Documentos IAC, 81

T AN - 4 H
T Antonio Carlos Baido de Oliveira
. s F Pe— ° ° . .
e = —— ——— Eveline Teixeira Caixeta
. i -
L ——

— Eunize Maciel Zambolim
: Laércio Zambolim
Ney Sussumu Sakiyama




Governo do Estado de Sio Paulo
Secretaria de Agricultura e Abastecimento
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios
Instituto Agronémico

Governador do Estado de S4ao Paulo

José Serra

Secretario de Agricultura e Abastecimento
Jodo de Almeida Sampaio Filho

Secretario-Adjunto
Antonio Jalio Junqueira de Queiroz

Chefe de Gabinete
Antonio Vagner Pereira

Coordenador da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios
Jodo Paulo Feijao Teixeira

Diretor Técnico de Departamento do Instituto Agronémico
Orlando Melo de Castro



ISSN 1809-7693

APLICACAO TECNICA DE MARCADORES
MOLECULARES NO MELHORAMENTO DE PLANTAS

Antonio Carlos Baido de OLIVEIRA
Eveline Teixeira CAIXETA

Eunize Maciel ZAMBOLIM

Laércio ZAMBOLIM

Ney Sussumu SAKIYAMA

Documentos IAC, Campinas, n. 81, 2007



Ficha elaborada pelo Nucleo de Informagdo e Documentagédo do Instituto Agronémico

A642 Aplicacdo técnica de marcadores moleculares no melhoramento de
plantas / Antonio Carlos Baido de Oliveira; et al. Campinas:
Instituto Agronémico, 2007.
17p. (Documentos IAC, 81)

ISSN: 1809 - 7693
Publicagao on-line

1. Melhoramento de plantas 2. Melhoramento vegetal
3. Marcadores moleculares 4. Mapeamento |. Oliveira, Antonio

Carlos Baido de Il. Caixeta, Eveline Teixeira Ill. Zambolim, Eunize Maciel

IV. Zambolim, Laércio V. Sakiyama, Ney Sussumu VI. Campinas.
Instituto Agronémico. VII. Titulo

CDD. 631.522

A eventual citagdo de produtos e marcas comerciais, ndo expressa, necessariamente, recomendagoes do
seu uso pela Instituicao.

E permitida a reproducdo, desde que citada a fonte. A reproducéo total depende de anuéncia expressa do
Instituto Agronémico.

COMITE EDITORIAL DO IAC
OLIVEIRO GUERREIRO FILHO - EDITOR-CHEFE
RICARDO MARQUES COELHO
CECILIA A. F. P. MAGLIO

EQUIPE PARTICIPANTE DESTA PUBLICAGAO

REVISAO DE VERNACULO: MARIA ANGELA MANZI DA SILVA
COORDENAGCAO DA EDITORAGAO: MARILZA RIBEIRO A. DE SOUZA
EDITORACAO ELETRONICA: GUSTAVO PEREIRA VARGAS DE SOUZA

CRIAGAO DA CAPA: GUSTAVO PEREIRA VARGAS DE SOUZA

INSTITUTO AGRONOMICO
Centro de Comunicagao e Transferéncia do Conhecimento
Avenida Bardo de Itapura, 1.481
13020-902 Campinas (SP) - BRASIL
Fone: (19) 3231-5422 (PABX)
Fax: (19) 3231-4943

www.iac.sp.gov.br



SUMARIO

Pagina

Y= U 1Y OSSR OPSRUSRRN 1
N S I o 7 2
1. INTRODUGAO ..ottt e e e e e st seen e s e e e esenseanseensennseaeees s 2
2. PRINCIPAIS TIPOS DE MARCADORES DE DNA ... .ottt 3
2.1 Marcadores de DNA indentificados por hibridiZaG&0 ........ccueeeiiiiiiiiiii e 3
2.2 Marcadores embasados na amplificagdo de DNA via PCR ........ooiiiiiiiiiiice e 4
3. APLICACOES DOS MARCADORES DE DNA NO MELHORAMENTO GENETICO........cccoeveueene. 6
3.1 Importancia do melhoramento genético Na agricultura .........cccceeeiiii e 6
3.2 Caracterizagdo molecular de genOtIPOS .....cicuiiii it 7
3.3 Desenvolvimento de mapas de ligagao gEMICA .....uuvviiiiieiiiiie et 8
3.4 |dentificacdo de genes controlando caracteristicas qualitativas ........c.ccccccveeeieiiiccieee e, 9
3.5 Mapeamento de genes controlando caracteristicas quantitativas (QTLS) ...cccoeereeeeiicieeiiieeenee 9
3.6 Selecgdo assistida por marcadores moleculares (SAM) .......oooiiiiiiiiiiiiie e 10
3.6.1 Retrocruzamentos assistidos por MarCadores .......cueveiieeeeiiieie it 10
3.6.2 Piramidagao de genes de reSiStENCIA ... .ou i iii i 11
3.6.3 Selecao assistida para caracteristicas quantitativas ......ccccccoeeciei i, 12

4. PERSPECTIVAS DOS PROJETOS GENOMA NA IDENTIFICAGAO E APLICAGCAO DOS
MARCADORES MOLECULARES ...ttt et et b e eeeas 12
5. CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt ee e e ee s s e s e e s e en s s s s s s enenenenenanenananans 14

REFERENCIAS ..ottt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e ee e e ee e e ee e e e eae s eneeeeeenee e e ennas 15



APLICACAO TECNICA DE MARCADORES MOLECULARES
NO MELHORAMENTO DE PLANTAS

Antonio Carlos Baido de OLIVEIRA (')*
Eveline Teixeira CAIXETA (?)

Eunize Maciel ZAMBOLIM (3)

Laércio ZAMBOLIM (%)

Ney Sussumu SAKIYAMA (°)

Resumo

O uso de cultivares geneticamente melhorados, com elevado desempenho agronémico nos
ambientes de cultivo, € um dos responsaveis pelo sucesso da agricultura nos ultimos anos. Assim,
o melhoramento de plantas tem-se mostrado fundamental no desenvolvimento de novas cultivares
das varias espécies de interesse econémico. Os melhoristas tém buscado constantemente aumento
na eficiéncia da selecdo e maximizagdo dos ganhos genéticos. Uma forma de alcancgar esses obje-
tivos é a introdugdo, nos programas de melhoramento, de tecnologias atuais que tornem o processo
de selecdo de novas cultivares mais eficiente. Uma das alternativas tem sido a utilizagdo de
marcadores moleculares, que permitem selecionar individuos superiores com base no genétipo,
pois nao sado afetados pelo ambiente e ndo mudam durante o ciclo de vida do individuo. Os diferen-
tes tipos de marcadores moleculares disponiveis variam conforme a tecnologia utilizada para revelar
variabilidade em nivel de DNA, habilidade para detectar diferencas entre individuos, custo, facilida-
de de uso, consisténcia e repetibilidade. Os principais marcadores moleculares sao detectados
por hibridizacdo com sondas especificas ou por amplificagdo do DNA via PCR. As mais importantes
aplicacdes dos marcadores moleculares no melhoramento sdo: caracterizagdo molecular de
gendtipos, desenvolvimento de mapas de ligagdo génica, identificagdo de genes controlando ca-
racteristicas qualitativas, mapeamento de genes controlando caracteristicas quantitativas e selecéo
assistida por marcadores moleculares. Portanto, os melhoristas podem adotar rapidamente qual-
quer aplicagdo de marcadores moleculares que venha melhorar a eficiéncia de selecdo e diminuir
custos em seus programas de melhoramento.

