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sucesso da producio agricola
depende fortemente do uso de
variedades com desempenho
superior e adaptadas aos am-
bientes de cultivo. Na
inexisténcia de materiais gené-
ticos superiores, ndo € possi-
vel obter alta produtividade e
qualidade do produto. Desta forma, o
melhoramento de plantas tem tido papel
fundamental no desenvolvimento da
agricultura, gerando novas variedades
em espécies de interesse agronémico. O
aumento na eficiéncia de selecao, o
melhor conhecimento e caracterizacio
do germoplasma e a maximizacao dos
ganhos genéticos tém sido objetivos de
melhoristas de plantas do mundo inteiro.
Novas formas de alcancar estes objetivos
tém sido constantemente perseguidas pelo
melhoramento de plantas. Por isso o
interesse em tecnologias como as de
marcadores de DNA ou moleculares.
Os melhoristas de plantas tém tradi-
cionalmente selecionado variabilidade
com base no fenétipo (aparéncia de um
individuo). Esta estratégia tem sido de
sucesso para caracteristicas de alta
herdabilidade (fenétipo reflete a consti-
tuicao genética do individuo), mas nem
sempre para caracteristicas de baixa
herdabilidade (fenétipo pode nao refle-
tir o gendtipo). Pelo fato de a maioria das
caracteristicas selecionadas no melhora-
mento de plantas ser de natureza quan-
titativa, estratégias como teste de progé-
nies e selecio em geracdes avancadas
tém sido utilizadas para minimizar as
dificuldades da selecao. Estas, contudo,
nao diminuem ou evitam os efeitos da
interacao gendtipo x ambiente, que po-
dem mascarar o fenétipo. Este é a ex-
pressio do gendtipo (constituicio gené-
tica de um individuo) sob condicoes
ambientais especificas, e assim pode
mudar. Desta forma, selecionar o
fenétipo € como perseguir um alvo mo-
vel, que muda com o ambiente. Uma
forma de evitar este problema seria sele-

cionar individuos superiores com base
no genoétipo, pois este independe do
ambiente e nio muda durante o ciclo de
vida de um individuo. Embora isto pare-
ca dificil, novas tecnologias estao dispo-
niveis que permitem ao melhorista acessar
e selecionar variabilidade a nivel de
DNA. O objetivo deste artigo é o de
apresentar as diferentes tecnologias de
marcadores moleculares e discutir como
estas podem auxiliar o melhoramento de
plantas.

Tecnologias de marcadores
moleculares

Marcadores moleculares sao carac-
teristicas de DNA que diferenciam dois
ou mais individuos e siao herdadas gene-
ticamente. Os distintos tipos de
marcadores moleculares hoje disponi-
veis diferenciam-se pela tecnologia utili-
zada para revelar variabilidade a nivel de
DNA, e assim variam quanto a habilida-
de de detectar diferencas entre individu-
os, custo, facilidade de uso, consisténcia
e repetibilidade. Os principais tipos de
marcadores moleculares podem ser clas-
sificados em dois grupos, conforme a
metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizacao ou amplificacaio de DNA.
Entre os identificados por hibridizacao
estao os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism; Botstein
et al., 1980) e minissatélites ou locos
VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats; Jeffreys et al., 1985). Ja aqueles
revelados por amplificacio incluem os
marcadores do tipo: RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; Williams et
al., 1990); SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions); STS (Sequence
Tagged Sites) (Paran & Michelmore, 1993);
Microssatélite (Litt & Lutty, 1989); ¢ AFLP
(Amplified Fragment Length
Polymorphism; Vos et al., 1995). As prin-
cipais etapas requeridas para obtencio
de resultados variam com o tipo de
marcador molecular utilizado (tabela 1).



Mais detalhes sobre as técnicas aqui
apresentadas podem ser encontrados em
Milach (1998a) e Ferreira & Gratapaglia
(1995). As tecnologias de marcadores
moleculares estio evoluindo rapidamente
e modificacdes ja existem para algumas
das técnicas acima mencionadas. Contu-
do, os tipos de marcadores aqui listados
sdo ainda os mais utilizados em estudos
genéticos e programas de melhoramen-
to.

