folha de Vigosa, 2009. 532 p.

CAIXETA, E. T,; OLIVEIRA, A. C. B,; BRITO, G. G.; SAKIYAMA, N. S. Tipos
de marcadores moleculares. In: BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores
moleculares. Vigosa, MG: Editora Folha de Vigosa, 2009. p. 11-94.

CAMIN, J. H.; SOKAL, R. R. A method for deducing branching sequences in
phylogeny. Evolution, Lancaster, v. 19, p. 311-326, 1965.

CARVALHO, L. J. C. B.,; SCHAAL, B. A. Assessing genetic diversity in the cassava
(Manihot esculenta Crantz) germplasm collection in Brazil using PCR-based
markers. Euphytica, Wageningen, v. 120, p. 133-142, 2001.

CLARK, A. G.; LANIGAN, C. M. S. Prospects for estimating nucleotide divergence
with RAPDs. Molecular Biology and Evolution, Chicago, v. 10, p. 1096-1111, 1993.

CORREA, R. X.; ABDELNOOR, R. V,; FALEIRO, F. G.; CRUZ, C. D.; MOREIRA,
M. A.; BARROS, E. G. Genetic distances in soybean based on RAPD markers.
Bragantia, Campinas, v. 58, p. 15-22, 1999.

CRUZ, C. D. Programa Genes: aplicativo computacional em genética e estatistica.
Vigosa, MG: UFV, 1997. 648 p.

CRUZ, C. D.; BHERING, L. L.; GOD, P. I. V. G. Mapeamento de QTLs em
populages derivadas de cruzamentos controlados. In: BOREM, A.; CAIXETA,
E.T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vicosa, MG: Editora Folha de Vigosa,
2009a. p. 485-532.

CRUZ, C.D.; GOD, P. 1. V. G,; BHERING, L. L. Mapeamento de QTLs em
populagdes exogdmicas. In: BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores
moleculares. Vigosa, MG: Editora Folha de Vicosa, 2009b. p. 443-482.

CRUZ, C. D.; SCHUSTER, I. Programa GQMOL: genética quantitativa e
molecular. Vigosa, MG: UFV, 2000. Disponivel em: <http://www.ufv.br/dbg/
gqmol/ggmol.htm>. Acesso em: 10 nov. 2009

CRUZ, C. D,; SILVA, L. C. Anilise de marcadores moleculares. In: BOREM, A;
CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vicosa, MG: Editora Folha de
Vigosa, 2009. p. 361-442.

DIAS, L. A. S. Anilises multidimensionais. In: ALFENAS, A. C. (Ed.). Eletroforese
de isoenzimas e proteinas afins. Vigosa, MG: UFV, 1998. p. 405-475.

50 |



Capitulo 2 — Principio cientifico e andlises genéticas utilizando marcadores moleculares

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados aos programas de
conservagio e uso de recursos genéticos. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2007.
102 p.

FALEIRO, F. G.; REIS JUNIOR, F. B.; FRAGOSO, R. R.; CORDEIRO, M. C. R;;
PINTO, J. F. N.; OLIVEIRA, F. Biotecnologia, transgénicos e biosseguranca:
demandas para a pesquisa. In: FALEIRO, F. G.; FARIAS NETO, A. L. Savanas:
demandas para a pesquisa. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2009.

FARRIS, J. S. Methods for computing Wagner trees. Systematic Zoology,
v. 19, p. 83-92, 1970.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores
moleculares em anilise genética. 3. ed. Brasilia, DF: EMBRAPA-CENARGEN,
1998. 220 p.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Genética de associagdo em plantas. In:
BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vigosa, MG: Editora
Folha de Vigosa, 2009. p. 327-370.

GOWER, J. C. Some distance properties of latent root and vector methods used in
multivariate analysis. Biometrika, London, v. 53, p. 325-338, 1966.

GOWER, J. C. A general coefficiente of similarity and some of its properties.
Biometrics, Washington, v. 27, p. 857-874, 1971.

HARTL, D. L.; CLARK, A. G. Principles of population genetics. 2. ed. Sunderland:
Sinauer Associates, 1989. 682 p.

KIMURA, M. A. A simple method for estimating evolutionary rate of base
substitutions through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of
Molecular Evolution, London, v. 16, p. 111-120, 1980.

