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Prefacio

O Curso de Inverno de Genética é realizado pelos alunos de
Pos-Graduacdo e docentes da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal, FCAV/UNESP, desde 1994. A iniciati-
va da elaboracdo do livro “Tdpicos Especiais em Genética” surgiu
no ano de 2014, por ocasido da 10? edicdo do Curso de Inverno
de Genética.

Devido a aceitacdo pelos leitores, dos volumes I e II deste liv-
ro, decidimos continuar difundindo as informacgdes cientificas
nas areas apresentadas nos minicursos praticos pelos profes-
sores e pds-graduandos da Instituicdo. Em Tépicos Especiais em
Genética Vol. III, os estudantes e profissionais com interesse em
temas gerais sobre genética encontrardo assuntos como a moléc-
ula de RNA; biorremedia¢do; melhoramento genético florestal,
melhoramento classico de alégamas e autégamas, gendmica an-
imal; genémica funcional; epidemiologia molecular de micror-
ganismos; marcadores moleculares; PCR Quantitativa em Tempo
Real e LAMP - LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION
(Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop).

Agradecemos aos docentes e discentes dos Programas de
Pds-Graduacdo (Genética e Melhoramento de Plantas, Microbi-
ologia Agropecudria, Genética e Melhoramento Animal, Zootec-
nia, Producdo Vegetal, Entomologia e Medicina Veterindria) en-
volvidos na realizacdo de todas as edi¢des do Curso, a direcdo
da FCAV/UNESP, a FUNEP, pelo apoio ao evento, e, em especial,
a Comissao Organizadora da 122 edicdo do Curso de Inverno de
Genética pelo empenho e comprometimento no desenvolvimen-
to desta obra.

Carla Resende Bastos

Janete Apparecida Desidério
Manoel Victor Franco Lemos
Maria Laura Viola Augusto
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Capitulo | 01

A Molécula de RNA: Manipulacao,
Extracao e suas Aplicacoes

Flavia Maria de Souza Carvalho
Juliana da Silva Vantini
Michelle Mendong¢a Pena
Tamiris Kempner

Maria Inés Tiraboschi Ferro

1. Introducao

A partir da elucidacdo da estrutura em dupla hélice da molécula
de DNA e sua fun¢do no armazenamento da informacédo genética,
foi necessario descobrir como essa informacgéo era transportada até
os ribossomos (no citoplasma) para a sintese proteica. Foi em 1961
que este processo foi descrito, nomeando como RNA mensageiro a
molécula carregadora da informagdo genética (BRENNER; JACOB;
MESELSON, 1961).

O RNA ¢ formado por uma longa cadeia nfo ramificada conten-
do quatro diferentes tipos de nucleotideos unidos entre si por uma
ligacdo fosfodiéster. A quantidade das bases puricas (adenina e gua-
nina) e pirimidicas (citosina e uracila) ndo é complementar como
ocorre no DNA, ja que a molécula € de fita Unica. A instabilidade da
molécula de RNA é devido a presenca do grupamento hidroxil no
carbono 2 da pentose. Por isso, é facilmente clivada em mononu-
cleotideos quando em contato com solucdes alcalinas ou em condi-
¢Oes de temperaturas acima de 65°C, além de ser degradada pelas
ribonucleases ou RNAses (NELSON; COX, 2014).

Existem quatro classes principais de moléculas de RNA: RNA
mensageiro (mRNA), RNA ribossomico (rRNA), RNA transportador
(tRNA) e microRNA (miRNA). Cada uma dessas moléculas desempe-
nha uma fungdo especifica: 0 mRNA é responsavel por transmitir
a informacdo genética do nucleo até o citoplasma, direcionando a



sintese proteica; os rRNAs sdo transportados para o citoplasma apds
se acumularem no nucléolo e associam-se com proteinas ribossomi-
cas para formar o ribossomo; os tRNAs sdo moléculas adaptadoras
da sintese proteica que se ligam covalentemente a um aminodcido
em uma extremidade, pareando com um mRNA de forma a unir os
aminodacidos a um polipeptideo crescente na sequéncia correta; 0s
miRNAs, por sua vez, sdo RNAs néo codificantes com cerca de 22
nucleotideos, complementares a determinadas regides de mRNAs
que estdo envolvidos na regulacdo génica pela clivagem do mRNA
ou suprimindo sua traducdo (NELSON; COX, 2014).

Na maioria dos organismos, os RNAs presentes nas células sdo
sintetizados ou transcritos a partir de uma fita molde de DNA, e o
produto serda um RNA de fita simples. Diferentemente do processo
de replicacdo, a transcricdo ndo € feita ao longo de toda a molécula
de DNA, mas, sim, em genes individuais ou grupos de genes sele-
cionados. Para iniciar a transcri¢do, a enzima RNA polimerase tem
de se ligar ao sitio promotor da molécula de DNA a ser transcrita
(NELSON; COX, 2014).

A molécula de RNA transcrita em procariotos a partir de um
gene constitui-se no RNA propriamente dito, sendo utilizada, pos-
teriormente, na sintese de proteinas e, em seguida, degradadas. En-
tretanto, em eucariotos, a situacdo é bem mais complexa, ja que o
RNA sofre uma série de modificaces antes de ser utilizado como
mediador na sintese de proteinas (NELSON; COX, 2014).

Estudos realizados com a utilizacdo da molécula de RNA tém-
-se tornado cada vez mais frequentes e promissores no meio
cientifico. Diversas sdo suas aplicacfes: na area agricola, pode
ser aplicada na identificacdo de genes candidatos para susceti-
bilidade e resisténcia a doenca, predicdo da funcdo de genes e
regides regulatorias (MOCHIDA; SHINOZAKI, 2010) entre outras;
na area médica, em tratamento de cancer, identificacdo de doen-
¢as, manipulacdo de farmacos, etc. Recentemente, tanto na me-
dicina como na agronomia, o uso de RNA de interferéncia - RNAi
(moléculas de RNA complementares a mRNAs, podendo levar ao
silenciamento génico) tem sido uma das mais novas e grandes
promessas da biologia molecular, provocando uma verdadeira
revolucdo na forma como é estudado o funcionamento dos genes
nas células e, consequentemente, levando a novas perspectivas
de intervencdo direta na acdo génica in vivo (MENCK, 2010).



2. Manipulacdo do RNA

Uma das maiores preocupacdes na extracdo de RNA é a acdo
das ribonucleases ou RNAses, que sdo responsaveis pela degrada-
cdo do RNA. Tais enzimas estdo presentes em bactérias, fungos,
protozodrios, plantas superiores e vertebrados (ZIMMER et al.,
2009). Ao contrario do RNA, as RNAses sdo altamente estaveis,
permanecendo ativas mesmo apds fervuras prolongadas ou au-
toclavagem; além disso, ndo necessitam de ions metdlicos como
cofatores como as DNAses (SCHAEFER, 2006). Diante disso, para
evitar a degradacao do RNA pelas RNAses, sdo necessarios alguns
cuidados durante a manipulagdo das amostras.

O laboratdrio deve ser de uso exclusivo para a manipulacdo
do RNA e deve estar sempre limpo e climatizado (16-20°C). Os
materiais utilizados na coleta e na extracdo do RNA devem ser
tratados previamente, para ficarem livres de RNAses. As banca-
das, pipetadores, entre outros materiais utilizados, devem ser de
uso exclusivo para RNA e limpo com solucdo de NaOH ou RNA-
seZap (Ambion), antes do inicio da extracdo. As ponteiras devem
ser livres de RNAses, e de preferéncia, com filtro. As vidrarias
devem ser lavadas com detergente especial (Alconox 1%), enxa-
guadas vdrias vezes em agua destilada e queimadas em estufa
a 180 °C, por 8 horas, enquanto os plasticos devem ser tratados
com NaOH 0,5M por, no minimo, 10 minutos ou com H,0, (10%)
por, no minimo, 30 minutos, enxaguando no final com agua tra-
tada com DEPC (dietilpirocarbonato). E recomendado o uso de
luvas, de mascaras, bem como evitar falar durante o processo de
extracdo (POCAS-FONSECA, 2003; SCHAEFER, 2006).

3. Coleta de material e extracdo de RNA

Sdo necessdarios alguns cuidados na coleta e no processamento
do material para a extracdo do RNA. Antecedendo a coleta, todos
os materiais e utensilios a serem utilizados devem estar previa-
mente tratados contra RNases, considerando todos os cuidados
citados acima.

Apds a coleta, a amostra deve ser imediatamente congelada
em nitrogénio liquido antes de ser congelada a -70°C ou inferior, e



mantida nessa temperatura, independentemente do tempo de du-
racdo do armazenamento. A amostra também pode ser mantida
em solucdo estabilizadora de RNA, como, por exemplo, o RNAla-
ter (ThermoFisher) e 0 RNA holder (BioAgency Biotecnologia). As
amostras também podem ser processadas para extragdo de RNA
logo apods a coleta (maximo uma hora apds a coleta) desde que
mantidas refrigeradas (MELO et al., 2010).

A extracdo do RNA pode ser realizada, utilizando protocolos
seguindo orientagdes de seus fabricantes, como o método do Tri-
zol® (Invitrogen) e do Brazol® (LGC Biotecnologia). Além disso, a
extracdo pode ser realizada por meio de kits comerciais, como, por
exemplo, PureLink® RNA Mini Kit (Ambion), SV Wizard Isolation
RNA System (Promega®), Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit (Invi-
tek®), entre outros kits disponiveis comercialmente.

Os métodos de extracdo de RNA sdo baseados na lise celular (li-
beracdo dos 4cidos nucleicos totais) e na prote¢do dos RNAs (ini-
bidores de RNases). Desse modo, a primeira etapa, na maioria dos
métodos de extracdo de RNA apds a pulverizacdo dos tecidos em
baixa temperatura, é a imediata exposicdo deste material a tam-
poes de extracdo, que irdo promover a lise celular. Esses tampdes
apresentam substancias como o cloreto de litio, que auxilia na
precipitacdo do RNA, e o isotiocianato de guanidina, que permite
amanutencdo do RNA intacto nas etapas seguintes por meio da de-
gradacdo das ribonucleases endégenas (BITENCOURT et al., 2011).