Atributos como consisténcia e tem-
po para obtencio de resultados, nivel de
polimorfismo obtido, custo e facilidade
de uso sdo importantes para a
implementacio de marcadores
moleculares na rotina de um programa
de melhoramento. A comparacio dos
tipos de marcadores para essas caracte-
risticas encontra-se na tabela 2. Enquan-
to que marcadores de RFLP tém sido
utilizados em estudos de mapeamento
comparativo por causa da consisténcia
dos resultados obtidos, estes tendem a
ser mais caros e mais dificeis de
implementar em programas de melhora-
mento de plantas. Por outro lado,
marcadores identificados por amplifica-
cao, especialmente RAPDs, sio mais fa-
ceis de manipular e de custo menor,
embora sejam de resultados menos con-
sistentes. A conversio de marcadores de
RFLP em STS e RAPD em SCAR tem sido
apontada como uma excelente opg¢io
para a selecio assistida por marcadores
moleculares. Com excecio do tipo de
primer utilizado, SCAR e STS sao muito
semelhantes a técnica de RAPD, com a
vantagem de serem mais consistentes e a
desvantagem de envolverem o desenvol-
vimento de primers, o que eleva o custo.
Uma vez que os primers estejam dispo-
niveis, estas técnicas apresentam custo
compardvel ao RAPD. Este fato, associa-
do a consisténcia de SCAR e STS, inclui
estas entre as técnicas mais promissoras
para implantacao rotineira em progra-
mas de melhoramento de plantas. Outros
marcadores como microssatélites e AFLP
revelam mais polimorfismo e tém sido a
melhor opcdo para espécies onde este é
limitado. Muitos sdo os aspectos envol-
vidos na escolha do tipo de marcador
molecular a ser utilizado, por isso nio
existe aquele que possa ser considerado
superior para todos os atributos. Por esta
razio, as opgodes disponiveis devem ser
analisadas antes de ser decidido o tipo
de marcador a ser empregado.

Aplicacoes de marcadores de DNA
no melhoramento de plantas

As etapas fundamentais de um pro-
grama de melhoramento de plantas sio:
obtencio da variabilidade genética; sele-
¢ao de individuos superiores; e avalia-
¢ao de materiais genéticos promissores

para lancamento comercial. Apesar de
ganhos genéticos significativos terem sido
obtidos na selecao de caracteristicas de
interesse na maioria das espécies de
importancia agrondmica, a expectativa
de progresso genético e obtencio de
individuos ainda melhores permanece.
Por esta razao, os melhoristas de plantas
tém buscado formas de continuar obten-
do ganhos genéticos, tornando cada vez
mais eficiente cada uma das etapas do
programa. A esséncia deste progresso
esti em o quanto o fendtipo de um
individuo expressa o seu gendtipo. Por
isso que o uso de marcadores moleculares
pode auxiliar o melhoramento de plan-

tas, pois possibilita acessar diretamente
o gendtipo de um individuo. Assim,
entre as principais aplicacoes de
marcadores de DNA em programas de
melhoramento de plantas estio: o
monitoramento e organizacio da varia-
bilidade genética; a selecio assistida por
marcadores moleculares; e a protecio
de cultivares (Lee, 1995). Cabe salientar,
contudo, que estas aplicacdes nio de-
vem ser generalizadas a todos os progra-
mas de melhoramento, e nao terao a

mesma importincia em todas as espécies
de plantas. Isso porque o modo de
reproducio, as caracteristicas de interes-
se, o valor da unidade de selecio, o
progresso genético ja obtido e outros
aspectos pertinentes variam grandemente
entre espécies e programas de melhora-
mento. Por isso, identificar as caracteris-
ticas de interesse e estabelecer objetivos
claros para um programa de melhora-
mento sdo passos que precedem a ques-
tdo: como os marcadores de DNA po-
dem auxiliar o programa? Como outras
tecnologias, os marcadores moleculares
terdo grande impacto e utilizacio em
algumas situacdes, mas nio em todas.
Assim, cabe aos melhoristas junto com
os especialistas na drea molecular deci-
direm caso a caso se devem ou nio
utilizar esta tecnologia. Para tomar esta
decisao, contudo, é necessario vislum-
brar o potencial de aplicacio dessas
técnicas, o qual discutiremos a seguir.