Palavras-chave: Tipos de marcadores, melhoramento vegetal, mapeamento, selecdo assistida.
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Abstract

The use of genetically improved cultivars, exhibiting high agronomic performance in cultivation
environments, is one of the factors responsible for the agriculture success during the last years.
Therefore, crop breeding proved to be essential for the development of new cultivars from several
species of economical interest. Breeders are constantly looking for increasing selection efficiency
and maximizing genetic gain. One way for reaching those goals is the introduction in breeding programs
of new technologies that results in more efficient selection of new cultivars. One of these technologies
is use of molecular markers, which allows selecting individuals strictly based on genotype superiority,
once they are not affected by environment and they do not change during individual life cycle. Different
types of available molecular markers vary according to the technology used to reveal DNA variability,
the ability to detect differences among individuals, cost, use easiness, consistence and repeatability.
Major molecular markers are detected by specific probes hybridization or by DNA amplification through
PCR. The most important applications of molecular markers in crop breeding are: genotype molecular
characterization, genetic linkage maps development, identification of genes that control qualitative
characteristics, mapping of genes coding for quantitative traits, and molecular markers assisted
selection. Therefore, breeders can quickly adopt any application of molecular markers that improve
the selection efficiency and reduce costs in their breeding programs.

Key-words: DNA markers, crop breeding, mapping, assisted selection.

1. INTRODUCAO

Marcadores genéticos sao definidos como elementos capazes de diferenciar, prever e carac-
terizar um individuo e que também sejam reproduzidos na descendéncia. Caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas ou moleculares podem ser usadas como marcadores genéticos. Até meados da década
de 60, as analises genéticas eram realizadas com a utilizacdo de marcadores morfolégicos de facil
identificagcdo no organismo e, geralmente, controlados por um Unico gene. Apesar de os marcadores
morfoldgicos terem contribuido significativamente para o estabelecimento dos principios teéricos do
mapeamento genético e das analises de ligagao génica, o numero reduzido de marcadores fenotipicos
disponiveis, a falta de ligagdo com caracteres de importancia econémica, a influéncia do ambiente e
os efeitos deletérios das mutagdes limitaram sua utilizacao (Guimaraes e Moreira, 1999).

O grande impulso no uso de marcadores na genética e no melhoramento ocorreu com o
aparecimento dos marcadores moleculares. Os primeiros a serem desenvolvidos foram os marcadores
embasados em variantes alélicos de isoenzimas, o que permitiu a ampliagdo do uso de marcadores
de, pelo menos, uma ordem de magnitude em relacdo aos marcadores morfolégicos (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Entretanto, os marcadores isoenzimaticos possuem a desvantagem de eviden-
ciar um numero limitado de polimorfismo entre genétipos préximos. Com o aprimoramento das técnicas
de biologia molecular, o DNA passou a ser ponto focal no desenvolvimento de novos marcadores, 0s
chamados marcadores de DNA. O grande impacto é que, nesse caso, foi desenvolvido um nimero
quase ilimitado de marcadores polimoérficos, distribuidos aleatoriamente no genoma, independente-
mente do estadio de desenvolvimento da planta e de variagdes ambientais.

A tecnologia dos marcadores moleculares oferece a possibilidade ao melhorista de acessar o
genodtipo da planta ao invés de simplesmente o fen6tipo, como normalmente ocorre. Em razédo de o
fenotipo ser a expressao do gendtipo, sob condicdes ambientais especificas, este pode mudar com
o ambiente. No entanto, o genétipo, ou a constituicdo do DNA de um individuo permanece constante
durante todo o seu ciclo de vida. Selecionar com base no fenétipo € como perseguir um alvo mével,
que muda conforme a variacdo do ambiente. Ja a selecdo baseada no genétipo do individuo pode
contornar esse problema.
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Os marcadores de DNA sao livres de efeitos pleiotrépicos, permitindo, dessa forma, que qual-
quer numero de marcadores seja monitorado em uma Unica populacdo. A analise de marcadores
moleculares pode ser executada em qualquer estagio do ciclo de vida de um organismo e a partir de
quase qualquer tipo de tecido, incluindo tecidos de herbarios e mumificados. Muitos marcadores de
DNA apresentam expressao co-dominante, permitindo que gendétipos sejam determinados em qual-
quer esquema de melhoramento (Kumar, 1999).

Conforme discutido por Federizzi (1998), toda nova tecnologia tem vantagens e desvanta-
gens no seu emprego. Além das vantagens citadas acima, os marcadores de DNA podem ser utilizados,
no melhoramento de plantas, em geragdes altamente segregantes, permitindo a eliminagcado dos
gendtipos indesejaveis nas primeiras geracoes de selecdo. Podem, também, minimizar os problemas
associados aos métodos de melhoramento classico, como enorme trabalho e tempo, principalmente,
em se tratando de culturas perenes. A principal desvantagem é ainda o custo, que pode dificultar
seu uso na rotina dos programas de melhoramento.

Com o rapido avango das técnicas, simplificacdo e redugao dos custos, os marcadores de
DNA vém-se tornando de uso rotineiro nos programas de melhoramento genético de plantas, au-
mentando a eficiéncia e proporcionando maiores ganhos genéticos nas principais culturas de interesse
econdémico. O papel dos marcadores moleculares ndo é substituir as atuais técnicas de selecao e
sim, auxilia-las, visando incrementar os ganhos genéticos do programa. Sua implementagcado de ma-
neira eficiente vai depender do planejamento e desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento
genético (Federizzi, 1998).

2. PRINCIPAIS TIPOS DE MARCADORES DE DNA

Marcadores de DNA séao caracterizados pela detecgao de variagao natural nas seqiiéncias de
DNA entre individuos e sdo herdados geneticamente. Os diferentes tipos de marcadores moleculares
disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade ao nivel do DNA.
Esses marcadores distinguem-se ainda quanto a capacidade de gerar diferengcas entre individuos
(polimorfismo), custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade.

Os principais marcadores de DNA podem ser classificados em dois tipos, conforme a metodologia
utilizada para identifica-los, a saber: marcadores baseados na hibridizagdo com sondas especificas
e aqueles com base na amplificacdo do DNA via reagéo de polimerizagcao em cadeia (PCR-Polymerase
Chain Reaction). Serao citados abaixo apenas os principais marcadores de DNA, apesar de diversos
variantes deles estarem disponiveis na literatura.

2.1 Marcadores de DNA identificados por hibridizacao

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A técnica de RFLP foi descrita, inicialmente, por Botstein et al. (1980) e consiste das seguin-
tes etapas: extracdo de DNA; digestdo com enzimas de restricdo; separacdo dos fragmentos por
eletroforese; transferéncia do DNA para uma membrana; hibridizacdo com sondas homélogas a de-
terminados fragmentos de DNA conhecidos e, em seguida, revelacao dos fragmentos hibridizados. O
polimorfismo é detectado pela presenca e/ou auséncia do sitio de restricado em um dos alelos. Como
vantagens, esses marcadores sao co-dominantes, o que possibilita a identificagcao de individuos
homozigotos e heterozigotos, mostram polimorfismo em regides transcritas e ndo transcritas, com
numero praticamente ilimitado e alta estabilidade do DNA e utilizam sondas heterélogas. Devido a
tais caracteristicas, o RFLP foi o marcador escolhido para a expansao dos mapas de ligacdo gené-
tica em varias espécies.
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No entanto, sua utilizagdo pelos melhoristas ficou restrita devido ao seu alto custo e uso de
sondas radioativas. O desenvolvimento de marcadores RFLP envolve um processo caro e com mui-
tas etapas, que requer consideravel investimento em pessoal, equipamentos, reagentes quimicos e
cuidados especiais quando sondas radioativas sédo utilizadas.