LANDER, E.; GREEN, P.; ABRAHAMSON, J.; BARLON, A.; DALEY, M ;
LINCOLN, S.; NEWBURG, L. MAPMAKER: an interactive computer package
for constructing primary genetic linkages maps of experimental and natural
populations. Genomics, v. 1, p. 174-181, 1987.

LINCOLN, S.; DALY, M.; LANDER, E. Constructing genetic maps with
MAPMAKER/EXP 3.0. 3. ed. [s. I.]: Whitehead Institute, Technical Report, 1992.

NEI, M.; LI, W. H. Mathematical model for studying genetic variations in terms of
restriction endonucleases. Proceedings of the National Academy of Science USA,
Washington, v. 76, p. 5269-5273, 1979.

NORUSIS, M. J. SPSS for Windows, Advanced Statistics, Release 6.0. Chicago:
SPSS Inc., 1993.

ROHLF, F. J. NTSYS-pc. Numerical taxonomy and multivariate analysis system.
Version 1.70. New York: Exeter Software, 1992. 217 p.

| 51



BIOTECNOLOGIA — estado da arte e aplicagdes na agropecudria

SAS INSTITUTE INC. SAS/STAT user’s guide. Version 6. 4. ed. North Caroline:
SAS Institute, 1989. 846 p.

SCHUSTER, [.; CRUZ, C. D. Estatistica gendmica aplicada a popula¢des derivadas
de cruzamentos controlados. Vigosa, MG: UFV, 2004. 568 p.

SNEATH, P. H. A;; SOKAL, R. R. Numerical taxonomy. San Francisco: Freeman
and Company, 1973. 573 p.

STATSOFT INC. Statistica for Windows [Computer program manual]. Tulsa:
StatSoft Inc., 1999. Disponivel em: <http://www.statsoft.com>. Acesso em: 10 out.
2009.

SWOFFORD, D. L.; OLSEN, G. L. Phylogeny reconstruction. In: HILLIS, D.
M.; MORITZ, C. (Ed.). Molecular systematics. Sunderland: Sinauer Associates,
1990. p. 411-501.

VAN OOIJEN, J. W.; VOORRIPS, R. E. JoinMap® Version 3.0, Software for the
calculation of genetic linkage maps. Wageningen: Plant Research International,
2001. 51 p.

Bibliografia complementar

BOREM, A.; CAIXETA, E. T. (Ed.). Marcadores moleculares. Vicosa, MG: Editora
Folha de Vigosa, 2009. 532 p.

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados aos programas de
conservagdo e uso de recursos genéticos. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2007.
102 p.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores
moleculares em anilise genética. 3. ed. Brasilia, DF: EMBRAPA-CENARGEN,
1998. 220 p.

SCHUSTER, [.; CRUZ, C. D. Estatistica gendmica aplicada a populag¢des derivadas
de cruzamentos controlados. Vigosa, MG: UFV, 2004. 568 p.

52|






Aplicacoes de marcadores
moleculares como ferramenta
auxiliar em programas de
conservacao, caracterizacao
e uso de germoplasma e

melhoramento genético vegetal
Fdbio Gelape Faleiro

Introducao

Os marcadores moleculares permitem gerar uma grande quanti-
dade de informagdes sobre identidade genética, diversidade, frequ-
éncia génica, relacionamentos filogenéticos, mapeamento genético,
sele¢do assistida, entre outras. Essas informacoes s3o extremamente
uteis em programas de conservagdo, caracteriza¢do e uso de germo-
plasma e melhoramento genético.

As informac¢des moleculares podem complementar as informa-
¢oOes ecoldgicas, morfoldgicas e agronomicas dos recursos genéticos,
contribuindo para aumentar a eficiéncia dos processos de coleta; dire-
cionar o enriquecimento da base genética; formar e validar cole¢des
nucleares e de trabalho; analisar a diversidade e a pureza genética;
identificar acessos duplicados e redundantes; auxiliar trabalhos de
classificagdo botanica e filogenia e subsidiar a selecio de genitores, o
planejamento dos cruzamentos e a sele¢do de genétipos com caracte-
risticas desejadas em programas de melhoramento genético.