Responder a questio "como os
marcadores moleculares podem auxiliar
o melhoramento de plantas?" nio é difi-
cil. O dificil e nem sempre claro é res-
ponder "quando, em que situacdes, uti-
lizar marcadores moleculares?. Vamos
abordar uma questio de cada vez.

Em termos de variabilidade genéti-
ca, marcadores moleculares permitem:
compreender e organizar a variabilidade
genética de um programa de melhora-
mento de forma Unica, isto é, acessando
variabilidade de DNA, que nio ¢ influen-
ciado pelo ambiente como sao, por exem-
plo, os caracteres morfolégicos e
fenotipicos em geral de uma planta. A
primeira consequéncia disto é a possibi-
lidade de planejar os cruzamentos de
um programa de forma a maximizar as
diferencas genéticas entre gendtipos eli-
tes, diferencas essas que muitas vezes
nio podem ser observadas a nivel de
fendtipo. A segunda é a possibilidade de
organizar o germoplasma do programa
em pools génicos, facilitando a escolha
e diminuindo o namero de combinacdes
a serem feitas pelo melhorista.

Em espécies alégamas como milho
e girassol, os marcadores podem ainda
auxiliar no estabelecimento de grupos
heteréticos (Hongtrakul et al., 1997), di-
minuindo substancialmente o ndmero
de cruzamentos-testes a serem avaliados
e posteriores combinacdes hibridas.
Como conseqiiéncia do estudo da vari-
abilidade genética, muitas vezes é possi-
vel identificar o padrio molecular (ou
fingerprinting) de gendtipos de interes-
se, que pode ser posteriormente utiliza-
do para a protecio do germoplasma.
Para maior discussio sobre o uso de
marcadores moleculares na caracteriza-
cao de cultivares ver Milach (1998b).
Marcadores moleculares podem ser em-
pregados também na selecio de caracte-
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Tabela 1: Principais etapas envolvidas na identificagio de variabilidode de DNA com marcadores moleculares

Etapas das fecnologios de marcadores moleculares Hibridizagdo

Extragdo de DNA
Corie do DNA com enzimas de restri¢do
Separagdo por eletroforese dos
fragmentos de DNA cortados
Transferéncia dosfragmentos do
gel para membrana de nitrocelulose
Obtengdio e tratamento de sondas moleculares
Hibridizaggio da sonda na membrana de nitrocelulose
Exposicto da membrana a filme de raio X
Ligagdo de adaptadores aos
fragmentos de DNA cortados
Obtenggio e/ou desenvolvimento de primers
Amplificagiio de fragmentos de DNAem
termociclador com primers
Separagdo por elefroforese dos
fragmentos de DNA amplificados
Visualizagdo de fragmentos de DNA com luz uliravioleta
em gel de agarose
Visualizagao de fragmentos de DNA
com nitrato de prata em gel de policrilamida
Tempo para resultados (dias) 7-

