Introducao ao Uso de
Marcadores Moleculares
em Analise Geneética

3° Edicao

Marcio Elias Ferreira. Ph.D.
Dario Grattapaglia, Ph.D.

Birstena da Agncutiura e do dbasiecimento - M
Em i Empiesa Brasilaira de Pesquisa Agropecuana - EMBRAPA
Embrapa-Recursos Gendlicos e Biotecnalogia
Brasilia. DF
1948



Planejamento grafico e coordenacao editorial:

Marcelo Mancuso da Cunha

Tel: (061) 983-6857 E-mail: mmcunha@solarcom.ty
Folos da capa:

- Plantios clonals de Eucalypius na ARACRUZ, Espirifo Santo (Fermando Benglucci)

- Palimerfismos de marcadores AFLP baseados em fluorescéncia detectados alraves
de seguenciador automatico ABI 377 PE-Appiied Biosystems em aspecies de arroz
(Alexandra Mara Casa).

- Ensaio de variedades de Brassica (Marcio Elias Ferrenra)

Exemplares desla publicacan:

Embrapa Produgao de Informacaoc
Servigo de Producao de Informacao
SAIN Pargue Bural, Av. W3 Norte (final)
CEP 70770-901 Brasilia-DF

Tel.. (061) 348-4236 ou (D61} 348-4155
Fax.: (061) 272-4168

Enderego eletronico:
ferreirai@cenargen.embrapa. by
daripi@oenargen.embrapa.br

FERREIRA, M.E., GRATTAPAGLIA, D. Introdugdo ao uso de
marcadores moleculares em analise genética. 3% ed. Brasilia
EMBRAPA-CEMNARGEN, 19988, pp. 220. (EMBRAPA-CENARGEN Do-
cumeanto 29

1. Genetica - Marcadores moleculares | Grattapaglia, D., colab.
I, Titwla, 1l Serie.

CDD 574 87328
EMERAPA 1998




Agradecimentos

Agradecemos ao CENARGEN/EMBRAPA, e em especial a Dr? Maria Jose
Amstalden Sampaio, ao Dr. Marcio de Miranda Santos e ao Dr. Afonso Celso Candeira
Valois, pelo estimulo a este projeto desde a sua concepcao.

Somos gratos a diretoria da Perkin Elmer Industria & Comercio Ltda. pelo apoio
da empresa na realizacdo do curgo & na preparacdo deste livro. Acreditamos e
fazermos votos de uma interagao crescente entre o setor publico e privado em inicia-
tivas desta natureza e em atlvidades de pesguisa no Brasil

Nossos agradecimentos aos alunos do curso “Introducao ao Uso de Marcadores
Maoleculares em Andlise Gendtica" pelo entusiasmo durante as aulas tedricas e prati-
cas, e pelas reveladoras discussoes no ambito da genetica de plantas. Agradecimen-
tos tambem a Marcelo Mancuso da Cunha & Josg Rodrigues Ferreira pelo empenho
e sugestdes na confecgao do livro

Gratidao especial a Ellen Ferreira e a Tania Grattapaglia, pela amizade e compre-
enséo, & por nos concederem tempo em frente ac computador para a realizacao
deste projeto.

Agradecemos ao Dr. Spartaco Astolfi Filho e a Eduardo Nogueira Campinhos pelas
diligentes revisbes e sugestdes para esta segunda edicio do livro.

Marcio Elias Ferreira Dario Grattapaglia



Apresentacao

Este livio nasceu de ideias e discussoes desenvolvidas durante o curso “Introdu-
cao ao Uso de Marcadoras Moleculares em Analise Genetica”. oferscido pelo
CENARGEN/EMBRAPA com apoio do PROMOCAGRO, para atividades de treinamento
de recursos humanos na area de genetica, Este curso tem sido reqularmente ofereci-
do como parte do Programa de Pos-graduagac em Biologia Molecular da Universida-
de de Brasilia - UnB, & exemplifica a intensa colaboracdo entre pesguisadores do
CEMARGEN/EMBRAPA 2 da Universidade de Brasilia.

A idéia de confeccionar um texto sobre o assunto nasceu da constatacio da carén-
cia de informacao sobre marcadores molaculares em portugués. O objetivo primeiro
foi o de apresentar aos alunos iniciantes no estudo de genética os principios basicos
e aplicagdes relevantes de tecricas largamente utilizadas em estudos contemporane-
os de gensgtica. O enfogue & exemplos fornecidos sao decorrentes de pesguisa de-
senvolvida com plantas agricolas e florestais, mas vale ressaltar que os principios
geneticos se aplicam acs mais diversos modelos biolégicos. O leitor deve considerar
este livro, portanto, como um texto introdutorio no assunto, Pretendeu-se discutir,
passo a passo, alguns dos aspecios mais relevantes a serem considerados neste tipo
de analise. Referéncias especificas dos topicos discutidos sdo citadas no decorrer do
texto.