Dessa forma, pode-se dizer que os marcadores moleculares s3o
ferramentas poderosas na gera¢io de informacdes tteis em diferen-
tes etapas, desde a coleta, caracteriza¢do e uso de recursos genéti-
cos, passando por atividades de pré-melhoramento, melhoramento
e pés-melhoramento. Vérios autores tém discutido as aplica¢des pra-
ticas dos marcadores moleculares em programas de conservagao,
caracterizagdo e uso de germoplasma (AYAD et al., 1997; FALEIRO,
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2007; FALEIRO et al.,, 2008) e em programas de melhoramento
envolvendo as atividades de pré e pés-melhoramento (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; PINTO et al., 2007; FALEIRO et al., 2008;
PEREIRA et al., 2009; GUIMARAES et al., 2009; SCHUSTER et al.,
2009).

Na Figura 1, sdo apresentadas as principais aplica¢des dos marca-
dores moleculares em uma ordem cronolégica, subsidiando diferen-
tes atividades desde a coleta de recursos genéticos até a caracteriza-
¢do molecular de variedades melhoradas e sua utiliza¢o na protecio
da propriedade intelectual. Essas aplicacdes serdo discutidas e exem-
plificadas neste capitulo.

Aplicacoes praticas dos marcadores moleculares

> Andlise da distribui¢ao geografica da variabilidade genética.

~ Estratégias de amostragem para coleta de recursos genéticos.
> Andlise de acessos duplicados e redundantes.

>~ Andlise de pureza genética e contaminagao de germoplasma.
~ Andlise da diversidade genética e frequéncia génica.

Germoplasma

> Auxilio em trabalhos de classificagdo botanica e filogenia.
» Composicao de colegdes nucleares e de trabalho.
» Caracteriza¢do de germoplasma.

> Auxilio na selegao de i para pi de melh
» Confirmacao de hibrida¢des e autofecundagdes.

~ Testes de ascendéncia genética e paternidade.

~ Recuperagdo mais rapida do genoma recorrente.

Pré-melhoamento

~ Desenvolvimento de mapas genéticos.
» Mapeamento comparativo.

> Mapeamento génico.
» Selecdo assistida por marcadores moleculares.
» Sele¢ao gendmica ampla.

Melhoramento

~ Predi¢do de desempenho de hibridos simples.

>~ Analise de homogeneidade genética de sementes.
~ Analise de pureza genética de sementes e mistura varietal
» Analise de identidade genética ou fingerprinting.

Pos-Melhoramento

» Caracterizacdo e protecao de cultivares.

Figura 1. Principais aplica¢des praticas dos marcadores moleculares em pro-
gramas de conservagio, caracterizagdo e uso de germoplasma e programas de
melhoramento genético envolvendo atividades de pré e pés-melhoramento.
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Analise da distribuicao geografica
da variabilidade genética

O principio dessa aplica¢io dos marcadores moleculares é confron-
tar a variabilidade genética molecular com a distribui¢do geografica
de varios acessos do germoplasma. Para a andlise da distribuig¢ao geo-
grafica, informacoes de latitude e longitude do local de coleta de cada
acesso podem ser plotadas conjuntamente com mapas do Sistema de
Informacdo Geografica (SIG) (BRASIL, 1981) com o auxilio do pro-
grama ArcView GIS (www.esri.com) (COSTA, 2004). Dessa forma,
descritores ecolégicos do local de coleta de cada acesso, como o tipo
de vegetacdo, tipo de solo, estado, municipio, bacia hidrografica, plu-
viometria média, entre outros, podem ser obtidos. Na Figura 2, ilus-
tra-se a distribui¢do geografica de acessos de Stylosanthes macrocephala
salientando regides onde foram coletados acessos com maior diversi-
dade genética entre si, segundo dados de Costa et al. (2005).

Figura 2. Distribui¢do geografica de acessos de Stylosanthes macrocephala (A),
salientando as areas (B) onde foram coletados acessos com maior diversidade
genética entre si calculada com base em marcadores moleculares RAPD.