2.2 Marcadores embasados na amplificacdo de DNA via PCR

A concepgéao da tecnologia da reagéo em cadeia da polimerase ou PCR por Kary Mullis (Mullis
e Faloona, 1987), que lhe rendeu o prémio Nobel de medicina, revolucionou as pesquisas biolégicas
fundamentais e as areas aplicadas, como o melhoramento de plantas. A facilidade, rapidez, versati-
lidade e sensibilidade da PCR tornam esta técnica particularmente poderosa para estudos
genético-moleculares envolvendo grande nimero de individuos de qualquer organismo vivo. Muitos
métodos tradicionais de clonagem, sequenciamento e andlise de polimorfismo de DNA foram acele-
rados ou substituidos pelo uso das iniumeras derivagdes da técnica de PCR (Ferreira e Grattapaglia,
1998). Os principais marcadores de DNA derivados de PCR séo:

RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA)

RAPD foi um dos primeiros marcadores desenvolvidos com base em PCR (Williams et al.,
1990). O RAPD envolve as seguintes etapas: desnaturacdo do DNA; pareamento de oligonucletideo
iniciador (ou simplesmente oligo) a fita de DNA molde; extensédo do oligo pela DNA polimerase; e
separacao dos fragmentos amplificados por eletroforese. O oligo utilizado tem seqiiéncia arbitraria,
nao sendo necessario o conhecimento prévio da seqUéncia de DNA a ser amplificada. Em razao de
os oligos serem de 10 nucleotideos de comprimento e de seqléncia aleatéria, eles tém a possibilida-
de de se anelar em muitos locais no genoma. Para que a amplificagcdo ocorra, a ligacdo dos oligos
deve ocorrer nas duas fitas do DNA, com os sitios de anelamento afastados, geralmente, de 150 a
4.000 pares de base. Os polimorfismos revelados pela técnica RAPD s&o oriundos de mutag¢des de
ponto, delecdes no sitio de pareamento do oligo ou insergcbes entre os sitios de pareamento. Esse
marcador possui algumas vantagens sobre outros métodos: (a) envolve um processo mais simples e
rapido; (b) um conjunto Unico universal de oligos arbitrarios pode ser utilizado e rapidamente rastreado
em varios organismos; (c) a analise pode ser feita em gel de agarose; (d) ndo requer sondas isola-
das; (e) uma menor quantidade de DNA ¢é utilizada; (f) mais sensivel na detecgcédo de polimorfismo ao
nivel de DNA, quando comparado aos RFLPs e isoenzimas; e (g) menor custo da técnica. Portanto,
a tecnologia de RAPD é bastante acessivel, e pode ser transferida diretamente para estagdes expe-
rimentais de melhoramento, para laboratérios avangados de pesquisa e ser utilizada rotineiramente
pelos geneticistas. Contudo, observa-se uma grande desvantagem que é a baixa repetibilidade dos
resultados, além de serem marcadores dominantes e, por isso nao distinguem locos em heterozigose.

SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por seqliéncias simples repetidas, as
quais consistem em 1 a 5 nucleotideos repetidos em seqiiéncia. Essas regides repetidas tém sido
denominadas de microssatélites ou, SSR. As seqliéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites
sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo selecao de
oligos especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os
genétipos. Quando os microssatélites sao individualmente amplificados, usando o par de oligos com-
plementares as seqléncias Unicas que os flanqueiam, quase que invariavelmente mostram extensivo
polimorfismo para tamanho de bandas. A variacdo do tamanho dos produtos de PCR é uma conseqién-
cia advinda de diferentes niumeros de unidades repetitivas dentro da estrutura do SSR (Cregan et
al., 1999). Dessa forma, cada microssatélite, independentemente do elemento repetitivo, constitui
um loco genético altamente variavel, multialélico, de grande conteldo informativo. Essa natureza
altamente informativa, combinada com a especificidade e rapidez da tecnologia do PCR fazem des-
ses marcadores uma eficiente ferramenta para estudos de genes eucariéticos (Akkaya et al., 1992).
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O polimorfismo dos microssatélites é conseqiiéncia dos diferentes nimeros de unidades
repetitivas presentes no genoma e o resultado pode ser visualizado em gel de poliacrilamida ou géis
de agarose concentrados. SA0 marcadores co-dominantes, facilmente reprodutiveis, hipervariadveis
e tém as vantagens de ser de rapida deteccao e de permitir a analise de grande nimero de combi-
nacdes de oligos por amostras em géis multiplex. A grande limitacdo é o desenvolvimento dos oligos,
que dependem do conhecimento das seqiéncias que flanqueiam as bases repetidas (McCouch et
al., 1997).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Os marcadores AFLP combinam a especificidade, resolucdo e poder da digestdo com enzimas
de restricdo, com a velocidade e praticidade de detecgdo dos polimorfismos via PCR (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Essa técnica envolve as seguintes etapas: digestdo do DNA gendmico com
enzimas de restricdo, uma de corte raro e outra de corte freqliente, ligagcdo a adaptadores especi-
ficos; amplificagao seletiva por PCR com oligos especificos e separagao dos fragmentos em géis de
poliacrilamida. O polimorfismo identificado se baseia nas diferengas entre genétipos quanto a distri-
buicdo dos sitios de restricdo das enzimas e de acordo com complementariedade ou nao dos oligos
de amplificagdo seletiva. Esse processo tem a vantagem de detectar um grande numero de bandas
e com isso verificar véarios locos ao mesmo tempo. Esses marcadores revelam grande variabilidade
genética e nao requerem informacao prévia de seqiiéncia. As desvantagens desse processo sao o
custo elevado e a necessidade de DNA de alta pureza, além de envolver varias etapas para obten-
¢ao dos resultados.

STS (Sequence Tagged Sites)

STS é a conversao de RFLP em marcadores com base em PCR. Essa idéia surgiu a partir da
facilidade no seqlienciamento de fragmentos de DNA, com o surgimento dos sequienciadores auto-
maticos. No desenvolvimento da técnica, as extremidades das sondas utilizadas para detectar os
fragmentos RFLP sdo seqlienciadas e desenhados pares de oligos especificos, complementares a
essas sequéncias, que serdo utilizados para amplificar os fragmentos polimoérficos de interesse via
PCR.

SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Os marcadores RAPDs podem ser convertidos em outros tipos de marcadores mais aplica-
veis, tais como marcadores SCAR. Essa técnica foi proposta por Paran e Michelmore (1993) e envolve,
basicamente, as seguintes etapas: (1) isolamento da banda de interesse do gel e clonagem em um
plasmidio-vetor; (2) seqlienciamento do fragmento clonado; (3) desenho dos oligos especificos,
com base na sequéncia; (4) validagcao dos oligos.

As técnicas STS e SCAR diferem do RAPD pelo tipo de oligos utilizados, com a vantagem de
serem mais consistentes e a desvantagem de envolver seqiienciamento e desenvolvimento dos
oligos, 0 que onera 0 processo. A partir do momento em que os oligos estejam desenvolvidos, os
custos sao similares ao RAPD. Tais consideragdes, associadas a consisténcia desses dois tipos de
marcadores, tornam essas técnicas promissoras para utilizagdo rotineira nos programas de melho-
ramento.