Ap6s a lise, faz-se a separacdo dos componentes celulares atra-
vés de centrifugacdo. Nesta fase, agentes como trizol, fenol, cloro-
formio e alcool isoamilico, causam a precipitacado dos residuos de
proteinas pré-quebradas no primeiro passo, além de outros resi-
duos celulares, deixando o RNA livre no sobrenadante. Nesta fase,
é importante tomar cuidado com o pH da solucéo de purificacdo,
que deve estar entre 4,0 - 5,0. O sobrenadante contendo o RNA ¢é
entdo separado dos contaminantes. Em seguida, o RNA deve ser
precipitado com isopropanol ou etanol. O RNA néo é soluvel em
alcool, portanto ele precipita na presenca de alta concentragdo
deste. Quando submetido a centrifugacdo, o acido nucleico forma
um pequeno sedimento no tubo (pellet), permitindo separa-lo do
alcool utilizado. O pellet é entdo lavado com etanol (70-80%) para
remocao de sais e restos de reagentes. O RNA purificado é entdo
ressuspendido em agua tratada com DEPC (Diethyl Pyrocarbonate),



agua ultrapura ou algum outro tampao eluente.

Quando a extracdo é realizada por Kkits, apés a separacdo em fa-
ses com fenol, o sobrenadante é colocado em uma coluna, composta
por silica e com carga positiva. Como os dcidos nucleicos possuem
carga negativa, eles ligam-se a superficie da coluna, enquanto pro-
teinas, reagentes, lipidios e outros contaminantes passam através
de seus poros. A coluna, entdo, passa por um tratamento com DNA-
se e lavagens com etanol (70-80%), eliminando o DNA, enquanto o
RNA se mantém preso a coluna. Por fim, adiciona-se uma solucao
aquosa que desfaz a afinidade da silica pelo RNA, eluindo-o.

4. Verificacao da Concentracao e Integridade de RNA

4.1 Espectrofotometria e Fluorometria

Apoés a extracdo de RNA total, a concentragdo e a pureza das
amostras devem ser analisadas. E possivel fazer essas andlises atra-
vés de equipamentos do tipo espectrofotdmetros e/ou fluorometros.

A determinacdo da concentracdo e da contaminacdo do RNA
pode ser realizada através da leitura da absorbancia em equi-
pamento do tipo espectrofotébmetro, verificando os valores nos
comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm. De modo
que, no comprimento de 260 nm, 1é-se: acidos nucleicos; 280 nm
1é-se; proteinas, e em 230 nm o equipamento 1é: contaminacdes
por sais, polissacarideos e compostos organicos (por exemplo, fe-
nol e tiocianato de guanidina). Os valores de referéncia para as
razdes 260/280 é de 1,8 a 2,0, e para 260/230 é > 2 (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATS, 1989).

Outo maneira de quantificar a amostra de RNA é através do equi-
pamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies) e o kit especi-
fico para quantificar RNAs (Qubit RNA Assay Kit). Este kit possui co-
rantes fluorescentes que se ligam especificamente na molécula de
RNA, e 0 equipamento, por sua vez, é capaz de detectar a emissdo de
fluorescéncia. Este equipamento, além de altamente preciso, permi-
te identificar eventuais contaminacdes com DNA gendmico e pro-
teinas quando utilizado com os respectivos kits de quantificacoes
(Qubit dsDNA Assay Kit ou Qubit Protein Assay Kit). Desta forma, a
quantificacdo por fluorometria possui a vantagem, em relacdo ao



espectrofotdometro, de poder quantificar os acidos nucleicos (DNA
e RNA) separadamente. Por outro lado, o método por fluoréforos
ndo consegue estimar contaminagdes por compostos organicos na
amostra, o que é possivel através da espectrofotometria.

4.2 Bioanalyzer

Para algumas técnicas moleculares, é de grande importancia
a utilizacdo de RNAs integros. Nesses casos, a integridade do RNA
(total ou mensageiro) pode ser analisada por eletroforese micro-
fluidica através do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Este equipamento também ¢é capaz de analisar
DNAs e proteinas. A integridade do RNA pode ser visualizada atra-
vés de um eletroferograma gerado pelo equipamento. A avaliacdo
tem como base a razdo entre as subunidades ribossomais 28S e
18S para amostras provenientes de eucariotos e 23S e 16S para
procariotos (geram-se 2 picos bem definidos), que devem ser de
2:1 em caso de RNAs com alta integridade. Quando ocorre degra-
dacdo dessas subunidades de RNA, os respectivos picos diminuem
e aparecem outros picos correspondentes aos fragmentos de RNA.
Em funcdo desta razdo 2:1 (28S:18S, ou 23s:16S) e dos picos refe-
rentes a degradacdo da amostra, em comparac¢do a um marcador
molecular, o equipamento determina o numero de integridade do
RNA, ou RIN (RNA integrity number), que varia de 1 a 10, sendo
10 o maior valor de integridade. Abaixo, ilustracdo de amostras
de RNA apresentando integridade e degradacdo (Figuras 1A e 1B).
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Figura 1. A) Resumo de uma corrida de eletroforese microfluidica no equipamento
Agilent 2100 Bioanalyzer. Ladder corresponde ao marcador molecular. Colunas de 1
ao 6 correspondem a amostras de RNA integras, e colunas de 7 ao 12 correspondem a
amostras de RNA degradadas. B) Exemplos de eletroferogramas gerados pelo Agilent
2100 Bioanalyzer.



5. Aplicacdes da Molécula de RNA

5.1 Northern blot

O Northern blot é uma técnica simples, de baixo custo e muito
eficiente para estudar e quantificar a expressdo génica de um
determinado organismo, tanto em situa¢des normais como em
anormais de doenca ou de estresses bidticos e abidticos. Essa téc-
nica possui este nome devido a similaridade de seu procedimen-
to com o Southern blot, o qual foi descrita pelo bidlogo britanico
Edwin Southern, sendo que a diferenca-chave entre elas é o tipo
de 4cido nucleico estudado. No Southern blot, utiliza-se o DNA, e
no Northern blot, o RNA total.

A técnica baseia-se na separacao das moléculas de RNA por peso
molecular através de uma electroforese (com adi¢do de formaldei-
do no gel de agarose, que funciona como desnaturante para a mo-
lécula de RNA). O RNA do gel sera transferido para uma membrana
de ndilon (Hybond H+) para que o mesmo fique fixo permanente-
mente, e a deteccdo da molécula de RNA mensageiro de interesse
é realizada pela hibridagdo por complementariedade total ou par-
cial de uma sonda especifica (DNA ou RNA). A sonda geralmente é
marcada com atomos radioativos; neste caso, utiliza-se uma autor-
radiografia em filme de raios-x, a mesma é mantida em freezer a
-80°C por aproximadamente uma semana. No caso de ndo ocorrer
hibridacdo por ndo existir a sequéncia de RNA mensageiro de inte-
resse na amostra em estudo, apenas o marcador molecular emitira
o sinal. Para maiores detalhes, Vantini et al. (2008) e Sambrook et
al. (1989).

5.2 PCR Quantitativo em Tempo Real (qQRT-PCR - Real Time
Quantitative PCR)

Para a realizacdo da técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR), os RNAs totais extraidos do organismo (e/ou te-
cido e/ou célula) de interesse devem ser transcritos para DNA
complementar, através da sintese da primeira fita de cDNA. Cabe
aqui dizer que algumas outras técnicas moleculares que avaliam
a expressao génica também utilizam cDNA como template, como,
por exemplo, as técnicas de cDNA-AFLP, macroarranjo, microar-
ranjo, biblioteca subtrativa, SAGE, RNASeq, etc.



5.2.1 Sintese da Primeira Fita de cDNA

A sintese da primeira fita do DNA complementar (cDNA) é de-
pendente da enzima transcriptase reversa (uma DNA polimerase
dependente de RNA). Este processo de polimerizacdo de molécu-
las de DNA a partir de moléculas de RNA foi verificado primeira-
mente em virus (in vivo). O isolamento desta enzima possibilitou
a sintese in vitro de DNA (complementar) usando-se 0 RNA como
molde.

Ha vdérios kits comerciais que proporcionam a sintese da
primeira fita de cDNA. Os kits possuem todos os componentes
necessarios para que a sintese ocorra corretamente, tais como:
a enzima transcriptase reversa, dNTPs, tampao, inibidor de ri-
bonuclease, primers (oligo d(T) e random hexamers) e o corante
fluorescente que se liga ao DNA. Normalmente, a transcriptase
reversa atua em temperaturas que variam de 42°C a 60°C, e é
capaz de sintetizar cDNA a partir de RNA total ou RNA mensagei-
ro [neste caso, capturam-se os RNAm que possuem cauda poli A,
através de oligos d(T)]. O cDNA fita simples deve ser estocado a
-20°C até o momento de uso na reacdo da qRT-PCR.

5.2.2 qRT-PCR

A técnica de PCR Quantitativo em Tempo Real derivou da tra-
dicional técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacgdo
em Cadeia da Polimerase). Entretanto, na qRT-PCR, os produtos
amplificados (amplicons) da sequéncia de interesse podem ser
monitorados em tempo real. A quantificacdo dos produtos é de-
terminada durante cada ciclo (cycle threshold = CT) na fase expo-
nencial da reacdo, através da fluorescéncia emitida, sendo que
este sinal de fluorescéncia est4 diretamente relacionado com a
quantidade de amplicons gerados (WONG; MEDRANO, 2005). A
emissdo da fluorescéncia da-se através do fluoréforo intercalan-
te da dupla fita de DNA ou de uma sonda que possui em uma
extremidade um fluoréforo e, na outra extremidade, outra molé-
cula que aceita a energia do fluoréforo. Esta metodologia utiliza
um equipamento com sistema de monitoramento da emissao da
fluorescéncia.