Fonte: Costa (2004).
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Marcadores moleculares associados a sistemas de informagio
geografica tém permitido estudos da diversidade genética de aces-
sos por regides, identificacdo de regides de maior ou menor diver-
sidade (OLSEN; SCHAAL, 1999; CARVALHO et al., 2000a; COSTA
et al., 2005) e a recuperagdo de informagdes importantes sobre as
condicdes ambientais e bioldgicas dos locais de coleta de cada acesso
(GREENE et al., 1999; GUARINO et al., 2002). Essas informagoes
sdo complementares aos dados fenotipicos e geograficos e tém orien-
tado a escolha de locais para conservagio in situ, atividades de coleta
para conservagdo ex situ e a busca de combinagdes génicas de inte-
resse para programas de melhoramento genético (RICK et al., 1974;
ZIMMERER; DOUCHES, 1991; HUANG et al., 1998; COSTA, 2004;
FALEIRO et al., 2004a).

Estratégias de amostragem para
coleta de recursos genéticos

A coleta de recursos genéticos é uma etapa basica e de extrema
importincia para os programas de conservagio e uso de recursos
genéticos realizada por meio de expedicdes, com o objetivo de resga-
tar plantas ou populag¢des de plantas de interesse. Normalmente, em
uma expedicdo, plantas s3o resgatadas por meio de sementes e (ou)
mudas e, geralmente, procura-se amostrar eficientemente a diver-
sidade genética existente. A escolha inadequada dos locais de coleta
pode fazer com que n3o haja uma boa representatividade da variabi-
lidade genética que precisa ser conservada e utilizada.

Na Figura 3, ilustra-se um estudo sobre a diversidade genética de
acessos de cacaueiro coletados nas regides amazonicas do Brasil, Peru
e Equador (FALEIRO et al., 2004a), mostrando a formac3o de grupos
contendo materiais de diferentes origens amazonicas, n3o eviden-
ciando uma regionalizagdo clara da variabilidade genética. Esta nao
regionaliza¢3o, na verdade, é explicada pela alta variabilidade genética
dos materiais utilizados no presente estudo, confirmando a impor-
tancia da regido amazoénica para missdes de coleta de recursos gené-
ticos visando a amplia¢do da base genética de programas de melho-
ramento do cacaueiro.
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Estudos da diversidade genética molecular de acessos ou popula-
¢oes em diferentes regides podem fornecer informacdes importantes
sobre estratégias de amostragem para realizacao de eficientes traba-
lhos de coleta (nimero de acessos, tamanho de cada populagao, ana-
lise quantitativa e qualitativa das regides onde serdo feitas as coletas,
etc.) (LAMBOY etal., 1994; 1996; CESKA et al., 1997; ZORO Bl et al.,
1998; NEBAUER et al., 1999).
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Figura 3. Dispersdo grafica e andlise de agrupamento de 19 acessos de
cacaueiro (Theobroma cacao L.) provenientes das amazonias brasileira, peruana
e equatoriana com base em distincias genéticas calculadas a partir de marca-
dores RAPD (A) e microssatélites (B).

Analises de acessos duplicados ou redundantes

Em colec¢des base de trabalho e bancos ativos de germoplasma, a
presenca de acessos duplicados ou redundantes, em conjunto com
problemas de sinonimia, homonimia e erros de identificacao, dificulta
a transferéncia de resultados e recomendacdes entre diferentes pro-
gramas de melhoramento e aumenta o gasto de tempo e recursos para
a conservagao e avaliagao do potencial genético dos acessos. Esses pro-
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blemas sdo agravados em bancos de germoplasma de acessos manti-
dos in vivo em espagos nobres como telados antiafideos — onde o custo
de construc¢io do espago e a manutencdo do acesso sio muito altos
(Figura 4) — e em bancos de germoplasma de plantas perenes man-
tidas em condi¢bes de campo em areas extensas — que implicam em
arduo trabalho nas atividades de manutencao e avaliagao (Figura 5).

Marcadores moleculares tém sido utilizados para eliminar ou dimi-
nuir tais problemas, sendo exemplos a analise de acessos duplicados
ou redundantes em bancos ativos e colecdes de trabalho de cacaueiro
(FALEIRO et al., 2002); amendoim forrageiro (FALEIRO et al., 2003a);
alface (WAYCOTT; FORT, 1994); cevada (HINTUM; VISSER, 1995);
arroz (VIRK et al., 1995); couve-flor (HINTUM et al., 1996); uva
(CERVERA etal., 1998); mandioca (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al.,
1999); sorgo (DEAN et al., 1999); batata (MCGREGOR et al., 2002);
entre outras culturas.

e .‘*-'r- T

O Banco de germoplasma

Figura 4. Banco de germoplasma de acessos de maracujazeiro mantidos sob
telado antiafideo, Embrapa Cerrados, Planaltina, DF .
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Figura 5. Realizag¢do de tratos culturais em banco ativo de germoplasma de
cacaueiro, Centro de Pesquisas do Cacau, Itabuna, BA .