Utilizacdao de Oligonucleotideos Iniciadores Heterdlogos

A partir dos projetos de seqlienciamento gendmico de vérias plantas nos ultimos anos, e da
utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, os pesquisadores chegaram a conclusao que muitas
seqléncias de bases presentes no DNA de diferentes espécies vegetais sdo muito parecidas e
muitas vezes idénticas entre essas espécies. A descoberta desse paradigma ventilou a possibilida-
de de utilizacdo de informacbes contidas em espécies mais estudadas, como desenho de oligos
(heterologos) especificos em outras espécies afins.
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A sintenia, termo usado para descrever a conservacao na ordem de genes ou seqiiéncias de
DNA em cromossomos entre espécies relacionadas, é grande para determinadas espécies de plan-
tas. Por exemplo, a sintenia e homologia génica entre arroz e os genomas de outros cereais sédo
significativas. Noventa e oito por cento de proteinas homélogas de milho, trigo, e cevada foram
também encontradas em arroz. Por outro lado, a sintenia com Arabidopsis é limitada, embora seja
possivel identificar e atribuir a funcionalidade de genes candidatos de arroz ortélogos aos genes de
Arabidopsis (Goff et al., 2002; The International Rice Genome e Sequencing Project, 2005). O arroz
(Oryza sativa L.) é considerado planta-modelo entre as monocotiledéneas para estudos de genémica
funcional e estrutural, enquanto Arabidopsis thaliana é a espécie-modelo entre as dicotiledéneas.
Essas duas espécies tiveram o seu genoma completamente sequienciado e a fungcdo das varias
seqliéncias caracterizada (Rossini et al., 2006).

Neste contexto, varios oligos desenhados a partir de seqiiéncias dos bancos de dados de
arroz estdo sendo testados e utilizados em outros cereais, como milho, trigo, cevada, aveia, etc. Em
projetos de seqlenciamento parcial do genoma do café (Rubiaceae) e andlise das seqliéncias, tem-
se verificado grande sintenia dessa espécie com plantas da familia Solanaceae, principalmente tomate
(Lin et al., 2005). Dessa forma, informagdes adquiridas em espécies de solanaceas poderao ser
utilizadas em café, principalmente oligos SSR e de genes especificos, para serem incorporados nas
analises moleculares dessa espécie.

3. APLICACOES DOS MARCADORES DE DNA NO MELHORAMENTO GENETICO

A tendéncia geral do melhoramento genético vegetal é a integracao das técnicas classicas
com aquelas modernas da biotecnologia, levando-se em consideracdo as vantagens e limitacdes de
cada uma delas. Nesse contexto, a tecnologia dos marcadores de DNA pode contribuir significativa-
mente para o conhecimento basico da cultura e da caracteristica estudada, bem como para a geracéo
e o desenvolvimento de produtos melhorados. Com o advento dos marcadores de DNA, varios tra-
balhos foram realizados visando utiliza-los como ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento.
Os marcadores sempre foram empregados com a expectativa de 'etiquetar' os genes de interesse e
auxiliar a seleciona-los, quando a andlise fenotipica fosse ineficiente (Kumar, 1999).

As principais possibilidades de uso dos marcadores moleculares, para auxiliar os programas
de melhoramento serdo discutidas a seguir. Antes, porém, sera feita uma breve abordagem a res-
peito da importancia do melhoramento de plantas para a agricultura moderna.

3.1 Importancia do melhoramento genético na agricultura

O melhoramento de plantas tem sido definido como a arte e a ciéncia de modificar genetica-
mente as plantas, visando torna-las mais Uteis ao homem. O melhoramento vegetal como arte depende
da intuicdo e das experiéncias acumuladas, inerentes a cada individuo. A despeito de toda a evolu-
¢do nas técnicas de melhoramento, a arte continua a ser um componente muito importante na carreira
de um melhorista (Borém, 2001 e Federizzi, 1998).

Como ciéncia, o melhoramento genético de plantas é relativamente recente e depende fun-
damentalmente dos principios da genética e de outras ciéncias correlatas como bioquimica, botanica,
estatistica, fisiologia vegetal, informatica e, mais recentemente, técnicas de biologia molecular.

O melhoramento é um processo evolutivo, cuja base foi langada no inicio do século XX, onde
foram combinadas duas correntes do pensamento: a idéia de Darwin do maior nimero de progénies
deixado por individuos mais adaptados, com as leis da heranca de Mendel. A adaptagdo em popula-
cdes é obtida pela sucessiva substituicao de genes e/ou alelos. Em termos de melhoramento,
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adaptacéao significa o incremento na produc¢do na parte da planta economicamente importante, como
produtividade, teor de proteina ou quantidade de massa verde, por exemplo. O mecanismo funda-
mental do melhoramento é a substituicao de alelos sob seleg¢ao, seguido do isolamento diferenciado
dos produtos de selegao. A principal diferenca entre a evolucao de plantas e o melhoramento é que
a selecao é predominantemente artificial nesse ultimo e os objetivos e estratégias sdo definidos
com base no conhecimento cientifico (Federizzi, 1998).

Pode-se dizer que o melhoramento de plantas como arte, praticado no inicio das civilizagoes,
foi o responsavel pela mudanga de habito das populagdes humanas primitivas do nomadismo para
o sedentarismo, quando decidiram abandonar o extrativismo para iniciar o plantio dos tipos de plan-
tas que lhes eram mais adequados. O fato de se plantar os tipos desejaveis provocou mudancas
nas freqUéncias alélicas das espécies escolhidas, embora toda a teoria do melhoramento de plan-
tas s6 tenha progredido apo6s os classicos experimentos de Mendel e seus redescobrimentos no
inicio do século passado.

Com o advento da teoria do melhoramento genético, a ciéncia passou a desempenhar papel
fundamental no desenvolvimento de plantas de importancia para a humanidade. Para os produto-
res, o melhoramento busca aumentar a produtividade das culturas, melhorar a uniformidade para
permitir o uso de maquinas na colheita e no beneficiamento, adaptacdo a novos ambientes para
permitir a expansao de fronteiras agricolas, bem como resisténcia a doencas e pragas.

Nos dias atuais, com o propésito de atender a consumidores cada vez mais exigentes,
as acdes do melhoramento de plantas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de pro-
dutos com qualidades superiores, como alimentos com caracteristicas nutricionais especiais
(teor de proteinas, vitaminas, sais minerais, baixo teor de gordura) e sabores e aparéncia
especificos; frutos sem sementes; fibras mais longas e resistentes; e, principalmente, precos
competitivos, o que tem intimo relacionamento com aspectos de produtividade e outros itens
relevantes na reducao de custos de producéo. Todas essas caracteristicas tém carater decisi-
vo no melhoramento de plantas, obrigando o melhorista a estabelecer uma estratégia de visao
do futuro sobre o seu trabalho, principalmente enfocando os aspectos relacionados ao
agronegocio (Queiroz, 2001).