etapa requerida

risticas de interesse. Neste caso, é neces-
sario primeiro identificar marcadores as-
sociados a essas caracteristicas através
do mapeamento molecular (Milach,
1998c). Uma vez que esta informacio
esteja disponivel, é possivel selecionar
os individuos com o marcador de inte-
resse, sem que haja necessidade de ava-
liar o fendtipo dos mesmos. Esta, tam-
bém conhecida como selecao assistida
por marcadores moleculares (SAMM),
pode ter grande impacto nos casos em
que a caracteristica de interesse é de
avaliacao dificil e cara. Também no caso
de espécies perenes, de ciclo longo,
quando houver necessidade de esperar
alguns anos até que a caracteristica
fenotipica se expresse. O sucesso da
SAMM dependera do grau de associacao
entre marcador e caracteristica de inte-
resse: quanto maior, menor a chance de
ocorrer recombinacio entre marcador e
gene que controla a caracteristica, e
maior sera a eficiéncia da selecdo. Sali-
entamos que o marcador, na maijoria das
vezes, estd associado a caracteristica,
nao sendo o gene que controla a mesma.
De acordo com Lee (1995), a expectativa
da maioria dos melhoristas de plantas
questionados em seu estudo em relacio
a SAMM foi do uso desta para reduzir o
tempo necessario na transferéncia de
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genes de interesse, especialmente
transgenes, por retrocruzamento. Neste
caso, os marcadores podem ser utiliza-
dos de duas formas: para selecionar os
individuos com o maijor ndmero de
marcadores semelhantes aqueles do pai
recorrente e que possuam o transgene
de interesse.

Os exemplos de SAMM ainda sao
escassos na literatura, especialmente
porque as informacdes de programas de
melhoramento de empresas privadas, que
sao hoje, possivelmente, os principais
executores de SAAM, nao estio disponi-
veis. Além disso, o limitado uso de SAAM
em programas de melhoramento pode
ser consequiéncia do custo e os procedi-
mentos elaborados da maioria dos
marcadores disponiveis. Mesmo assim,
alguns exemplos publicados, como é o
caso da transferéncia de genes favora-
veis de espécies selvagens para cultivada
para aumento de tamanho de fruto em
tomate (Tanksley et al., 1996; Tanksley &
McCouch, 1997), indicam o grande po-
tencial da SAAM para o melhoramen-
to de plantas. Também utilizando um
marcador associado a caracteristica de
baixa absorcao de cidmio em Triticum
durum (Penner et al., 1995a), o grupo do
Dr. Penner avaliou em 1996/1997 duas
mil linhagens avancadas de trigo duro

SCAR/STS  Microsat.
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no Canada, selecionando as com menor
capacidade de absorcio deste metal
(Penner, comunicacio pessoal). A pos-
sibilidade de converter tipos de
marcadores mais elaborados e caros,
como RFLP, em mais simples, como STS
(Penner et al., 1995b), indica que o uso
destes para selecao indireta tende a cres-
cer nos préoximos anos. Por fim, o co-
nhecimento do padrao molecular de
genotipos podera ser utilizado, além da
protecao legal, para garantir a pureza
genética dos mesmos durante os anos de
avaliacio, bem como apds o lancamento
comercial. Em relacio a pergunta "em
que circunstancias utilizar marcadores
moleculares no programa de melhora-
mento de plantas?”, acreditamos que o
melhorista deva resolver este aspecto
com base na resposta a outras perguntas
que agora formulamos. Em termos de
variabilidade genética: 1) quao dificil é
para o melhorista escolher os gendtipos
genitores e decidir que combinacoes
fazer em ntmero razoavel? Se muito
dificil em fun¢io do grau de parentesco
dos genétipos elites do programa,
marcadores podem auxiliar; ii) a variabi-
lidade genética disponivel entre
genotipos adaptados é suficiente ou ha
necessidade de buscar variabilidade em
outras espécies (selvagens)? Se espécies



Tabela 2: Comparagio entre marcadores moleculares para cinco atributos de importincia para

o melhoramento de plantas.

Tipodemarcador  Consisténcia ~ Tempopararesultados  Custo Facilidade de implementar  Polimorfismo *
RFLP Maior Maior Maior Menor Baixo-médio
VNTR Alto
AFLP Alto

Microssatélite _ Alto
RAPD Menor Menor Menor Maior Médio-alto

*Varia conforme a espécie.

selvagens forem alvo de interesse,
marcadores podem auxiliar a transferén-
cia de alelos favoraveis destas espécies e
na reducio de genes desfavoraveis liga-
dos aos mesmos. Em termos de selecao:
i) ird a SAMM levar a ganhos genéticos
superiores se comparada a selecao feita
com base no fenétipo? A regra geral € a
mesma para a selecao indireta, isto €,

W cador s ® T2 > 1 o

onde:

W goe = herdabilidade do marca-

dor (=100%);

r,, = correlagio entre marcador ¢

caracteristica fenotipica a ser selecio

nada;

W ey = herdabilidade para carac

teristica fenotipica de interesse.