Analise de pureza genética e
contaminacao de germoplasma

Acessos, principalmente de espécies autégamas, normalmente
sdo representados em bancos de germoplasma por varias sementes.
Anilise da pureza genética dessas sementes pode ser feita utilizando
marcadores moleculares (TANKSLEY; JONES, 1981; TREUREN;
HINTUM 2001). O principio dessa aplicagdo é estimar o parentesco
genético entre as sementes com base na similaridade genética calcu-
lada a partir dos marcadores moleculares. E possivel, por exemplo,
quantificar taxas de poliniza¢io cruzada (FERREIRA et al., 2000) e
verificar contaminag¢des genéticas em amostras de sementes de um
determinado acesso (STEINER etal., 1997; BORNER etal., 2000). Na
Figura 6, ilustra-se a detec¢do de contaminagio genética de semen-
tes do acesso CPAC 2251 de Stylosanthes macrocephala com base em
analises de marcadores moleculares (COSTA, 2004). Essa detec¢do é
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baseada na diferenga genética da planta 11 em relagdo as demais, a
qual n3o seria esperada dentro do acesso.

A estabilidade genética de uma determinada colecao de germo-
plasma também pode ser analisada com base em marcadores mole-
culares (ISABEL et al.,, 1993; WU et al., 1998; GOTO et al., 1998;
BORNER et al., 2000). A manutencio da integridade e da estabilidade
genética dos recursos genéticos é um dos principais objetivos dos pro-
gramas de conservacdo. A perda da estabilidade genética é devido a
mudangas nas frequéncias génicas, as quais podem ocorrer devido
a selecdo, mutagdo, erosdo genética e migra¢do/contaminagdo. No
caso de colegoes de germoplasma, a erosdo genética e os processos de
contaminacdo, normalmente decorrentes dos ciclos de rejuvenesci-
mento para a recuperac¢io da viabilidade das sementes, s3o as princi-
pais causas da perda da estabilidade genética. Marcadores moleculares
podem auxiliar o acompanhamento da estabilidade genética de aces-
sos ao longo do tempo em diferentes condi¢des de armazenamento
ou apos periodos de regeneragdo (REEDY etal., 1995; WU etal., 1998;
PARZIES et al., 2000) e, dessa forma, subsidiar as melhores estraté-
gias de manutencdo e manejo dos acessos no banco de germoplasma.
A perda da estabilidade genética de um grupo de acessos em uma
determinada condi¢do de armazenamento pode subsidiar a n3o-uti-
lizac3o ou ajustes da referida condic3o. A perda da estabilidade apos
um periodo de ciclos de rejuvenescimento pode subsidiar a melhoria
do processo de modo a evitar ou diminuir o problema.
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Figura 6. (A) Analises de agrupamento de plantas do acessos CPAC 1043 e
(B) CPAC 2251 de Stylosanthes macrocephala, evidenciando a contaminagdo
de sementes do CPAC 2251.

Fonte: Costa (2004).
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Analise da diversidade genética e
frequéncia génica populacional

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis apresen-
tam a capacidade de analisar de forma ampla genomas de interesse,
sem influéncia do ambiente, e, dessa forma, gerar informacdes precisas
sobre a diversidade genética e a frequéncia génica populacional (HARTL,;
CLARK, 1989; OUBORG et al., 1999). Essas informagdes sdo extrema-
mente Uteis em todas as fases dos programas de conservagio de recur-
sos genéticos, passando pela coleta (DEL RIO et al., 1997a), conserva-
¢do (WU etal., 1998), manutenc¢ao (SPAGNOLETTI-ZEULI et al., 1995;
REEDY etal., 1995) e manejo (DEL RIO et al., 1997b) das cole¢des, além
de facilitar o uso do germoplasma em programas de melhoramento
genético (ABDELNOOR et al.,, 1995; BELLON et al., 2007; BELLON
et al., 2009; KARP et al.,, 1997; FALEIRO et al., 2004b; 2004c; 2009).