A gRT-PCR pode quantificar de duas formas diferentes: quan-



tificacdo absoluta e quantificacdo relativa. No ensaio de quantifi-
cacdo absoluta, é possivel obter-se o numero de cépias do trans-
crito de interesse através da comparacdo de uma curva-padrado
que é construida a partir de quantidades conhecidas (numero
de copias) e diluidas em série. Este ensaio permite saber o nu-
mero de copias do RNA de interesse em uma determinada amos-
tra bioldgica, enquanto na quantificacéo relativa, a expressao de
um gene de interesse em uma determinada amostra (chamada
de experimental) é verificada comparando-se com a expressao
do mesmo gene, numa outra amostra (chamada de controle ou
calibradora). Como resultado, é possivel verificar o aumento ou a
diminuicdo da expressdo de genes da situacao experimental em
relacdo ao controle. E por fim, faz-se necessario comparar esses
valores obtidos com os resultados de expressao de genes de re-
feréncia nas mesmas amostras. Os genes de referéncia, também
conhecidos como enddgenos ou genes constitutivos, sdo aqueles
genes que ndo devem variar ou variar muito pouco sua expres-
sdo, independentemente da situacdo em que se encontra (se con-
trole ou experimental). Esta comparacdo entre a expressao de
genes de referéncia com os genes de interesse € um procedimen-
to importante, pois controla as possiveis varidveis experimentais
(LIFE TECHNOLOGIES, 2012).

Para que um ensaio de qRT-PCR seja bem-sucedido, primeira-
mente 0 experimento precisa ser muito bem planejado e delinea-
do. Em seguida, é preciso realizar as vdrias etapas (purificagdo
dos acidos nucleicos, transcricdo reversa, desenho de primers,
titulacdo dos primers, controle da reacdo, normalizacdo, curva-
-padrédo e eficiéncia da amplificagdo, sensibilidade da técnica e
reprodutibilidade) que fazem parte de um ensaio de qRT-PCR,
pois conduzem a otimizacdo e precisdo da técnica, bem como a
normalizacdo dos dados. Para maiores detalhes dessas etapas,
utilize o “Real Time Handbook” (Life Technologies).

5.3 Sequenciamento de Nova Geracao
As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, implan-

tadas desde 2005, estdo permitindo o sequenciamento de DNA e/
ou cDNA (RNA) em plataformas capazes de gerar informacéo so-
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bre milhdes de pares de bases em uma tnica corrida. Sdo plata-
formas que geram um poder de informacdo muitas vezes maior
que o sequenciamento de Sanger, com diminuicdo nos custos e
no tempo de trabalho laboratorial devido ao uso da clonagem
in vitro e de sistemas de suporte s6lido para as unidades de se-
quenciamento. Além do mais, estas técnicas ndo estdo limitadas
a deteccdo de transcritos que correspondam a sequéncias geno-
micas existentes. Dentre estas vantagens, 0 RNA-seq requer me-
nos amostra de RNA por ndo necessitar de passos de clonagem
(WANG et al., 2008).

A superficie de clonagem (flow cells) é dividida em oito linhas
que podem ser utilizadas para o sequenciamento. Em cada linha,
adaptadores sdo fixados a superficie pela extremidade 5°, dei-
xando a extremidade 3’ livre para servir na iniciacdo da reacao
de sequenciamento dos fragmentos imobilizados no suporte por
hibridizagdo. Os fragmentos de cDNA da amostra também sdo
ligados aos adaptadores em ambas as extremidades, o que per-
mite sua fixagdo ao suporte de sequenciamento por hibridizagdo
a um dos adaptadores fixados. No primeiro ciclo de amplifica-
¢ao, nucleotideos ndo marcados sdo fornecidos para que haja a
sintese da segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A
alta densidade de adaptadores no suporte facilita a hibridizacdo
do adaptador livre dos fragmentos imobilizados a sua sequéncia
complementar fixa perto do clone inicial, durante o ciclo de ane-
lamento. Ap6s o ciclo de anelamento, o fragmento forma uma es-
trutura em “ponte” na superficie de sequenciamento, e a exten-
sdo ocorre, formando a fita complementar, também em “ponte”.

No ciclo de desnaturacao, as fitas sdo separadas e lineariza-
das. Esses ciclos sdo repetidos 35 vezes e, assim, as cerca de mil
copias geradas de cada fragmento nessa PCR de fase solida per-
manecem proximas umas das outras, formando um cluster de
sequenciamento. Etapas de desnaturacdo sdo necessdrias para
a separacao dos duplex formados e, nos préximos ciclos de am-
plificacdo, nucleotideos terminadores marcados sdo fornecidos
para as reacdes de sequenciamento que ocorrem dentro de cada
cluster (BELESINI, 2015). A alta densidade dos clusters de sequen-
ciamento possibilita que o sinal de fluorescéncia gerado com a
incorporacdo de cada um dos nucleotideos terminadores tenha
uma intensidade suficiente para garantir sua deteccdo exata. Até



50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, corres-
pondendo a uma representacdo satisfatéria da biblioteca. Apds
a incorporacdo de cada nucleotideo no fragmento em sintese, a
leitura do sinal de fluorescéncia é realizada. Em seguida, ocor-
re uma etapa de lavagem para a remocdo dos reagentes exce-
dentes e a remocado do terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do
nucleotideo incorporado no ciclo anterior para que a reagdo de
sequenciamento prossiga. A leitura das bases é feita pela andlise
sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de sequencia-
mento (BELESINI, 2015; SHENDURE; JI, 2008).
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1. Introducao

Os metais pesados sdo um grupo composto de elementos me-
talicos com propriedades que incluem os que sdo essenciais para
a saude humana, como o ferro (Fe), o cobalto (Co), o cobre (Cw),
0 manganés (Mn), o molibdénio (Mo) e o zinco (Zn); os que sdo
elementos-traco e outros que ndo sao essenciais e potencialmen-
te toxicos, especialmente se eles se acumulam, tais como Mercu-
rio (Hg), Arsénio (As), Chumbo (Pb), Pluténio (Pu), Vanadio (V),
Tungsténio (W) e Cadmio (Cd) (JOHRI et al., 2010).

O Cd é um metal com uma pequena demanda bioldgica e pou-
co degradavel por processos abidticos e bioticos. Esse pode ser
encontrado na natureza associado a sulfitos de minérios de Zn,
Cu e Ph. Ele é utilizado principalmente como anticorrosivo em
aco galvanizado; ja o sulfeto de cadmio e o selenito. como pig-
mentos em pldsticos, e os compostos de cddmio, na manufatura
de pilhas e baterias recarregaveis de niquel-cAdmio, em compo-
nentes eletréonicos e reatores nucleares (CETESB, 2012).

A contaminacdo por Cd pode resultar de fontes naturais, como a
atividade vulcanica, a erosdo de rochas sedimentares e fosfaticas e
os incéndios florestais, bem como das atividades antropogénicas,
tais como mineracdo, industria e agricultura. Tipicamente, o Cd do
solo é facilmente incorporado em plantas comestiveis e posterior-
mente entra na cadeia alimentar, provocando efeitos adversos na
saude de seres humanos através do consumo dessas plantas. Esse
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metal em solo agricola é um problema ambiental grave e merece
atencdo imediata (PRAPAGDEE et al., 2013), pois afeta fortemen-
te as plantas em diferentes processos, tais como: o crescimento,
a fotossintese, a absorcao e a distribuicdo de nutrientes, podendo
levar a planta a morte celular (GALLEGO et al., 2012).

Ao manter contato com plantas, humanos e animais, o Cd causa
bioacumulacéo, que se caracteriza pelo acimulo de metais pesa-
dos em niveis milhares de vezes maiores que os presentes no am-
biente, podendo acumular-se no corpo por um periodo superior
a 10 anos. Assim, quando as concentracdes deste metal atingem
niveis acima de dez vezes do detectado naturalmente, efeitos de-
letérios sobre o DNA e estruturas celulares podem ser evidencia-
dos, com danos irreversiveis (PIZZAIA, 2013). Outro meio de o Cd
entrar na cadeia alimentar é através da agua potavel que pode ser
contaminada devido a presenca do metal, como impureza no zin-
co de tubulacdes galvanizadas, soldas e acessorios metalicos; pela
adsorcdo a argila ou material orgdnico ou mesmo pela bioacumu-
lacdo em plantas aquaéticas, invertebrados, peixes e mamiferos.

Diante dos fatores estressores que o Cd causa as plantas, essas
desenvolveram mecanismos de tolerdncia e adaptacdo, os quais
envolvem processos e reagdes de natureza nutricional, fisiold-
gica e bioquimica que possibilitam seu uso na recuperacao de
areas com excesso de metais pesados (SOUZA et al., 2011).

“A fitorremediacdo refere-se basicamente ao uso de plantas e
microrganismos associados ao solo, para reduzir as concentragdes
ou efeitos toxicos de contaminantes nos ambientes” (GREIPSSON,
2011). Essa é uma tecnologia relativamente recente, com pesqui-
sas realizadas de 1990 em diante. O conceito de fitorremediagdo
(como fitoextracdo) foi sugerido por Chaney (1983) (ALI et al.,
2013).

2. Uso da fitorremediacao na limpeza de solos contami-
nados por cadmio

Os danos causados por metais sobre o ecossistema agricola
podem, possivelmente, ser resolvidos através da utilizacdo de
plantas tolerantes que “limpam” as areas contaminadas com
metais (SINGH; PRASAD, 2011; AZEVEDO et al., 2012), radionucli-



deos, bem como os poluentes organicos (tais como hidrocarbone-
tos aromaticos polinucleares, bifenilos policlorados e pesticidas)
(ALI et al., 2013). Porém, para que o uso da fitorremediacao seja
eficiente, é necessdrio investigar e entender como as plantas fun-
cionam, bem como quais rotas metabdlicas e genes estdo envolvi-
dos em tal processo (VERBRUGGEN et al., 2009). Os mecanismos
de desintoxicacdo, acumulacdo e tolerdncia a Cd, tornaram-se a
base para o uso de plantas na remediacao de solos contaminados
por este metal (MENDOZA-COZALT et al., 2011).

As plantas manuseiam os contaminantes sem afetar o solo, con-
servando assim sua utilidade e fertilidade (MENCH et al., 2009).
Até agora, diferentes abordagens fisicas, quimicas e bioldgicas fo-
ram empregadas para este propdsito. Os métodos convencionais
de remediacdo incluem a vitrificacdo in situ, a incineracao do solo,
a escavagao e o aterro sanitario, a lavagem do solo, o nivelamento
do solo, a solidificacdo e a estabilizacdo de sistemas eletrocinéticos
(SHEORAN et al., 2011; WUANA; OKIEIMEN, 2011). Esses métodos
sofrem limita¢des como: alto custo, mdo de obra intensiva, mu-
dancas irreversiveis em propriedades do solo e perturbacdo da
microflora nativa do solo, bem como podem criar problemas de
poluicdo secundaria (ALKORTA et al., 2004; ALI et al., 2013).