As atividades dos melhoristas de plantas durante décadas foram responsaveis diretas pelo
crescimento da agricultura brasileira. Como exemplo, a soja, uma espécie originalmente de clima
temperado, pode ser cultivada atualmente de norte a sul do Brasil, com rendimentos até superiores
aos obtidos por paises setentrionais. A utilizagcao de hibridos e variedades melhoradas de milho tem
proporcionado produtividade nessa cultura nunca antes imaginaveis. O café obteve em mais de 70
anos de pesquisa incrementos da ordem de 295% em produtividade das cultivares modernas, em
relacdo aos materiais genéticos originais, introduzidos no Brasil. Em termos qualitativos, atualmen-
te, hortaligcas e frutos estdo muito mais atrativos aos olhos dos consumidores, com melhores qualidades
organolépticas, além de melhor conservacao pés-colheita. Os melhoristas do algodoeiro consegui-
ram obter fibras mais longas, resistentes e até coloridas naturalmente. Todo esse processo é
proporcionado por agdes, na maioria das vezes, silenciosas de melhoristas de plantas, que dedicam
a vida inteira a um arduo trabalho na expectativa de tornar a atividade agricola mais eficiente sobre
varios aspectos.

3.2 Caracterizacao molecular de genotipos

Todo individuo possui uma seqliéncia caracteristica de nucleotideos que compde o conteu-
do do seu DNA. A identificacdo de diferengas entre essas seqlUéncias, por meio de marcadores
moleculares, revela um padrdo Unico, uma impressao digital genética, denominada DNA fingerprint,
que pode ser utilizada para detectar diferencas e similaridades entre individuos.
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O DNA fingerprint tem sido muito utilizado para revelar a diversidade genética dos acessos
de bancos de germoplasma de varias espécies vegetais, fornecendo novas ferramentas para a
conservacao e utilizagao mais eficiente dos recursos genéticos pelos melhoristas (Etienne et al.,
2002).

A caracterizagdao molecular da diversidade genética entre os gendétipos permite informacgdes
fundamentais para auxiliar os melhoristas na escolha de genitores, que poderédo integrar esquemas
de cruzamentos, visando a constituicao de populagdes basicas no estabelecimento de esquemas
de selecao. Tais cruzamentos sdo direcionados para maximizar a distancia genética com a finalida-
de de recombinar genes ou complexos génicos em novas combinacdes favoraveis. Os marcadores
moleculares geram grandes quantidades de informagdes que, combinadas as caracteristicas
morfoagrondmicas, fornecem um quadro mais completo para o agrupamento de genétipos e o pla-
nejamento de cruzamentos.

As informagdes moleculares a respeito da diversidade genética podem, ainda, auxiliar no
direcionamento do enriquecimento da base genética durante o andamento de um programa de me-
Ihoramento, bem como na avaliacdo de redundancia e deficiéncias das colecdes de germoplasma,
gerando informagdes sobre a eficiéncia do processo de coleta, manutengdo e ampliagdo de um
banco de germoplasma. Esses dados podem ser utilizados no estabelecimento de cole¢des nuclea-
res de espécies (core collection), que podem minimizar a repetibilidade da diversidade genética
recolhida ao banco de germoplasma da cultura e facilitar o acesso dos melhorista a tais colegbes
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

3.3 Desenvolvimento de mapas de ligacao génica

Os mapas genéticos ou mapas de ligacao refletem a localizacao relativa de marcadores ge-
néticos dentro de um determinado intervalo do DNA. Esses mapas tém um significado abstrato, pois
a distancia entre marcadores é estabelecida com base em padrdes de heranca ao invés de distan-
cias fisicas (Green e Waterston, 1993). A construcdo de mapas genéticos envolve o estabelecimento
da relagao entre diferentes marcadores a medida que eles prosseguem através da meiose. Se dois
conjuntos de marcadores estdo presentes em cromossomos diferentes, eles distribuem-se ao aca-
SO na meiose e, conseqlentemente, na préxima geragao. Se, entretanto, os marcadores estao
presentes no mesmo cromossomo, eles sdo herdados juntos, exceto quando ocorre recombinacéo
durante a meiose. Quanto mais proximo os dois marcadores estiverem um do outro no cromossomo,
menos provavel sera a ocorréncia do evento de recombinacao entre eles. Medindo-se a freqliéncia
de eventos de recombinagéo, é possivel estimar a distancia genética entre os marcadores e sua
ordem relativa, permitindo, assim a construcdo de mapas genéticos.

Os mapas genéticos possibilitam a representacdo da ordem e da distancia relativa entre os
locos nos grupos de ligagao. A distancia genética é medida em termos de freqiiéncia de recombinagao
entre marcadores, que é transformada em distancia de mapa (centiMorgans) por meio de algoritmos
apropriados. A freqiéncia de recombinacédo é variavel entre diferentes regibes do cromossomo,
entre tipos de cromossomos e entre espécies. Assim, mapas genéticos e fisicos fornecem informa-
cbes diferentes sobre o0 DNA. Os dois mapas sao colineares em relacdo a ordem dos marcadores;
entretanto, ndo existe relacao simples entre freqiiéncias de recombinacgao (distancias genéticas) e
distancias fisicas.

O desenvolvimento de mapas de ligagao genética é uma das aplicacdes de maior importan-
cia da tecnologia dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas, pois esses mapas podem
ser usados para determinar a localizagcdo de genes responsaveis por caracteres simples e comple-
x0s. Para o caso de caracteres de heranca simples, a identificacdo de marcadores ligados a genes
que controlam tais caracteristicas permite monitorar e acelerar a introgressao desses genes em

8 Documentos, IAC, Campinas, 81, 2007



cultivares comerciais. Marcadores ligados a genes de interesse também podem fornecer um ponto
de partida para a clonagem de genes baseada no mapa.

Outra aplicacado dos mapas de ligacao é determinar a localizagdo dos genes nos cromossomos,
fornecendo subsidios ao melhorista na escolha das melhores estratégias de acao e planejamento
dos métodos de selegdo. Em vista da localizagdo dos genes no genoma, o melhorista vai definir,
com mais seguranga, por exemplo, quais genitores cruzar e qual o tamanho ideal das populagdes
segregantes a serem manipuladas, que fornecerdo maiores oportunidades para que os recombinantes
de interesse sejam identificados nas populagdes de selecéo.

3.4 Identificacao de genes controlando caracteristicas qualitativas

Os marcadores moleculares tém sido muito utilizados para a sinalizagcéo de regidées do genoma
associadas a caracteristicas monogénicas, principalmente resisténcia a pragas e doencas, valen-
do-se do fendbmeno da ligagcao génica. A identificacdo de genes que controlam caracteristicas
qualitativas de importancia agrondmica pode auxiliar os programas de melhoramento, pela selecao
indireta de tais caracteristicas. Esse tipo de selecado tem aplicagdo em programas em que se pre-
tende promover, por exemplo, a piramidacdao de genes de resisténcia a doengas, a qual é quase
impossivel de ser executada pelos métodos convencionais.

3.5 Mapeamento de genes controlando caracteristicas quantitativas (QTLs)

A grande maioria dos caracteres de importancia econémica esta sob controle genético com-
plexo, envolve a acdo de varios genes, e é altamente influenciada pelas condicbes ambientais,
sendo de dificil manipulagdo e compreensao. Esses locos sdo denominados locos controladores de
caracteres quantitativos (QTLs - Quantitaive Trait Loci), sendo que, para a maioria desses caracteres
existem poucas informagdes sobre o numero, posicao cromoss6mica, magnitude do efeito e interagdes
entre os locos que controlam sua expressdao. Com o uso de mapas genéticos e técnicas de
mapeamento de QTLs é possivel obter tais informacgdes.