Um exemplo da importancia dos estudos de diversidade genética e
frequéncia génica populacional utilizando marcadores moleculares
€ o trabalho realizado no Centro de Pesquisas do Cacau. Desde 1993,
um trabalho de identificacdo e selecio de plantas resistentes a vas-
soura-de-bruxa e com boas caracteristicas de produtividade esta sendo
realizado em plantac¢des comerciais da regido cacaueira baiana, com
a valiosa ajuda dos produtores (Figura 7). Diferentes critérios vém
sendo utilizados para a sele¢do dos acessos de cacaueiro em planta-
¢Oes comerciais, os quais visam atingir dois requisitos basicos: pro-
dutividade e resisténcia a vassoura-de-bruxa (PINTO; PIRES, 1998).
Além dessas duas caracteristicas principais, o processo de selecdo
busca acessos de cacaueiro com alta diversidade genética entre si e,
também, geneticamente distintos das tradicionais fontes de resistén-
cia a vassoura-de-bruxa, como o Scavina-6 (FALEIRO et al., 2004d).
Nesse sentido, Faleiro et al. (2004e) realizaram um estudo da diversi-
dade genética desses acessos selecionados em rela¢do ao Scavina-6,
identificando acessos de extrema importincia para uso em programas
de melhoramento e multiplica¢3o para distribui¢do aos produtores.
Esses acessos selecionados estdo contribuindo para a ampliagdo da
base genética da resisténcia das atuais variedades clonais recomen-
dadas para o plantio.
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[1]Scavina-6
[2]ics1
[B]sic-19
Eimc-67

(O Acessos selecionados
em plantagdes comerciais

o Acessos distintos
geneticamente de Scavina-6

Figura 7. Identifica¢do e sele¢do de plantas (acessos) resistentes a vas-
soura-de-bruxa em planta¢bes comerciais com a ajuda de produtores e estudo
de diversidade genética desses acessos em relacio ao Scavina-6 (principal
fonte de resisténcia) e outros genitores utilizados no programa de melhora-
mento genético do cacaueiro .

As informagoes de diversidade genética e frequéncia génica obti-
das com o uso dos marcadores moleculares geram uma grande quan-
tidade de caracteristicas adicionais, que podem ser combinadas com
dados de pedigree, do local de coleta e com caracteristicas morfologi-
cas, fisiologicas e agronémicas, fornecendo uma analise mais com-
pleta da colec3o e de cada acesso (LIVINI et al., 1992; ABDELNOOR
et al., 1995; VASCONCELOS et al., 1996; CARVALHO et al, 2000b;
2000c; HUANG et al., 2002; FALEIRO et al., 2004b; 2004c; 2004d;
VIEIRA etal., 2008).

Auxilio em trabalhos de classificacao
botanica e filogenia

Diversos sistemas de classificagdo botanica e filogenética de plantas
e outros organismos, baseados em diferentes critérios, tém sido uti-
lizados e aperfeicoados ao longo dos anos. Inicialmente era utilizada
a sistematica evolutiva (baseada na morfologia, paleontologia, ecolo-
gia, ontogenia), depois a taxonomia numérica ou sistematica fené-
tica (baseada na quantidade de similaridade geral entre os organis-
mos estudados interpretada como distancia evolutiva), e atualmente
a sistematica cladistica (baseada apenas nas caracteristicas homolo-
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gas derivadas e compartilhadas de um ancestral comum préximo).
Paralelamente ao avanco dos sistemas de classifica¢io, a utiliza¢do
de marcadores moleculares nesses estudos foi se tornando cada vez
mais comum (ARRIEL et al., 2009).

Segundo Arriel et al. (2009), embora os métodos morfolégicos sejam
muito Gteis em uma grande variedade de situag¢des, em muitos casos,
eles ndo podem ser aplicados, uma vez que nio existem caracteristi-
cas morfoldgicas suficientes compartilhadas entre organismos gene-
ticamente mais distantes. Diante das dificuldades encontradas para a
obtencao da filogenia pelos métodos tradicionais, usando caracteres
morfologicos, fisiolégicos, comportamentais, entre outros, passou-se
a utilizar dados moleculares para obtencdo das arvores filogenéticas,
surgindo a chamada filogenia molecular, que é o estudo das relagoes
evolucionarias entre os organismos usando dados moleculares, como
sequéncias de DNA, RNA e proteinas, inser¢oes de elementos trans-
poniveis, ou outros marcadores moleculares (ARRIEL et al., 2009).