Tabela 1: Diferentes técnicas de fitorremediacédo (ALl et al., 2013)

Técnica Descrigao

Acumulo de poluentes na biomassa disponivel, por

Fitoextragéo exemplo, nos brotos

Sequestro de poluentes de aguas contaminadas por

Fitofiltragao plantas

Limitacdo da a mobilidade e da biodisponibilidade de

Fitoestabilizagao .,
poluentes no solo por raizes de plantas

Conversao de poluentes para a forma volatil e sua

Fitovolatilizagcao L ~
posterior liberagédo para a atmosfera

Degradacgéo de xenobidticos organicos por enzimas

Fitodegradagdo contidas nos tecidos das plantas

Degradacgao de xenobidticos organicos na rizosfera

Rizodegradacao . ) : .
por microrganismos rizosféricos

Remocao do excesso de sal de solos salinos por

Fitodessalinizagao halofiticos
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3. Bactérias como facilitadoras da fitoextracdo de metais

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém-se esforcado para uti-
lizar plantas para facilitar a remocdo de contaminantes organi-
cos e inorganicos do meio ambiente, especialmente a partir do
solo. Essas abordagens de fitorremediacdo ja percorreram longo
caminho em curto espago de tempo. No entanto, a maior parte
deste trabalho foi realizada em condic¢des laboratoriais contro-
ladas e ndo no campo. Como um complemento as varias estraté-
gias de fitorremediacdo e como parte de um esforco para tornar
esta tecnologia mais eficaz, um numero de cientistas comecou
a explorar a possibilidade de utilizar varias bactérias do solo,
juntamente com as plantas. Estas bactérias incluem bactérias
biodegradativas, bactérias promotoras do crescimento de plan-
tas e bactérias que facilitam a fitorremediacdo por outros meios
(GLICK, 2010).

A fitoextracdo de metais que precisam ser removidos do am-
biente é uma técnica complexa, e suas principais limitacées sao
() a biodisponibilidade do metal-alvo e (ii) a capacidade das plan-
tas para acumular metais na parte aérea (RASKIN; ENSLEY, 2000;
GLICK, 2010).

Embora a utilizacdo de bactérias do solo (geralmente de bacté-
rias promotoras do crescimento de plantas) como auxiliares na fi-
torremediacdo de metais possa facilitar significativamente o cres-
cimento de plantas na presenca de niveis elevados (inibitorios)
de metais, as bactérias normalmente pouco ou nada fazem para
aumentar a biodisponibilidade do metal (GLICK, 2010).

Apds a demonstragdo inicial de que uma bactéria promotora
do crescimento em plantas e resistente ao niquel diminuiu a to-
xicidade do metal as plantas de canola (BURD et al., 1998), houve
aumento no numero de pesquisas demonstrando que as bactérias
promotoras do crescimento em plantas auxiliam na fitoextracao
de metal. Nos estudos relatados, a adicdo das bactérias facilitou o
crescimento das plantas e, na presenca de niveis baixos dos me-
tais, aumentou a absorcdo de metal pela planta (GLICK, 2010).

As bactérias utilizadas para estes estudos sdo primeiramente
selecionadas quanto a resisténcia ao metal toxico alvo e, em segui-
da, elas sdo muitas vezes selecionadas ou testadas para a presen-
¢a da enzima ACC-deaminase efou para a capacidade de sintetizar



AIA e siderdforos. Estes estudos sdo realizados com a expectativa
de que as bactérias resistentes ao metal selecionadas serdo capa-
zes de crescer e promover 0 crescimento de plantas na presen-
¢a de niveis elevados de metais t6xicos. Embora poucos estudos
tenham identificado o(s) mecanismo(s) exato(s) da promogado do
crescimento de plantas na presenca do metal, a totalidade dos da-
dos esta relacionada com a presenga/producdo de AIA, sider6fo-
ros e ACC-deaminase. Assim, todas ou algumas dessas atividades ja
sdo suficientes para elaborar o mecanismo (GLICK, 2010).
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1. Introducao

Os programas de melhoramento florestal proporcionaram
grandes avangos na silvicultura brasileira nos ultimos anos, o
que pode ser confirmado principalmente pelo aumento na pro-
dutividade e na qualidade de nossas florestas. Hoje, o Brasil é
referéncia mundial em Silvicultura de eucalipto, e parte deste
reconhecimento deve-se aos trabalhos de melhoristas florestais.

As arvores mais plantadas no mundo sdo do género Eucalyptus,
devido as caracteristicas de rapido crescimento, boa produtivida-
de, ampla adaptacdo e versatilidade para aplicacdo em diferentes
usos. Espécies deste género também sdo as mais utilizadas para
plantios de florestas comerciais no Brasil (Industria Brasileira
de Arvores, 2015). Estas florestas sdo formadas, em sua maioria,
a partir de mudas multiplicadas vegetativamente, cujas técnicas
vém sendo aperfeicoadas constantemente. Os primeiros passos
objetivando a clonagem do eucalipto deram-se no século passado,
quando um grupo de pesquisadores australianos e franceses mul-
tiplicaram, por enraizamento de estacas obtidas de mudas semi-
nais, varias espécies do género Eucalyptus (ALFENAS et al., 2009).

Algumas técnicas alternativas surgiram para dar suporte para
selecdo de gendtipos-elite em testes clonais, como, por exemplo,
a protedbmica. A protedmica consiste no estudo sistematico do
conjunto ou complemento de proteinas expressas no genoma
de um organismo, chamado de proteoma (PHIZICKY et al., 2003;
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KLUG et al., 2010). Além de gerar dados inéditos, a protedmica
tem contribuido para a validacdo, complementacao e até a corre-
¢ao de informacdes obtidas por abordagens anteriores acerca da
biologia das plantas. Na pratica, as analises protedmicas recen-
temente se tornaram mais dindmicas com o advento de métodos
de andlise rapida (SALVATO; CARVALHO, 2010), o que pode vir a
favorecer sua aplicagdo nas pesquisas da area florestal. A trans-
genia é outro procedimento biotecnolégico discutido atualmente
nas pesquisas com o eucalipto, por exemplo, e muito se espera
de seus resultados como uma ferramenta complementar para
o melhoramento genético desse grupo de espécies (FONSECA et
al., 2010). As espécies geneticamente modificadas, futuramente,
poderdo mudar de maneira bastante significativa a forma como
as florestas sdo manejadas, além de permitir a colheita de uma
matéria-prima aprimorada para a industria.

2. Clonagem de espécies florestais

O principal género de espécies florestais plantadas no Brasil
atualmente é o Eucalyptus. A area total de florestas plantadas no
Pais é de 7,74 milhdes de hectares, e deste montante, 5,56 milhdes
de hectares sdo de plantios de eucalipto (Industria Brasileira de
arvores, 2015). A producdo de mudas clonais de eucalipto encon-
tra-se bem estabelecida e em estagio avancado, sendo praticada
de forma intensiva (XAVIER et al., 2009).

A definicdo de “clone” fica bem estabelecida como sendo o
grupo de células ou individuos geneticamente idénticos, deriva-
dos por meio da reproducdo assexuada de um unico antecessor
comum. Portanto, pode-se referir a um clone como um ser oriun-
do de mitoses sucessivas ao longo de seu desenvolvimento. As-
sim, por meio da propagacdo vegetativa, a totipotencialidade das
espécies de Eucalyptus é direcionada para obtencdo de gendtipos
com caracteristicas desejaveis, acrescentando-se a obtencdo de
ganhos genéticos rapidos e eficientes. A clonagem do eucalip-
to é realizada a partir do material juvenil coletado, pela técni-
ca da estaquia. A estaquia é amplamente adotada e teve grande
contribuicdo na silvicultura clonal intensiva. De principios bem
conhecidos, a estaquia tradicional foi aperfeicoada, gerando a
miniestaquia e a microestaquia, que surgiram como melhores
alternativas para contornar dificuldades no enraizamento das



estacas, na formacdo das mudas e no desenvolvimento da arvore
de clones e espécies florestais. Dentre as técnicas de clonagem, a
miniestaquia tem sido a mais utilizada (XAVIER et al., 2009).

O processo de obtencdo das miniestacas consiste na inducao
de brotacdo em minicepas (mudas) do material genético a ser
propagado, com posterior coleta de brotos, cujo comprimento
varia de 2 a 5 cm. Apods a coleta, mantém-se de duas a quatro fo-
lhas jovens, efetuando um corte na base dos propagulos e subme-
tendo-os a recipientes contendo dgua, de modo que possam man-
ter a turgescéncia das células. Em seguida, as miniestacas sdo
acondicionadas em recipientes, com substrato adequado, para
estimular o enraizamento em casa de vegetacdo. Nesta etapa,
espécies de eucalipto permanecem por um periodo de 15 dias;
logo apds, sdo enviadas para casa de sombra por um periodo de
aclimatacdo durante igual periodo. Antes de serem direcionadas
ao plantio no campo, as mudas passam por uma etapa de rustifi-
cacdo, que consiste na exposicao as condi¢des proximas aquelas
submetidas no campo, com restri¢des hidricas e nutricionais. A
etapa de rustificacdo conduz a reducéo de perda de qualidade e
mortalidade de mudas no campo (FERRIANI et al., 2010).

A clonagem de Pinus spp. € limitada por uma combinacdo de fa-
tores, tais como: i) baixo indice de enraizamento e baixa qualidade
do sistema radical pelo método da estaquia; ii) o entendimento da
relacdo entre a idades, fatores ambientais e épocas para a coleta
das miniestacas, assim como a interagdo desses fatores no método
da miniestaquia; iii) dificuldade para a reversdo da juvenilidade,
de modo que possa atingir o potencial maximo de enraizamento
(ALCANTARA et al.,2007). Porém, alternativas, como, por exemplo,
a embriogénese somatica pode ser utilizada para propagacdo de
clones de Pinus com bom potencial produtivo para caracteristicas
de crescimento (DIAS, 2013).