No mapeamento de QTLs ha necessidade de se produzir mapas genéticos saturados com
base em anadlise de grande niumero de marcadores. A seguir, esses marcadores sao associados a
distribuicao fenotipica das diversas caracteristicas de importancia econdmica e/ou agronémica. Como
se conhece a posi¢gao dos marcadores no genoma, aqueles que tiverem associados as caracteristi-
cas terdo, em sua vizinhanca, locos que controlam esses caracteres (Lee, 1995). Essas regides,
entdo, podem ser monitoradas e selecionadas em uma populacdo ou transferidas para materiais-
elite que nao possuem os alelos favoraveis dessa regiao.

E importante salientar que os QTLs representam um avanco no conhecimento da heranca
das caracteristicas. Em vez de conhecer essa heranga, determina-se o controle genético dos com-
ponentes determinantes de tal caracteristica, permitindo para cada QTL a localizacdo gendmica, a
quantificacdo de seu efeito e o conhecimento da agao génica. Além disto, permite-se determinar a
existéncia ou ndo de epistasias, ou seja, de interacdes entre os distintos QTLs relacionados com
uma determinada caracteristica.

A andlise de marcadores moleculares tem demonstrado que as caracteristicas quantitativas
podem ser condicionadas por QTLs com efeitos diferentes. O uso de mapas de ligacao possibilita a
identificagdo de QTLs que explicam proporgdes significativas das variagdes fenotipicas das carac-
teristicas quantitativas estudadas. Uma aplicacao imediata do mapeamento de QTLs em programas
de melhoramento é a escolha de genitores com QTLs complementares, que terdo maiores chances
de manifestar efeitos heter6ticos em combinacoes hibridas e de recombinacdes favoraveis nas ge-
racdes segregantes (Sakiyama, 1999).
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3.6 Selecao assistida por marcadores moleculares (SAM)

A selecao assistida por marcadores moleculares pode, potencialmente, acelerar o progresso
genético pelo aumento na eficiéncia de selegéo, redugédo no intervalo de geragdes e identificacao
de quebra de ligacbes indesejaveis.

A SAM baseia-se na concepgao de que € possivel inferir a presenga de um gene por meio da
presenca de um marcador fortemente ligado a esse gene. Inicialmente, s&o identificados marcadores
moleculares ligados ao gene de interesse e por meio desses marcadores, a heranga e a introgressao
do gene pode ser analisada nos programas de melhoramento. Usando os marcadores é possivel
nao soO selecionar plantas que contém os genes de interesse, mas também que carregam o minimo
do genoma do genitor doador (Kumar, 1999). O uso de marcadores moleculares possibilita a sele-
¢do de varios caracteres ao mesmo tempo, permite a identificagdo rapida de plantas geneticamente
superiores em cada geracdo e reduz o tamanho da populacédo a ser desenvolvida em cada geracao,
minimizando esfor¢os e recursos nas avaliagdes.

O uso de marcadores visando introduzir resisténcia a doencas oferece a vantagem adicional
de permitir a selegdo para a resisténcia na auséncia do patégeno ou de uma raga do patdégeno
(Kelly, 1995). A identificacdo de genes conferindo resisténcia a diferentes ragas ou isolados de
determinado patégeno pode também ser limitada pelas técnicas de inoculagdes tradicionais, que
podem nao detectar certas combinacoes de genes. Além disso, as racgas discriminadas do patégeno
podem nao estar disponiveis aos melhoristas. Entretanto, esses genes de resisténcia desconheci-
dos e combinados em um Unico genétipo podem ser distinguidos uns dos outros por marcadores
ligados a um dos genes. Mesmo quando as diferentes racas do patdégeno estdo disponiveis aos
melhoristas, a identificagcao de linhagens que apresentam diferentes genes de resisténcia é limitada
pela dificuldade de realizagao dos testes de inoculagcdo com diferentes patégenos, em um mesmo
individuo, e pelo efeito epistatico desses genes. Os marcadores moleculares ligados aos genes de
resisténcia possibilitam a identificagdo dessas linhagens, bem como facilitam a piramidacédo desses
genes em variedades de interesse (Alzate-Marin et al., 2001).

Atualmente, a selegao assistida por marcadores constitui-se na estratégia mais poderosa de
uso dos marcadores para fins de melhoramento genético. Dentro dessa estratégia, pode-se incluir a
transferéncia de um ou mais alelos de interesse de espécies selvagens para cultivares-elite. Consi-
derando a diversidade genética presente na natureza e nos bancos de germoplasma, tais resultados
oferecem grandes oportunidades para a pesquisa baseada na selegcao assistida por marcadores.
Um bom exemplo da utilizagcdo de SAM ¢ a transferéncia de genes de resisténcia a antracnose do
feijoeiro para cultivares suscetiveis a essa doenga (Geffroy et al., 1998).

3.6.1 Retrocruzamentos assistidos por marcadores

A introgresséo de genes via retrocruzamento assistido por marcadores € uma forma eficiente
para incorporar um alelo desejado, de uma populagdo doadora, em uma populacdo comercial ou
elite. Marcadores sdo usados para identificar e garantir a presenca do alelo a ser introgredido e
para selecionar contra 0 genoma remanescente do doador, pois este geralmente esta associado
com caracteristicas nao desejadas, excluindo o alelo em particular. Apdés algumas geragdes de
retrocruzamentos, a populacéao retrocruzada é autofecundada para obtengao de individuos homozigotos
para o alelo desejado.

A eficiéncia da selecéo assistida por marcadores tem sido descrita para muitos genomas de
plantas. Quando a expressao de uma caracteristica de interesse é regulada por um Unico gene, ou
por um gene responsavel por grande parte da variagdo fenotipica, a transferéncia de uma Unica
regido gendémica de um gendtipo doador para um receptor pode significar grande aumento na ca-
racteristica considerada. Pela constru¢cdo de um mapa alélico do genoma com marcadores moleculares,
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as plantas com a melhor composicdo genémica podem ser eficientemente identificadas. O genoma
de interesse deve conter o alelo responsavel pela caracteristica que esta sendo introgredida e
regides nao-alvo, carregando a maior proporgao possivel do genoma recorrente. Comparado com o
retrocruzamento convencional, o uso de marcadores moleculares oferece duas vantagens: recupe-
racao acelerada do genoma recorrente e selecao mais eficiente de genétipos que apresentam eventos
de recombinacado mais proximos aos genes alvo (Junghans, 2003).

Com o objetivo de medir a eficiéncia da SAM, foram feitas simulagdes em computador, utili-
zando Coffea arabica como modelo. A SAM foi utilizada para a escolha de 2% dos gendétipos mais
semelhantes geneticamente ao genitor recorrente, para integrar o préximo ciclo de retrocruzamentos.
Observou-se que com apenas dois retrocruzamentos assistidos foi possivel recuperar a mesma
proporgcdo do recorrente que seria alcangada na quinta geragédo, na auséncia da selecao assistida
(Fernandez e Lashermes, 2002).

Na realidade, pesquisas comprovam que a eliminagdo de segmentos de DNA do gendtipo
doador pode demandar muitas geracbes. Muitos exemplos da transferéncia de caracteres indeseja-
veis ligadas ao gene-alvo durante a execucao de programas de selecdo sdo conhecidos. Em café
arabica, mesmo apos seis geragdes de retrocruzamentos, € esperado persistir uma regidao de apro-
ximadamente 32cM flanqueando o gene-alvo. Nos genomas de muitas plantas, 32cM é DNA suficiente
para conter centenas de genes. Marcadores de DNA poderiam ser utilizados para eliminar, ou pelo
menos reduzir, significativamente, a transferéncia de caracteristicas indesejaveis. Essas poderiam
ser identificadas nos individuos recombinantes raros, os quais, usualmente, sdo selecionados ape-
nas por chance no melhoramento classico (Fernandez e Lashermes, 2002).