Um exemplo da utilidade dos marcadores e analises moleculares
para uma série de estudos evolucionarios, filogenéticos e taxondmi-
cos é o trabalho de Muschner (2005), estudando diferentes subgéne-
ros e espécies do género Passiflora. Importantes informagdes sobre
filogenia molecular, taxas evolutivas e tempo de divergéncia sdo apre-
sentadas e discutidas. Na Figura 8, ilustra-se uma construcio filoge-
nética obtida com base em marcadores moleculares.

Com relagdo a classificagdo botanica, muitas vezes o uso da meto-
dologia n3o é facil, por causa da alta variabilidade intraespecifica e o
efeito ambiental sobre o fenétipo diferenciador entre espécies e varie-
dades botinicas dentro da espécie. Marcadores moleculares podem
ser utilizados para auxiliar tais trabalhos, considerando o poder
de diferenciacdo inter e intraespecifico e a nio influéncia ambien-
tal nas informacoes geradas (BRONDANI, 1996; LAKSHMI et al.,
1997; OUBORG et al., 1999.; KIM et al., 1999; NICOLOSI et al., 2000;
CABRAL et al., 2000; CHANDLER et al., 2001; RAINA et al., 2001;
FALEIRO et al., 2003b; 2003c). Na Figura 9, ilustra-se a diferenciagao
interespecifica de trés espécies do género Stylosanthes e, na Figura 10,
a diferenciacdo de variedades botanicas de Stylosanthes guianensis veri-
ficada com base em marcadores moleculares RAPD.
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Figura 8. Construgdo filogenética de espécies do género Passiflora, obtidas
com base em anélises moleculares de sete regides genémicas .

Fonte: Muschner (2005).
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Figura 9. Diferenciagio de trés espécies do género Stylosanthes com base na
diversidade genética analisada com o uso de marcadores moleculares RAPD.

Fonte: Faleiro et al. (2003c).
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Figura 10. Diferencia¢io de variedades botinicas de Stylosanthes guianen-
sis com base em distincias genéticas calculadas com o uso de marcadores
moleculares RAPD. Um erro de classifica¢do fenotipica do acesso 3 como
pertencente a variedade botinica pauciflora foi detectado com base nos mar-

cadores moleculares.
Fonte: Faleiro et al. (2004D).
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Os marcadores moleculares, principalmente aqueles baseados em
andlises de sequéncia, tém um grande potencial como ferramenta
auxiliar em trabalhos de classifica¢do botanica e em estudos de filoge-
nia, origem genética e evolu¢do; entretanto nunca irdo substituir o tra-
balho essencial e de grande importincia dos botanicos e taxonomistas.

Composicao e validacao de colecoes
nucleares e de trabalho

A colegdo nuclear é um grupo de acessos que representa a diver-
sidade genética de uma colegdo original. De um modo geral, a cole-
¢do nuclear possui 10% a 15% do tamanho e representa mais de 70%
da variabilidade genética da colecao original. Normalmente, a cole-
¢do original é uma colegdo base, ou seja, uma colec¢do abrangente de
acessos da espécie de interesse e de seus parentes silvestres (VALOIS
et al., 1996; 2002). Logicamente, o principio da composi¢do de cole-
¢oes nucleares pode ser aplicado em diferentes tipos de cole¢des de
germoplasma, como as cole¢des ativas e as colecdes de trabalho.

A composigao de cole¢des nucleares no tem como objetivo a subs-
titui¢do de uma colec¢do base ou cole¢do ativa, nem mesmo de uma
colecdo de trabalho muito especializada. Um dos principais objetivos
é facilitar e viabilizar a caracterizacio e avaliacdo de acessos de ban-
cos de germoplasma, o que é fundamental e subsidia a utiliza¢ao pra-
tica de tais recursos genéticos e sua incorporacdo em programas de
melhoramento. Muitas vezes, a avaliacdo agronomica, a qual neces-
sita da montagem de experimentos com repeti¢des em varios ambien-
tes, € muito dificil, principalmente quando um ntmero elevado de
acessos deve ser avaliado ao mesmo tempo. Estratégias para reduzir
o numero de acessos de uma cole¢do base sem a perda significativa
da variabilidade genética, as vezes, sdo fundamentais para viabilizar
a montagem de tais experimentos (FALEIRO, 2007).