Os programas de melhoramento florestal envolvem em sua fase
final os testes clonais, aos quais sdo submetidos testes de competi-
¢do em escalas-piloto ou até mesmo comerciais. Nesses testes, € re-
comendado realizar as avaliacOes genéticas a partir de dois anos de
idade, de modo que se possa determinar o valor real do individuo
no ambiente em que ele se encontra. Desta maneira, pode-se obter
a otimizac¢do de ganhos genéticos com a selec¢do precoce, reduzindo
tempo e esforcos, gerando economia de recursos na conducao do
programa (ARAUJO et al., 2015). A selecdo é a etapa decisoria de
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sucesso ou fracasso de um programa de melhoramento genético.
Atualmente, para a selecdo de clones, os modelos lineares mistos
vém destacando-se dentre os programas de melhoramento genéti-
co florestal, permitindo ganhos genéticos substanciais (FONSECA et
al., 2010), pois a selecdo € realizada sobre o valor genotipico e ndo
sobre a média fenotipica, como geralmente ocorre.

Na metodologia de modelos mistos, a estimacdo dos componen-
tes de varidncia é realizada pelo método da maxima verossimilhan-
¢a restrita (REML), e a predicdo dos valores genéticos, por meio do
procedimento BLUP (melhor predicdo linear ndo viesado). O BLUP
é o procedimento 6timo de selecdo, que, por sua vez, dependendo
da natureza do cardter, da estrutura genética da populacdo de me-
lhoramento e das caracteristicas experimentais, permite estimar
os efeitos genéticos aditivos (a), de dominancia (d) e genotipicos (g)
(Para mais detalhes, ver Resende, 2002).

A andlise de dados via modelos mistos, além de corrigir si-
multaneamente os dados para os efeitos ambientais, estimar os
parametros genéticos e predizer os valores genéticos, possui ou-
tras vantagens, tais como: i) permite, de maneira adequada, a
avaliacdo do comportamento e do desempenho dos individuos
ao longo do tempo e dos espagos; ii) produz resultados néo vi-
ciados e maximiza a acuracia seletiva; iii) maximiza os ganhos
genéticos, melhorando a eficiéncia dos programas de melhora-
mento mesmo no caso de dados desbalanceados, gerando esti-
mativas mais precisas; iv) possibilita trabalhar com conjunto de
dados com caracteristicas complexas, como, por exemplo, dados
com medidas repetidas, vdarios locais, diferentes idades e diver-
sos tipos de delineamentos experimentais, além do computo da
interacdo genotipo X ambiente (PIRES et al., 2011).

De maneira geral, o desenvolvimento de um clone de eucalip-
to envolve vdrias técnicas e estratégias de melhoramento genético,
tais como: i) a polinizacdo de arvores matrizes, com caracteristicas
desejaveis; ii) produgdo e plantio de mudas oriundas desses cruza-
mentos em testes de progénies; iii) avaliacdo das progénies ao longo
do tempo e posterior selecdo entre e dentro das que apresentarem
os melhores desempenhos; iv) clonagem dos individuos superiores
e avaliacdo em testes clonais.



3. Protedomica no melhoramento florestal

A protedmica atualmente é considerada uma das ferramen-
tas de grande importancia para estudos da regulacdo da ativida-
de génica, ou seja, entender o comportamento dos seres Vivos,
como e quando eles expressam uma proteina, fundamental para
seu ciclo de vida (FIALHO et al., 2008). O termo proteoma sur-
giu somente em 1994 (WASINGER et al., 1995), e mesmo dentro
da genética, ainda ha muito o que ser explorado, ndo s6é na area
florestal, mas também em toda a drea vegetal, animal e humana.

No ano de 2014, um importante acontecimento para a area
florestal aconteceu: o sequenciamento do genoma do Eucalyptus
grandis. Esse feito estd contribuindo para que os estudos pro-
tedmicos sobre essa cultura avancem rapidamente (MYBURG
et al., 2014). A prote6mica auxilia na identificacdo de genotipos
superiores, atuando efetivamente nas etapas inerentes ao me-
lhoramento florestal, reduzindo o tempo gasto na selecdo gené-
tica com os métodos tradicionais, fornece informacoes em nivel
molecular da proteina e toda sua variabilidade que é expressa
pelo genoma (PENNINGTON; DUNN, 2001). Por meio do estu-
do das proteinas, busca-se compreender o comportamento das
plantas quando submetidas a qualquer tipo de estresse. Além
disso, compreender e identificar como e quais proteinas estdo
envolvidas nas rotas metabdlicas pode adequar as etapas envol-
tas num programa de melhoramento, aumentar a variabilidade
genética e, consequentemente, os ganhos com a selecdo (ZHANG
et al., 2004; SOARES; MACHADO, 2007).

A area de andlise protedmica tem-se tornado, também, uma
ferramenta importante para auxiliar na relagdo entre o gendtipo
e a influéncia que este sofre pelo ambiente. O estudo do proteo-
ma pode ser dividido em duas 4reas: a protedmica funcional e a
protedmica estrutural. A primeira é baseada na atividade biolo-
gica das proteinas, jd a protedmica estrutural se baseia na varia-
cdo das expressdes em diferentes ambientes (ANDERSON et al.,
2000). Com o surgimento da espectrometria de massas, o desen-
volvimento da protedmica atual avang¢ou muito, pois tornou-se
viavel a realizacdo de experimentos em grande escala. S8o utili-
zadas plataformas de andlise rapida, direta e sensivel, podendo-
-se citar os géis 2D e o shotgun, que tornaram as andlises ainda
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mais dindmicas (SALVATO; CARVALHO, 2010).

Uma das areas de estudo da protedmica, considerada importan-
te para entender o comportamento dos seres vivos sobre estres-
ses e um dos principais temas discutidos atualmente no mundo,
é a escassez dos recursos hidricos. Por isso, a busca por genotipos
mais tolerantes ao estresse hidrico e ao térmico tem sido cada vez
mais intensa (PIMENTEL, 2005). Neste sentido, a protedmica pode
captar o comportamento das plantas submetidas ao estresse hidri-
co, térmico, etc. e, assim, tracar um panorama de como 0s genes
sdo0 expressos nesta situacdo. Sao essas questdes que trazem a pro-
tedbmica para proximo do melhoramento florestal.

O estudo da protedmica, relacionado ao melhoramento flores-
tal, surge para incrementar e complementar todo o conhecimen-
to adquirido na area através dos anos, auxiliando numa maior
compreensdo no complexo sistema que é a biologia das plantas,
e, consequentemente, num futuro préoximo, auxiliar tanto o me-
lhoramento, como as praticas agronémicas. Portanto, a proted-
mica abre novos caminhos no melhoramento florestal para os
estudos com estresses fisioldgicos, variabilidade genética e de-
senvolvimento de plantas.

4. Transgénese florestal

A transformac¢do genética, também chamada trangénese ou
transgenia, € a introducdo controlada de um gene ou fragmento de
DNA no genoma de uma célula receptora, de maneira que este seja
expresso de forma estavel (DIOUF, 2003). Com a posterior regene-
racdo in vitro dessa célula inicialmente transformada, é possivel
gerar uma planta transgénica contendo nova informacdo genética.
Técnicas de transgenia aliadas ao melhoramento genético classico
permitem aumentar os ganhos genéticos, tendo como vantagem
a reducdo do tempo necessario para introducdo de novas carac-
teristicas em linhagens ja estabelecidas por longos programas de
cruzamento e de selecdo (BOREM, 2007). A transformacéo genéti-
ca é uma ferramenta de grande potencial para espécies florestais,
ja que facilita a obtencéo de gendtipos superiores, ao incorporar
genes de interesse em progénies e clones comerciais sem modifi-
car a estrutura genética global da planta (STUDART-GUIMARAES



et al., 2003). Assim, permite superar problemas inerentes ao me-
lhoramento genético das arvores, tais como o longo tempo para
a obtencdo de novas geracgdes e a enorme diversidade existente
entre e dentro das espécies (DICIERO; AMARAL, 2002).

Os métodos de transgénese mais efetivos para a geracdo de
AGM (4rvores geneticamente modificadas) sdo a transformacao
mediada por agrobactérias e a aceleracéo de particulas ou bioba-
listica (BABU et al., 2003). No entanto, todo sistema eficiente de
transformacdo vegetal necessita das seguintes etapas: identifica-
¢do, isolamento e introdugdo do DNA exdgeno na célula; selecdo
e crescimento das células transformadas; além do estabelecimen-
to de um sistema simples e eficiente de regeneracdo das células
transformadas (BRASILEIRO; DUSI, 1999). A obtencdo de AGM
tem como principal obstaculo a menor adaptabilidade a cultura
de tecidos in vitro apresentada pelas plantas lenhosas. Embora
varias AGMs de importancia econdmica tenham sido desenvolvi-
das por empresas privadas, seus protocolos de transformacéo sdo
mantidos em segredo industrial (ROUT et al., 1999; BOREM, 2007;
SARTORETTO et al., 2008). As principais caracteristicas de interes-
se que ja foram aplicadas por meio da transgenia e conduzidas
para avaliacOes em teste no campo sdo a producdo de biomassa,
a manipulacdo da composicdo de lignina, a resisténcia a insetos,
o controle do florescimento, a tolerancia a herbicidas e a estres-
ses abiodticos (HALPIN; BOERJAN, 2003; STUDART-GUIMARAES et
al., 2003). No Brasil, o primeiro eucalipto transgénico desenvolvi-
do pela empresa FuturaGene contém um gene isolado da planta
Arabidopsisthaliana, que codifica a proteina Cell, que promove
o alongamento da parede celular, aumentando o crescimento da
planta e, consequentemente, gerando maior produtividade. Quan-
do comparado com o eucalipto convencional, o eucalipto transgé-
nico produz 20% mais celulose; além disso, o tempo de corte pode
ser reduzido de 7 anos para 5,5 anos (DA SILVEIRA, 2013). Durante
cerca de 5 anos, os plantios do hibrido transgénico (E.grandis X E.
urophylla) foram monitorados para que se previnissem problemas
ambientais e que se conhecesse melhor o comportamento deste
transgénico no ambiente. Finalmente,a partir da decisdo favo-
ravel da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio),
orgdo responsavel no Brasil pela avaliagdo de produtos transgé-
nicos, em abril de 2015, o Brasil passou a ser o primeiro pais a
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liberar comercialmente um eucalipto transgénico (PASQUALI,
2015). Segundo um estudo do Centro para Avaliacdo do Risco Am-
biental de Culturas Geneticamente Modificadas (Cera), calcula-se
que, desde o final dos anos de 1980, ja tenham sido realizados no
mundo mais de 800 experimentos de campo com arvores geneti-
camente modificadas de cerca de 40 espécies (DA SILVEIRA, 2013).
Devido ao enorme retorno econémico, além das possibilidades de
adaptacdo dos plantios em areas onde antes ndo era possivel, a
tendéncia mundial é que um numero crescente de espécies flo-
restais transgénicas seja liberado no mercado nos préximos anos
(STUDART-GUIMARAES et al., 2003; VALDETARO et al., 2011).
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1. Introducao