3.6.2 Piramidacao de genes de resisténcia

Pode-se definir piramidagdo como o acumulo de genes em uma linhagem ou variedade (Milach
e Cruz, 1997), ou ainda, como a introgressao de varios genes de resisténcia em uma Unica varieda-
de (Borém, 2001). A piramidacédo de genes tem sido sugerida como uma estratégia potencial para
manter a resisténcia a doencgas por um longo periodo, ou seja, para aumentar a durabilidade da
resisténcia.

Apesar de considerada importancia em programas de melhoramento visando resisténcia a
doencas, a estratégia de piramidacdo nao tem sido muito aplicada, devido a algumas dificuldades.
Segundo Pedersen e Leath (1988), combinar trés ou quatro genes em uma Unica variedade e man-
ter outras caracteristicas superiores ndo é um trabalho simples. Como o processo de piramidagao
requer a combinacdo de multiplos genes de resisténcia, é muito dificil, por métodos convencionais
de avaliagao, diferenciar cada gene em um sé individuo (Michelmore, 1995). Se varios genes sao
incorporados e todos conferem resisténcia completa ao mesmo patdgeno, a presenca de um fator
de resisténcia mascara o efeito fenotipico dos demais (Milach e Cruz, 1997). Uma série de cruza-
mentos-teste e de inoculagdes multiplas podem ser necessarias para determinar a presenga dos
genes, o que torna o processo muito trabalhoso (Huang et al., 1997; Geffroy et al., 1998).

Tais limitacdes dificultaram, no passado, o uso da piramidacdo como alternativa ao melhora-
mento para resisténcia duravel. Entretanto, a possibilidade de usar marcadores moleculares para
monitorar a presencga de gene de resisténcia em um gendtipo levantou novamente a questao do uso
dessa estratégia no melhoramento visando a resisténcia a doengas. A utilizagdo de marcadores de
DNA fortemente ligados a genes de resisténcia, permite que as progénies que contém os genes
desejaveis sejam identificadas. Uma vez que os genes que conferem resisténcia ao mesmo patdégeno
sdo identificados por meio dessa técnica, eles poderiam ser facilmente acumulados em um genétipo,
via selecéo assistida por marcadores moleculares. Dessa forma, os marcadores moleculares elimi-
nariam a necessidade da realizagdo de cruzamentos-teste e avaliagdo da segregacgao.
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Além disso, esses marcadores podem aumentar a velocidade de recuperacao do fenétipo do
genitor recorrente no processo de retrocruzamento. Por esses motivos, a selegdo assistida por
marcadores moleculares possui grande potencial de utilizacdo para a piramidacdao de genes de
resisténcia. A medida que o uso desses marcadores se tornar rotineira nos programas de melhora-
mento, a estratégia de piramidacdo podera ser mais amplamente aplicada.

3.6.3 Selecao assistida para caracteristicas quantitativas

As caracteristicas agronémicas de maior importancia sdo complexas e reguladas por muitos
genes de pequeno efeito (QTLs). Sdo denominadas caracteristicas poligénicas ou quantitativas.
Comparado com caracteristica mais simples, controlada por um ou poucos genes, 0 melhoramento
de caracteristicas poligénicas, por meio da selegao assistida, levanta maiores questionamentos,
como demonstrado pela abundancia de estudos com base em simulacdes de computador e escas-
sez de dados publicados sobre esse assunto. Para a SAM ser efetiva, sdo necessérias estimativas
confiaveis da posicao e efeito do QTL. Maior poder, precisdo e acuracia s6 podem ser obtidos pela
andlise de grandes populacdes, usando um conjunto de marcadores com boa cobertura do genoma
e valores fenotipicos obtidos de experimentos em diferentes ambientes.

A dificuldade de manipular caracteristicas quantitativas esta relacionada a sua complexidade
genética - principalmente o numero de genes envolvidos na sua expressdo e as interagdes entre
eles (epistasia). Como muitos genes estdo envolvidos na expressao de caracteristicas poligénicas,
geralmente apresentam pequenos efeitos individuais no fenétipo. Esse fato implica que muitas regides
devem ser manipuladas ao mesmo tempo no sentido de obter impacto significativo, e que o efeito de
regides individuais nao é facilmente identificado. Por essa razao, experimentos com repeticao sao
necessarios para caracterizar com acuracia os efeitos de QTLs e para avaliar sua estabilidade em
diferentes ambientes.

Uma questao importante que merece atencdo € como aumentar a eficiéncia da SAM de ca-
racteristicas quantitativas por meio da melhor caracterizagao de genes alvos. Felizmente, experimentos
de campo e métodos estatisticos para mapeamento de QTLs tém sido progressivamente desenvol-
vidos durante a ultima década. Com os recentes métodos matematicos, tais como mapeamento por
intervalo composto, dados de campo oriundos de diferentes ambientes podem ser integrados em
analise conjunta, para avaliar a interagdo Q x A e identificar os QTLs estaveis em diferentes ambien-
tes. Além disso, quando combinados com um mapa de ligagao detalhado, 0 mapeamento por intervalo
composto permite uma identificagado precisa do QTL no genoma e melhor identificacdo de QTLs
adjacentes (QTLs ligados cujos alelos favoraveis sao provenientes da mesma linhagem parental),
além do efeito do QTL, ou seja, quanto da variacao fenotipica é explicada pelo mesmo (Junghans,
2003).

4. PERSPECTIVAS DOS PROJETOS GENOMA NA IDENTIFICAGAO E APLICACAO
DOS MARCADORES MOLECULARES

Nos ultimos anos, termos como gendmica e bioinformatica tém invadido as pesquisas em
biologia, genética e melhoramento. Essa revolucao esta ligada a importantes progressos nos méto-
dos e tecnologias que permitem o sequenciamento de DNA em grande escala.

Na era da gen6mica em plantas, um dos objetivos é buscar, no melhoramento, manipulacdes
genéticas dirigidas, aumentando a eficiéncia de obtencao de variedades bem sucedidas. Essa nova
revolugcdo anuncia a obtencdo de variedades resistentes a multiplas doengas, mais adaptadas e
produtivas, o que deve diminuir dramaticamente as perdas na agricultura, além de permitir o apro-
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veitamento de solos até entdo nao utilizaveis (Souza e Silva, 2002). Outro enfoque da genbémica é
buscar informacdes para melhorar a qualidade dos graos e sementes, visando agregar valores aos
produtos agricolas.

As informacdes obtidas nos Projetos Genoma sado Uteis para o melhoramento de plantas e,
conseqlentemente para a agricultura, pois permitem: (a) gerar novos e eficientes marcadores
moleculares, que poderdo ser usados para selecao assistida; (b) gerar informag¢des que visam direcionar
as manipulagdes genéticas nos programas de melhoramento; (c) clonar genes, permitindo incluir a
engenharia genética entre as estratégias do melhoramento; e (d) gerar informagdes basicas.

O desenvolvimento de poderosos marcadores de DNA como os Microssatélites e os SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) tem sido beneficiado com a era da gendémica, pois a identificagédo
desses marcadores tém sido facilitada e viabilizada pelo seqienciamento do DNA.