Neste caso, se o produtode b®
¢ r,, for maior que o valor de b* .
entio justifica fazer SAMM;

baseada na equacio:

ii) os fatores tempo, custo e eficién-
cia da selecio favorecem a SAMM, em
vez da selecao com base no fendtipo? iii)
em relacdo ao tempo, qual € a necessida-
de de diminuir consideravelmente o na-
mero de anos para colocar um novo
cultivar no mercado? Se muito grande, a
SAMM pode ser fundamental. Em termos
de avaliacao e lancamento de varieda-
des: ha necessidade de proteciao legal do
germoplasma do programa? Se a respos-
ta for sim, marcadores podem auxiliar.
Muitas outras perguntas pertinentes po-
deriam ainda ser formuladas, cujas res-
postas dependerao da realidade do pro-
grama de melhoramento, da espécie, e
dos recursos financeiros, fisicos e huma-
nos em questio. A mensagem principal
que gostariamos de deixar apés a discus-
sdo aqui apresentada é que: marcadores
moleculares representam, sem duavida,
uma ferramenta poderosa que ji esta
tendo e ainda tera grande impacto no
melhoramento de plantas. A decisao do
uso desta ferramenta nos diversos pro-
gramas de melhoramento depende, con-
tudo, da avaliacido cautelosa da situacio
dos mesmos e das circunstancias em que
se pretende aplici-los. Glossirio

Alégamas: espécies com reprodu-
cao por fecundacao cruzada.
Eletroforese: metodologia utilizada para
separa¢io de moléculas com tamanho e

carga distintas. Fendtipo: aparéncia de
um individuo. Genétipo: constituicao
genética caracteristica de um individuo.
Germoplasma: conjunto de gendtipos de
uma espécie. Herdabilidade: porcao da
variacio fenotipica devido a constitui-
¢ao genética. Hibridizacao: pareamento
de fitas complementares de DNA. Pools
génicos: grupos de gendtipos com ca-
racteristicas comuns dentro de uma es-
pécie. Primer: seqiiéncia de DNA com
dez ou mais pares de bases, utilizada

Glossario

Alégamas: espécies com reproducio
por fecundacac cruzada. :

Eletroforese: metodologia utilizada para
separacao de moléculas com tamanho e
carga distintas.

Fenotipo: aparéncia de um indivicuo.

Genolipo: constuicao genetica carac-
teristica de um individuo.

Germoplasma: conjunto de gendtipos
de uma espécie.

Herdabilidade: porcdo da variacao fe-
notipica devido 2 constituicdo genética.

Hibridizacao: pareamento de fitas com-
plementares de DNA_

Pools génicos: grupos de gendtipos
com caracteristicas comuns dentro de
uma espécie.

Primer: seqiiéncia de DNA com dez
ou mais pares de bases, utilizada para
iniciar a amplificacao de DNA

Sonda molecular: fragmento de DNA
de mais ou menos 1.000 pares de bases de
extensio, utilizado na hibridizacao.

Termociclador: aparelho utilizado para
amplificacio de DNA.

Teste de progénie: avaliacio de um
individuo com base no comportamento
de sua progénie.

Transgenes: genes transferidos para
um genotipo através da transformagao
geneética.

para iniciar a amplificacio de DNA Son-
da molecular: fragmento de DNA de mais
ou menos 1.000 pares de bases de exten-
sao, utilizado na hibridizacio.
Termociclador: aparelho utilizado para
amplificacio de DNA. Teste de progénie:
avaliacao de um individuo com base no

comportamento de sua progénie.
Transgenes: genes transferidos para um
gendtipo através da transformacao gené-
tica.
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