A variabilidade genética, expressa pela frequéncia dos dife-
rentes alelos em um mesmo gene, além de apresentar fundamen-
tal importancia para a evolugao, é a base para o desenvolvimento
de programas de melhoramento genético de animais domésticos.
Eventos como mutacdo, transposicdo e recombinacdo geram va-
riabilidade genética em nivel de espécie, enquanto migracao,
deriva genética e selecdo alteram as frequéncias alélicas em po-
pulacdes. No melhoramento genético, utiliza-se essa diversidade
genética presente em populacdes de animais para aumentar a
frequéncia de alelos favoraveis que estejam relacionados com
caracteristicas de interesse econémico, 0s quais, em sua grande
maioria, apresentam natureza quantitativa. Mas afinal, como os
alelos estdo ligados a caracteristicas de interesse? O que sdo mar-
cadores genéticos? O que é selecdo gendmica? Como marcadores
sdo utilizados em programas de melhoramento genético? Neste
capitulo, serdo abordados conceitos basicos sobre a genética de
populacgdes, quantitativa, molecular e das tecnologias gendémicas
aplicadas ao melhoramento genético que poderao responder a
estas e a outras questoes.
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2. Conceitos basicos de genética de populacao

O melhoramento zootécnico tem como objetivo aprimorar
animais domésticos, visando ao aumento da produtividade com
qualidade, ao menor custo e demanda de tempo (PEREIRA, 2012).
Para tanto, devem-se levar em consideragdo os efeitos ambien-
tais e genéticos sobre as caracteristicas em estudo. Desta forma,
para descrever a constituicdo genética de um grupo de indivi-
duos da mesma espécie (populacdo), seria necessario identificar
o0s genotipos e alelos, e suas respectivas proporcdes (frequéncias
genotipicas e frequéncias alélicas).

Em uma populacdo, as propriedades genéticas sdo influencia-
das por fatores que atuam no processo de transmissdo dos genes
de uma geracdo para outra. Um desses fatores é o tamanho da
populacdo, uma vez que a frequéncia alélica estd sujeita a va-
riacOes causadas pela amostragem entre geracdes sucessivas, e
quanto menor o numero de pais, maior serd a variacdo da amos-
tragem (deriva genética). Em uma populac¢do grande, os gametas
sdo amostras mais representativas da composicdo genética dos
pais do que em uma populacdo pequena (NEIL, 1975).

Outro fator sdo as diferencas na fertilidade e na viabilidade.
Durante o processo de transmissdo génica, os diferentes genoti-
pos dos pais podem apresentar diferenca na fertilidade. Assim,
as frequéncias alélicas podem ser modificadas, contribuindo
para a desigualdade do conjunto de gametas formadores da pro-
xima geracdo. Além disso, os gendtipos de zigotos recém-forma-
dos podem apresentar diferencas na taxa de sobrevivéncia. A
probabilidade de sobrevivéncia e de reproducdo de determinado
fendtipo (gendtipo) também pode ter influéncia do ambiente, res-
ponsavel pelo valor adaptativo do individuo, ou seja, individuos
mais adaptados a determinado ambiente tém maior chance de
sobreviver e de deixar descendentes. Esse processo é denomina-
do selecdo natural (FALCONER; MACKAY, 1996).

As frequéncias alélicas de um gene, verificadas na progénie,
também podem ser alteradas pela selecdo artificial, que é a prin-
cipal pratica utilizada em programas de melhoramento genéti-
co animal, a qual tem por objetivo obter ganhos de desempenho
dentro de populacgdes. Nesse caso, somente os individuos com
melhores caracteristicas de interesse sdo utilizados como repro-



dutores (FALCONER; MACKAY, 1996).

A migracdo e a mutacdo também sdo fatores com forte influén-
cia na frequéncia alélica de uma populacao. O efeito da migragdo
em uma populacdo é dependente da taxa de imigracdo e da dife-
renca na frequéncia alélica entre imigrantes e nativos. O efeito da
mutacao depende do tipo de evento mutacional: se raro (que pode
ser considerado unico), tem pouca importancia na populacdo por
ndo produzir troca permanente; caso a mutacdo seja recorrente
em uma grande populacdo, a frequéncia de um alelo mutante
nunca € tdo baixa que possa ser “perdido” ao longo das geracdes,
entdo deve-se descobrir qual o efeito que essa mutacdo causa na
frequéncia alélica da populacdo (FALCONER; MACKAY, 1996).

Em uma populacgdo grande, sob acasalamento ao acaso (cada
individuo tem igual possibilidade de acasalamento com qual-
quer outro individuo na populacéo), na auséncia de migracao,
mutacdo e selecdo, as frequéncias alélicas e genotipicas perma-
necem constantes na populacdo a cada geracao (WEIR, 1990).
Estas propriedades constituem a Lei de Hardy-Weinberg (1908).
Pesquisadores utilizam esses parametros para compreender a
diversidade e a estrutura genética de populacdes, as quais tra-
dicionalmente tém sido estudadas por meio da abordagem fre-
quentista de Wright (1921, 1931 e 1951) ou seus derivados. Atual-
mente, é feito um levantamento da diversidade genética em
varias populacdes de determinada espécie por meio do uso de
marcadores moleculares. Deste modo, é possivel verificar como
a variabilidade estd distribuida entre as populacdes, permitindo
fazer inferéncias quanto aos padrdes de cruzamentos, disperséao,
fluxo génico e histérico biogeografico da espécie (SCHNABEL
et al., 1998) e assim contribuir para o avanco do conhecimento
em genética de populagdes, tanto para planos de melhoramento
como para projetos de conservacao.

3. Conceitos basicos em genética quantitativa

Na genética quantitativa, um dos objetivos é estimar os valo-
res genéticos dos individuos, para posterior selecdo dos animais
geneticamente superiores. Para isso, sdo utilizados registros
fenotipicos em conjunto com dados provenientes do pedigree,
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permitindo assim estimar o valor genético do animal para deter-
minada caracteristica. No entanto, esse valor calculado é apenas
uma estimativa do que poderia ser o verdadeiro valor genético
do animal, o qual depende, diretamente, das caracteristicas ava-
liadas, que podem ser classificadas como caracteristicas qualita-
tivas ou quantitativas.

A maioria das caracteristicas economicamente importantes
na producdo animal, como as caracteristicas de peso, conversao
alimentar e rendimento de carcaca, é controlada por varios pa-
res de genes, cada um com efeito relativamente pequeno, apre-
sentando variagdes continuas dentro das populacdes. Sendo as-
sim, cada individuo da populacdo pode possuir diferentes alelos
para cada um dos genes envolvidos na determinacdo do fendtipo
de uma determinada caracteristica. Essas caracteristicas sdo de-
nominadas de caracteristicas poligénicas, de heranca complexa
ou quantitativa. Devido a esse tipo de heranga, tais caracteristi-
cas sdo estudadas na populacdo, por meio de parametros como
média, variancia e desvio-padrao.

Para verificar diferencgas quantitativas entre caracteristicas e
determinar a ligacdo entre as frequéncias alélicas e as genotipi-
cas mensuradas em individuos de determinada populacéo é ne-
cessario considerar alguns conceitos de valor, expressos em uni-
dades métricas pelas quais a caracteristica € medida (FALCONER;
MACKAY, 1996). Valor fenotipico (P) é o valor observado das carac-
teristicas mensuradas no individuo e depende do valor genotipico
(G), que é o conjunto particular de alelos que um individuo possui,
somado ao efeito do ambiente (E). Assim, o modelo genético basico
pode ser descrito como P =u + G + E, sendo p a média populacional
(BOURDON, 2000). O valor genotipico é composto pela soma dos
efeitos aditivos (A), desvios da dominancia (D) e efeitos de epis-
tasia (I). Para um locus, a diferenca entre o valor genotipico (G)
e o valor genético (A) de um gendtipo é o desvio de dominancia
(D). Desvio de dominancia resulta da propriedade de dominancia
entre alelos em um locus. Na auséncia de dominéncia, G e A apre-
sentam o mesmo valor (FALCONER; MACKAY, 1996).