Os SNPs correspondem a posi¢gées do DNA onde existe uma alternancia dos nucleotideos,
em uma freqiéncia alélica minima de 1% em uma dada populacao (Brookes, 1999). Essas variagdes
de ponto ocorrem com alta freqiiéncia no genoma, sendo estimado um SNP a cada 600 bases. Essa
alta freqléncia possibilita a marcacao préxima ou até mesmo no loco génico de interesse, tornando
0 SNP um poderoso marcador de DNA. Com a era da gendmica, a maior parte dos estudos que
visam a identificacdo de SNPs em larga escala tem explorado as milhares de seqliéncias presentes
nos bancos de dados. Os bancos de dados de ESTs (Expressed Sequence Tag, ou Etiquetas de
Sequéncias Expressas) tém um elevado grau de redundancia, e o fato de as seqUéncias serem
derivadas de tecidos de varios individuos torna a utilizagdo desses bancos muito promissora para a
identificagdo de polimorfismos (Guimaraes e Costa, 2002).

Outro marcador molecular beneficiado com o seqlienciamento em larga escala é o Microssatélite.
Esses marcadores estao substituindo rapidamente outros marcadores em varios tipos de estudos
genéticos, principalmente devido a sua reprodutibilidade e simplicidade técnica, pequena quantida-
de de DNA requerida, baixo custo de seu uso, rapidez, grande poder de resolucdo, co-dominancia e
altos niveis de polimorfismo.

Apesar das vantagens apresentadas, relativamente poucos marcadores microssatélites estao
disponiveis para plantas. A grande limitacao da tecnologia esta no desenvolvimento desses marcadores,
que envolve um processo demorado, trabalhoso e com alto custo. No entanto, a disponibilidade de
milhares de seqliéncias, geradas pelos projetos genoma, tem proporcionado oportunidade de desenvol-
ver esses poderosos marcadores de forma direta e simples, por meio de analise eletrdnica (data mining).
Com o auxilio de recursos computacionais, as sequiéncias depositadas nos bancos sao analisadas, os
microssatélites identificados e os oligos, que flanqueiam os microssatélites, sdo desenhados. Uma vez
desenvolvidos, eles podem ser utilizados com as vantagens e a rapidez tipica da técnica de PCR.

O conhecimento de sequéncias de DNA permite, ainda, o desenvolvimento de um conjunto de
oligos especificos, que correspondem a genes de interesse. Esses oligos sdo utilizados em uma
simples reagao de PCR para detectar seus respectivos genes, simplificando e otimizando o uso dos
marcadores moleculares como ferramenta auxiliar no melhoramento.

Os oligos especificos e 0s novos marcadores moleculares obtidos a partir das seqiiéncias
dos Projetos Genoma podem ser utilizados em varias etapas do melhoramento, como: (a) conserva-
cao de germoplasma; (b) caracterizagcao de germoplasma para identificar genes envolvidos em
processos especificos, determinar variabilidade genética disponivel, determinar a distancia genéti-
ca entre possiveis genitores e escolha dos mesmos para cruzamentos e formagao de populacoes;
(c) selecao assistida por marcadores; (d) fingerprinting de cultivares desenvolvidas e recomenda-
das, principalmente aquelas em que impraticavel sua identificacdo apenas pela diferenciacédo de
atributos fenotipicos morfoagronémicos; (e) monitorar a pureza genética das sementes produzidas
e distribuidas aos produtores; e (f) protecdo de variedades.

Documentos, IAC, Campinas, 81, 2007 13



5. CONSIDERACOES FINAIS

Muitos trabalhos ja foram feitos empregando os marcadores moleculares no estudo de diver-
sidade entre genotipos e, principalmente, na identificagcdo de grande numero de genes ou regides
genbmicas de interesse. Apesar disso, pouco se sabe da contribuigdo efetiva dos marcadores para
o melhoramento. Pode-se considerar que essa situacdo é em decorréncia de os marcadores
moleculares estarem sendo utilizados ainda ha pouco tempo. Como se sabe, o desenvolvimento dos
meétodos de melhoramento para atingir o nivel de eficiéncia que conhecemos hoje gastou cerca de
um século. Entao, é necessario mais tempo para que os marcadores venham a ser mais eficiente-
mente utilizados para auxiliar os programas de melhoramento.

A distancia entre a geracao de informagéao e sua utilizagao pratica normalmente é grande em
qualquer ramo da ciéncia, fato especialmente verdadeiro no caso de utilizacdo de marcadores
moleculares no melhoramento genético de plantas. As razdes para tal podem ser atribuidas ao fato
que a maior parte das pesquisas é realizada pelo setor privado, que nao disponibiliza os resultados,
e também porque o melhorista (publico ou privado) ndo é recompensado pelo método que utiliza,
mas sim pelo resultado alcancado.

Varios tipos de marcadores moleculares estdao hoje disponiveis diferenciando-se quanto a
sua habilidade em detectar polimorfismo, custo de aplicagéo, facilidade de uso e consisténcia de
resultados. Eles tém sido utilizados em estudos de diversidade genética, fingerprinting, analises de
pureza genética de sementes, melhoramento assistido, mapeamento genético, isolamento de genes
e outros. Nao ha mais duvidas que a tecnologia de marcadores moleculares esta madura e ja pode
ser utilizada em varias fases do melhoramento genético vegetal. Certamente, os melhoristas vao
adotar rapidamente qualquer aplicacdo de marcadores moleculares que venha melhorar a eficién-
cia de selecao e diminuir custos em seus programas de melhoramento. Estamos entrando na "Era
Biolégica" do melhoramento vegetal, e o grande desafio sera incorporar essas novas tecnologias
nos programas, cuja alta eficiéncia baseada em décadas de atividades organizadas é dificil de ser
penetrada e modificada. E inquestionavel que a tecnologia dos marcadores moleculares tem evolu-
ido de maneira muito rapida nos ultimos 15 anos, impactando de maneira surpreendente o conhecimento
basico da genética molecular. Esse conhecimento basico gerado tem que ser agora testado, visan-
do acessar sua aplicagao pratica nas diferentes etapas do melhoramento genético convencional.

Os importantes avancos que tém sido obtidos nas técnicas de biologia molecular de plantas,
nos ultimos anos, poderdo beneficiar os melhoristas das diversas culturas vegetais e oferecer no-
vas possibilidades para a obtencédo de cultivares superiores. O desenvolvimento de marcadores
moleculares em café, por exemplo, tem oferecido perspectivas para o melhoramento visando a re-
sisténcia a estresses bibticos (pragas e doencgas) e abibticos, principalmente frio, seca e solos de
baixa fertilidade natural e elevada acidez. A abordagem dos marcadores de DNA também podera
facilitar a obtencédo de cultivares de café com melhores caracteristicas bioquimicas e fisicas do
grao, relativa a qualidade de bebida, e, por fim, aspectos ligados a colheita mecanica. A integragao
da selecao assistida por marcadores aos programas de melhoramento genético do cafeeiro prome-
te incrementar de maneira significativa a eficiéncia desses programas, pelos seguintes aspectos:
(1) possibilitar a selegao em estagios precoces e de um grande numero de progénies; (2) reduzir o
numero de ciclos de retrocruzamentos requeridos para restaurar a qualidade dos cultivares tradici-
onais; e (3) combinar em uma Unica etapa a selecao para diferentes caracteristicas ou a incorporacao
de varios genes de resisténcia.
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