A estrutura da cole¢do nuclear e sua dimensio, além de facilitar a
caracterizacio do germoplasma, estimula o usudrio a utilizar os recur-
sos genéticos com maior eficiéncia (UPADHYAYA; ORTIZ, 2001). Na
composicao da cole¢do nuclear, cada acesso vai representar a varia-
bilidade genética de outros acessos que ficaram no mesmo grupo de
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similaridade. Ap6s uma caracterizac¢do detalhada da colecio nuclear,
caso seja verificado o potencial de um determinado acesso, tal poten-
cial pode ser extrapolado para todos os acessos do mesmo grupo de
similaridade, o que pode ser confirmado por meio de caracteriza¢des
detalhadas desses acessos.

Varias cole¢oes nucleares de diferentes espécies tém sido desen-
volvidas utilizando diferentes tipos de caracteristicas e estratégias de
amostragem (DIWAN etal., 1995; MARITA etal., 2000; TAI; MILLER,
2001; CHANDRA et al., 2002; LI et al., 2004). Entre as caracteristi-
cas utilizadas para o estabelecimento de cole¢des nucleares, estao
os dados de pedigree, caracteristicas ecogeograficas, morfologicas,
fisiolégicas, agronémicas, bioquimicas e moleculares (LI et al., 2004).
Entre as caracteristicas utilizadas, marcadores moleculares tém sido
utilizados tanto para a composi¢io quanto para a valida¢io de cole-
¢oes nucleares (GEPTS, 1995; TOHME et al., 1996; SKROCH et al.,
1998; HOKANSON et al., 1998; GHISLAIN et al., 1999; GRENIER
et al., 2000; HUAMAN et al., 2000; FALEIRO et al., 2003c; LI et al.;
2004). O uso de marcadores moleculares pode aumentar considera-
velmente, na cole¢do nuclear, a representatividade da variabilidade
genética da colecao original (FALEIRO, 2007).

O principio mais utilizado na composi¢io de cole¢des nucleares é
analisar a variabilidade genética da cole¢3o base, subdividir todos os
acessos em grupos de similaridade genética e selecionar um acesso
para representar cada grupo, de modo que os acessos selecionados
representem mais de 70% da variabilidade genética inicial. Na Figura
11, ilustra-se o principio utilizado para reduzir uma populagdo base
de 136 acessos de Stylosanthes macrocephala para uma de 20 aces-
sos (FALEIRO et al., 2003c). Pode-se observar, na Figura 11, que os
acessos selecionados ocupam praticamente toda dispersdo grafica e
dessa forma representam boa parte da variabilidade genética da cole-
¢do inicial.
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Figura 11. Dispersao grafica de 136 acessos de Stylosanthes macrocephala com
base em distincias genéticas calculadas usando marcadores moleculares. Os
acessos em verde sdo aqueles selecionados para a composicio de uma cole-
¢do para representar a variabilidade genética da cole¢io inicial.

Fonte: Faleiro et al. (2003c¢).

Com relac¢do a validagio de colec¢des nucleares, o principio é analisar
a variabilidade genética da cole¢3o base e da cole¢ao nuclear e verifi-
car a porcentagem da variabilidade presente na cole¢io nuclear. Para
essa andlise, cilculos de distiancias genéticas entre os acessos da cole-
¢3o base e da colec¢do nuclear com base em polimorfismos do DNA,
célculos da riqueza e frequéncia alélica baseados em marcadores mul-
tialélicos e codominantes podem ser utilizados com sucesso (GEPTS,
1995; SKROCK et al., 1998; HUAMAN et al., 2000).

Caracterizacao de germoplasma

Para que a variabilidade genética de acessos de espécies cultivadas
e silvestres conservada nos bancos de germoplasma seja utilizada e
aproveitada de forma pratica, atividades de caracterizagio s3o essen-
ciais. Diferentes grupos de caracteristicas sao utilizados na caracte-
rizagio de germoplasma, destacando-se as caracteristicas ecologicas