Pressupondo que ndo hd influéncia do ambiente em uma po-
pulacdo, o valor do efeito ambiental seria igual a zero, enquanto
o valor fenotipico médio seria equivalente a média do valor ge-
notipico (ELANDT-JOHNSON, 1971). Como na pratica da genética



quantitativa classica os valores dos genotipos ndo sdo mensura-
veis, exceto quando se considera um unico locus em que genati-
pos podem ser distinguidos fenotipicamente ou com gendtipos
de linhagens altamente endogamicas, valores arbitrarios devem
ser atribuidos aos mesmos (FALCONER; MACKAY, 1996). Conside-
rando um unico locus com dois alelos, B, e B,, os valores genoti-
picos para os genotipos B,B,, BB, e B,B, serdo, respectivamente,
a, d e —a, assumindo que o alelo B, aumenta o valor genotipico.
Considerando uma escala de valores genotipicos, o ponto médio
entre os valores dos dois homozigotos sera zero, e o valor d do he-
terozigoto dependera do grau de dominancia entre os alelos. Desta
forma, d = 0 para auséncia de dominéncia; d > 0 se B, for dominan-
te sobre B,; d < 0 se B, for dominante sobre B,; d=+a ou d=-a para
dominancia completa; d > +a ou d < —a para sobredominancia. A
média fenotipica (4) € importante parametro populacional, a qual,
assumindo uma populagdo com frequéncias alélicas p e q para
os alelos B, e B,, respectivamente, considerando um unico locus
e equilibrio de Hardy-Weinberg, é dada pela equagdo y = m + a
(p—q) + 2dpq (VAN VLECK et al.,1987; FALCONER; MACKAY, 1996).
A média dos valores genotipicos pode ser alterada por selecéo,
pois depende das frequéncias alélicas (VAN VLECK et al., 1987).
Quando ha efeito conjunto de varios loci, a média da populagao é
a soma das contribuicdes de cada locus individualmente. O estu-
do da estrutura familiar de uma populacdo depende da medida
de valor dos genes, transmitida de pai para a progénie. Assim, o
efeito médio é o valor associado aos genes de um individuo que
sdo transmitidos para sua progénie, o qual depende dos valores
genotipicos e das frequéncias alélicas. A soma dos efeitos médios
dos genes de um individuo para todos os pares de alelos em cada
locus e para todos os loci representa o valor genético do indivi-
duo (FALCONER; MACKAY, 1996). Segundo Van Vleck et al. (1987),
a importancia do valor genético esta em sua representacgao, sen-
do a medida do desvio do desempenho esperado da progénie do
individuo em relagdo a média da populacdo. Como definido por
Falconer e Mackay (1996), o valor genético é duas vezes o desvio
médio da progénie em relagdo a média da populacdo, pois a pro-
génie contém apenas uma amostra da metade dos genes dos pais.
O desvio da progénie em relacdo a média da populacdo (metade
do valor genético) representa a “habilidade de transmissdo” do
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pai (VAN VLECK et al., 1987).

O valor genético de um animal depende do numero de carac-
teristicas desejaveis que influenciam em seu desempenho. As-
sim, a selecdo para determinada caracteristica é importante ndo
somente por sua resposta a selecdo, mas também na resposta de
outras caracteristicas dependentes. O tamanho e o sentido das
respostas correlacionadas sdo determinados principalmente pela
correlacdo genética entre as caracteristicas envolvidas. As corre-
lacBes genéticas medem a probabilidade de duas caracteristicas
diferentes serem afetadas pelos mesmos genes. O processo pelo
qual um mesmo gene pode afetar duas ou mais caracteristicas,
denominado pleiotropia, é a causa da existéncia das correlacdes
genéticas, embora a ligacdo entre os genes que influenciam duas
caracteristicas também € causa da mesma. Além disso, a corre-
lacdo observada entre duas caracteristicas pode ocorrer devido
ao meio comum entre as mesmas. Logo, a correlacdo observada
na populacdo, denominada correlagdo fenotipica, ndo expressa
a magnitude de seus componentes genético e ambiental (PEREI-
RA, 2012).

4. Conceitos basicos em genética molecular

Marcador molecular pode ser definido como toda e qualquer
caracteristica herdavel presente em uma sequéncia de DNA que
diferencia dois ou mais individuos. Caracteriza-se por alteracdes
na sequéncia de nucleotideos, denominadas polimorfismos. Con-
siderando que cerca de 97% do genoma de mamiferos é compos-
to por sequéncias de DNA néo codificantes, a maioria dos poli-
morfismos é estdvel e ndo acarreta mudancas fenotipicas. Tal
fato favorece a transmissdo para os descendentes e a fixagdo dos
polimorfismos dentro de uma populacéo.

Entre os marcadores moleculares mais utilizados atualmen-
te, destacam-se os microssatélites e os polimorfismos de nucleo-
tideo unico (SNPs). Os microssatélites sdo os marcadores mais
polimoérficos do genoma, 0s quais sdo compostos por sequéncias
de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem. Cada microssatélite
constitui um locus genético altamente varidvel, multialélico e de
grande conteudo informativo. Por essas razdes, apresenta gran-



de relevancia em diversos testes de DNA, os quais possibilitam a
identificacdo de individuos. Esse tipo de marcador pode ser es-
tudado pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento.

Os SNPs sdo polimorfismos resultantes da alteracdo de um
unico nucleotideo (substituicdo, insercdo ou delecdo). Para que
essa alteracdo no genoma possa ser considerada um SNP, a mes-
ma deve ocorrer em uma frequéncia alélica acima de 1% em
determinada populacgdo. Esses marcadores sdo abundantes no
genoma, porém a maioria sdo bialélicos, apresentando pouca in-
formacdo em termos populacionais quando comparados com 0s
marcadores microssatélites (multialélicos). Beuzen et al. (2000)
destacaram as seguintes razdes para 0 crescente interesse da
utilizacdo dos SNPs como marcadores para analise gendmica:
(a) por sua predomindncia no genoma, sdo os marcadores que
apresentam maior potencial de estarem perto ou dentro de al-
gum locus de caracteristica de interesse econdmico; (b) podem
estar localizados em regides codificantes, afetando diretamente
a funcdo proteica; (c) sdo herdados de maneira mais estavel que
0s microssatélites, o que os torna mais apropriados a selecdo de
marcadores a longo prazo; (d) sdo mais adequados para anali-
se genética em larga escala, por meio da tecnologia de chips de
DNA. Esse tipo de marcador pode ser utilizado para estudos de
associacdo, mapeamento genético, deteccdo de doencas genéti-
cas, perfil de expressdo génica, analise de pequenos RNAs, es-
tudos de metilacdo e identificacdo de individuos. Ha diversas
metodologias para a deteccdo de SNPs, das quais se destacam o
sequenciamento e os painéis de DNA.

5. Selecdo gendmica e estudos gendmicos

A possibilidade de detectar polimorfismos causadores de alte-
ragdes fenotipicas ou alcancar alta precisdo de previsdo na sele-
cdo gendmica tornaram-se cada vez mais faceis com o progresso
no sequenciamento de ultima geracao e no desenvolvimento das
tecnologias de genotipagem de SNPs de alta densidade. A incor-
poracdo dessas informacgdes na avaliacdo genética de animais de
criacdo apresenta grande potencial para aumentar a acuracia de
selecdo, acelerar os ganhos genéticos e reduzir os custos nos pro-
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gramas de melhoramento, assim como para identificar os genes
associados a determinadas caracteristicas quantitativas (RESEN-
DE et al., 2008).

Pensando nisso, Meuwissen et al. (2001) propuseram um novo
método de selecdo, denominado selecdo gendmica (GS, Genome Se-
lection) ou selecdo gendmica ampla (GWS, Genome Wide Selection).
Para isto, GWS enfatiza a predicdo simultanea (sem uso de testes
de significancia para marcadores individuais) dos efeitos genéticos
de milhares de marcadores dispersos no genoma de um organis-
mo, possibilitando capturar os efeitos da maioria dos loci (tanto de
pequenos quanto de grandes efeitos) e explicar quase a totalidade
da variagdo genética do carater quantitativo. Este método pode ser
aplicado em todas as populacdes sob avaliagdo nos programas de
melhoramento genético de espécies alégamas, uma vez que apre-
senta alta acurdcia para a selecdo baseada exclusivamente em
marcadores, além de néo exigir prévio conhecimento das posi¢des
dos QTLs (Quantitative Trait Loci) (RESENDE et al., 2008).

Ainda com o desenvolvimento de painéis de SNPs de alta
densidade, foi possivel o surgimento de estudos de associacdo
gendmica ampla (GWAS, Genome Wide Association Studies) que
possibilitaram a descoberta da base genética de diversas carac-
teristicas quantitativas complexas. Inicialmente, esses estudos
foram realizados em humanos (DONNELLY, 2008), mas logo
foram aplicados em animais de producdo (GODDARD; HAYES,
2009). Por exemplo, Hayes et al. (2010) utilizaram uma mistura
de metodologias de modelos lineares para estimar a propor¢ao
da variancia genética associada a trés caracteristicas quantitati-
vas de bovinos de leite. J& Long et al. (2008) aplicaram o GWAS
para a identificacdo de regides gendémicas ligadas a mortalida-
de precoce em frangos de corte, e Dorshorst et al. (2010) com a
hiperpigmentacdo cutinea, polidactilia e outras caracteristicas
morfolégicas em galinhas.

A utilizacdo de dados massivos de polimorfismos tem auxi-
liado, significativamente, na selecdo de animais em programas
de melhoramento genético, e vem demonstrando ser muito efi-
ciente na identificagdo de SNPs associados a caracteristicas de
interesse econdmico, possibilitar a busca de genes candidatos e
melhorar o entendimento dos mecanismos de regulacao das ca-
racteristicas mais variadas.
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1. Introducao

A epidemiologia molecular engloba a identificacdo e o moni-
toramento de espécies de microrganismos patogénicos a huma-
nos, animais e plantas, por meio de técnicas de biologia mole-
cular. A informac8o taxondmica correta de um microrganismo
desconhecido é estritamente essencial para o conhecimento de
sua epidemiologia, biodiversidade e relacdo com outros organis-
mos no ecossistema. Com o advento da era gendmica, estudos
taxondmicos polifasicos e a aplicacdo de marcadores molecula-
res para o entendimento da diversidade genética das populacdes
microbianas sdo abordagens indispensaveis para o desenvolvi-
mento de pesquisas microbiologicas (PRAKASH et al., 2007; DAS
et al., 2014).

As técnicas convencionais de microbiologia, comumente apli-
cadas para a identificacdo de microrganismos, ndo sdo suficien-
tes para a classificacdo taxondmica segura de espécies. A evo-
lucdo dos microrganismos em resposta a constante modificacdo
ambiental que os envolve, torna pouco segura a identificacdo
de espécies pela coloracdo e pela forma da colénia em meios de
cultura especificos, forma e tamanho de esporos, propriedades
de coloracdo, motilidade, gama de hospedeiros e patogenicida-
de (PRAKASH et al., 2007). Além disso, alguns microrganismos,
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embora vidveis, ndo sdo cultivaveis e poderdo ser identificados
apenas pela aplicacdo de estudos moleculares. Tendo em vista
a importancia do conhecimento das vdrias técnicas disponiveis
para estudos de epidemiologia molecular e diversidade genética
de microrganismos, neste capitulo, serdo abordados os princi-
pais métodos moleculares aplicados para este fim atualmente.