A primeira secdo do livro discute a base genstica de diversas classes de marcadores
moleculares desde isoenzimas ate AFLP Esta parie concentra-se na abordagem dos
principios genéticos gue levam a observagao de polimorfismo molecular, atraves de
técnicas que revelam variabilidade nas seqiéncias de nuclectideos que compdem a
fita de DNA. Tece ainda comparacdes com outros tipos de marcadores genéticos,
discorrendo sobre as vantagens e desvantagens de cada um. A segunda secao do
livro apresenta uma sinocpse do empregoe de marcadores moleculares em diversas
areas de genetica, desde a caractenizacio de germoplasma e analise de diversidade
genética até a utihizacao de marcadores moleculares na construcao de mapas genéti-
cos & emprego no melhoramento de plantas, A terceira secéo do livro concentra-se
na apresentacao de protocolos para a geracéo de dados moleculares através de duas
técnicas largamente utilizadas hoje em analise genetica: RAPD e AFLE Esta parte do
livro apresenta ainda alguns aspectos a serem considerados na maontagem de um
laboratorio para a analise genatica utilizando marcadores RAPD.

Os erros e imprecisoes que por ventura forem encontrados no texto séo de nossa
intaira responsabilidade. Pedimos aos leitares gue astes nos sejam revelados & co-
mentados para gue possamos fazer as corregdes pertinentas.

Dario Grattapaglia Marcio Elias Ferreira

Brasilia, juihc de 1545,
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Introducao

A ideia de que os cromossomos contém as unidades informacionais transferidas
de uma geracdc para a outra foi propesta ainda no século passado, Entretanto, a
ldentificacao & descricéo do DNA como a molecula que contem esta informacao so
ocorreu na primeira metade deste século. Cada cromossomo contém uma longa e
Unica molécula de DNA, além de proteinas que atuam no empacotamento desta molé-
cula. Astecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem determi-
nar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados "marcadores
moleculares",

Por marcador molecular define-se todo e gualquer fenotipo melecular oriundo de
uIm gene expresso, comeo no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de
DNA (correspondente a regibes expressas ou ndo do genoma). Marcadores
iscenzimaticos sAo muitas vezes chamados de marcadores bioguimicos, A sequéncia
de nucleotideos e a funcao de um marcador melecular podem ou nao ser conheci-
das e, em geral, sao desconhecidas. Ao se venficar o seu comportamento de acordo
com as leis basicas de heranca de Mendel, um marcador molecular & adicionalmen-
te definido como marcador genetico.  Isto @ feito, por exemplo, através do estudo do
comportarmento do marcador em uma populacdo segregante. Portanto, & impartante
enfatizar que o simples fato do marcador ser DNA, ou produto da transcricao e tra-
dugéo de uma sequéncia de DNA, nao implica em que se constitua em um marcadar
“genetico”, como frequentemente se supoce.

Diversas técnicas de biologia molecular estac hoje disponiveis para a deteccao de
variabilidade gengtica ac nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a deteccao de
polimerfisme genético, Estas técnicas permitern a obtencéo de um nomero virtual-
mante ilimitade de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo.
Tais marcadores podem ser utilizados para as mais diversas aplicagées, tanto no estu-
do de genética como na pratica de melhoramento de plantas.

0O desenvolvimento tecnologico na area de marcadores moleculares tem sido fas-
cinante & extremamente rapido. A tecnologia de DNA recombinante & o desenvalvi-
mento da amplificagao de segmentos de DNA via PCR ("Polymerase Chain Reaction”,
ou reagao de polimerase em cadeia), abrram o caminho para uma mudanca no
paradigma genetico basico: da inferéncia do genotipo a pariir do fenotipo, onde Mendel
fol pioneiro, para a andlise genética direta da vanagéo na sequéncia de DNA. Esta
mudanca de enfoque fol denominada transicac da “genetica Mendeliana” para a "ge-
netica genomica” (Beckmann, 1988). O estudo de genomas de plantas tem se bene-
ficiado, sobretudo, dos avangos obtidos na area de genetica humana. Tecnologias de
andlise molecular mais accessiveis e eficientes estdo constantemente sendo aprimo-
radas. Metodos estatisticos acompanham este desenvolvimento, & tém permitido a
manipulagao de enormes guantidades de dados



O objetivo da SECAD | & fornecer uma visao geral sobre as principais classes de
marcadores moleculares hoje disponivels, frequentemeante utilizados na analise geng-
tica e no melhoramento de plantas. Inicialmente descreve-se a origem, a base geng-
tica & o5 principios envolvidos na deteccac de cada classe de marcadorss. Faz-se,
em sequida, uma analise comparativa das vantagens e limitacdes de cada uma des-
tas classes com relagac a diferentes aplicacdes no melhoramento de plantas. O
detalhamento destas aplicacoes, ilustradas por exemplos especificas, e feito na SE-
CAO I Por fim, na SECAQ |ll faz-se uma descricdo comentada de protocolos de
extragaoc de DNA, das téecnicas de RAPD & AFLP e de hibridizagao e detecgao
guimioluminescente de DNA. Mo Apéndice apresenta-se uma listagem de eguipa-
mentos e reagenies basicos para o inicio de atividades com marcadores RAPD.