2. Identificacao de espécies por PCR espécie-especifico

A PCR espécie-especifico permite a identificacdo de géneros
e espécies microbianas, assim como a presenca de genes de in-
teresse (MOLINA et al., 2015). A identificacdo, por meio de uma
PCR bdsica, podera ser realizada em isolados ou até mesmo di-
retamente do DNA total de amostras de planta, de excrecdes e
tecidos animais, do solo, etc.

Para estudos de epidemiologia molecular, cujo objetivo é ma-
pear a presenca de espécies microbianas em uma grande quanti-
dade de amostras, sem a necessidade de isolamento, a utilizacdo
de primers especificos pode constituir uma vantagem em termos
de rapidez e custos. No entanto, como a andlise de positividade
da espécie de um determinado microrganismo, por PCR espécie-
-especifico, é apenas baseada na identificacdo de uma banda com
um tamanho especifico de pares de bases, este tipo de identifica-
cdo taxondmica ndo é confidvel. Primers especificos para deter-
minada espécie microbiana podem vir a amplificar uma banda
de igual tamanho para outros microrganismos, resultando em
dados errdneos de positividade. Dessa forma, ao usar a técnica
de PCR espécie-especifico, sugere-se a utilizacdo de mais de um
primer especifico para o mesmo fim, preferencialmente dese-
nhado a partir de regides diferentes do genoma. Tendo em vis-
ta estes contratempos, nas pesquisas microbiolégicas aplicadas,
¢ imprescindivel o sequenciamento de genes especificos para a
identificacdo taxondmica de microrganismos.

3. Abordagem polifasica para classificacdo microbiana

Nas ultimas duas décadas, a identificacdo taxondémica de fun-
gos e bactérias, cujo género era desconhecido, baseava-se, na



maioria das vezes, no sequenciamento da regido ITS e 16S rDNA,
respectivamente (WHITE et al., 1990; SRINIVASAN et al., 2015).
Atualmente, soma-se ao sequenciamento de tais regides ribosso-
mais o sequenciamento de genes housekeeping, ou seja, de genes
constitutivos essenciais para a manutencao de fungdes celulares
bésicas. A abordagem polifasica consiste no sequenciamento de
sete a oito genes constitutivos e pode ser aplicada em estudos ta-
xondmicos de fungos e bactérias (CROUS; HAWKSWORTH; WIN-
GFIELD, 2015; WOO et al., 2008).

A abordagem polifasica para a identificacdo de fungos com-
preende o sequenciamento de genes codificadores das proteinas
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), tub2 (beta-tubu-
lina), tefl (Fator de elongacdo 1-alpha), act (actina) e his3 (histo-
na), suplementado a genes ribossomais especificos em nivel de
espécie. O sequenciamento de outras regides conservadas como
a LSU (Large subunit), SSU (small subunit) e RPB2 (RNA polime-
rase II) pode prover melhor discriminacdo em nivel de género ou
familia (CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015). Para a iden-
tificacdo de bactérias, a abordagem polifasica é também conheci-
da por MLST (Multilocus Sequence Typing). Neste caso, as regides
génicas sequenciadas que se mostrarem unicas dentro de uma
mesma espécie sdo caracterizadas por um numero de alelo. Des-
sa forma, cada isolado bacteriano é caracterizado pelos alelos de
cada um dos sete genes sequenciados, que, em conjunto, consti-
tuem o perfil alélico do isolado bacteriano ou a sua ST (Sequence
Type) (PEREZ-LOSADA et al., 2013; DAS et al., 2014). As arvores
filogenéticas poderao ser obtidas pelos métodos de agrupamento
de maxima parciménia, maxima verossimilhanga e/ou por ana-
lise Bayesiana, utilizando-se do modelo evolutivo que melhor se
adapta aos dados (POSADA; BUCKLEY, 2004; PEREZ-LOSADA et
al., 2013; CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015).

Além da abordagem polifasica pelo sequenciamento de San-
ger, com o advento das técnicas de sequenciamento de segun-
da geracdo, ou NGS (next generation sequencing), pesquisadores
tém encorajado os microbiologistas a considerarem a possibili-
dade da aplicacdo em larga escala do sequenciamento gendmi-
co completo, em substituicdo as técnicas atualmente aplicadas
para classificacdo taxonémica (MAIDEN et al., 2013). O objetivo
é criar bases de dados confidveis, utilizadas mundialmente, e as-
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sim evitar a nomeacao de novas espécies de forma inapropriada
(CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015).

4. Diversidade genética: principais marcadores mole-
culares e suas aplicacoes

O sequenciamento gendémico é imprescindivel para a carac-
terizacdo e identificacdo dos microrganismos; no entanto, quan-
do realizado a partir de genes constitutivos e mesmo a partir de
regides ribossomais intergénicas, ndo fornece um conhecimento
abrangente da diversidade genética existente em uma popula-
cdo microbiana da mesma espécie. Neste contexto, os marcado-
res moleculares podem ser utilizados complementarmente ao
sequenciamento.

Os marcadores moleculares fornecem o perfil genético dos
isolados microbianos e sdo aplicados em estudos de diversidade
genética de populacdes da mesma espécie. A escolha apropriada
do tipo de marcador molecular a ser aplicado depende significa-
tivamente do objetivo do trabalho e do contexto epidemioldgico
ao qual este se encontra inserido, além da espécie microbiana
que se deseja analisar e o tempo disponivel para o estudo (SABAT
et al., 2013). Cada marcador molecular possui vantagens e des-
vantagens que devem ser levadas em consideracdo no momento
da escolha. Assim, é importante conhecer a metodologia de cada
marcador e os resultados que estes podem oferecer.

4.1. AFLP

Os marcadores AFLP (Amplified fragment length polymor-
phism) encontram-se no ranking dos marcadores mais acurados
da atualidade, produzem impressdes digitais particulares do
DNA, especificas para cada espécie, e sua utilizacdo ndo requer
conhecimento prévio da sequéncia gendémica (VOS et al., 1995;
CHIAL, 2008). Comparativamente as demais técnicas, esta detec-
ta maior numero de loci, além de possibilitar ampla cobertura
do genoma. Os marcadores AFLP, dentre outros, sobreviveram
a era gendmica e continuardo constituindo um método relevan-
te mesmo para espécies com genoma conhecido, devido as suas



inumeras funcionalidades. Tais marcadores podem ser utilizados
para diferenciacdo entre espécies, identificacdo da variabilidade
genética inter e intrapopulacional, mapeamento genético e isola-
mento de fragmentos do genoma com caracteristicas particula-
res, cuja sequéncia é desconhecida (ZHANG; VAN PARI]JS; XIAO,
2014). Além disso, tal técnica pode ser aplicada como auxilio a
tecnologia NGS, que visa ao sequenciamento gendémico completo
(VAN POECKE et al., 2013).

A técnica AFLP é composta por quatro etapas. Primeiramen-
te, o DNA gendmico integro é digerido, concomitantemente, por
duas enzimas de restri¢do, sendo uma de corte raro, e outra de
corte frequente, por exemplo, a EcoRI e Msel, respectivamente.
Aos fragmentos gerados sdo ligados adaptadores, cujas sequén-
cias sdo complementares as extremidades coesivas dos mesmos,
por meio da enzima T4 DNA Ligase. A seguir, a PCR de pré-am-
plificacdo permite a selecdo dos fragmentos clivados em uma
extremidade pela EcoRI, e na outra, pela Msel. Para tanto, adi-
cionalmente a sequéncia dos adaptadores, os primers da PCR
pré-seletiva possuem um nucleotideo complementar em sua
extremidade 3’. Na etapa de amplificacdo seletiva, por sua vez,
podem ser acrescentados mais um a dois nucleotideos a esta ex-
tremidade dos primers, resultando assim na sele¢do refinada dos
fragmentos. Nesta ultima etapa, os primers ligantes a extremida-
de EcoRI podem ser marcados com fluorescéncia.

Todas as etapas que compdem o AFLP devem ser realizadas
com acuracia para que a eficiéncia das PCRs possibilite a correta
deteccdo das bandas ao final do processo. Esta técnica é repro-
dutivel e muito eficiente para analisar a diversidade genética de
microrganismos (SOUZA et al., 2013).

4.2. Microssatélites

Os microssatélites tratam-se de uma parte repetitiva do DNA
com cerca de 2-5 pares de bases que se repetem sequencialmente
de 5 a 50 vezes no genoma de eucariotos e bactérias (RICHARD;
KERREST; DUJON, 2008). Microssatélites e minissatélites podem
ser chamados de VNTR (variable number of tandem repeats) pelos
microbiologistas, STRs (short tandem repeats) pelos geneticistas fo-
renses, ou simplesmente de SSRs (simple sequence repeats) pelos
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melhoristas de plantas (SABAT et al., 2013; GONTHIER et al., 2015).

As mutacOes de microssatélites resultam no ganho ou na per-
da de uma unidade repetitiva inteira e, as vezes, de duas ou mais
unidades repetitivas simultaneamente. Essas alteragdes estdo re-
lacionadas ao escorregamento da DNA polimerase na replicacdo,
resultantes de incompatibilidades entre as fitas de DNA durante a
meiose (VIGUERA; CANCEILL; EHRLICH, 2001). Os microssatélites
sdo herdaveis e, portanto, sdo utilizados atualmente nos exames
de teste de paternidade e em estudos de herdabilidade e diversida-
de genética de microrganismos (SABAT et al., 2013; GONTHIER et
al., 2015). Muitos microssatélites estdo localizados em regides ndo
codificadoras do DNA e sdo biologicamente silenciosos, ja outros
estdo localizados em regides codificadoras e, neste caso, essas mu-
tagdes podem resultar em mudancas fenotipicas e doengas (MELIS-
SA et al.,, 2016).

Ha varios trabalhos na literatura que fornecem a sequéncia de
primers que flanqueiam as regides dos microssatélites especial-
mente desenhados para cada género microbiano, planta ou ani-
mal. No entanto, caso ainda ndo tenham sido realizados estudos de
microssatélites para o organismo que se deseja estudar, a pesquisa
de tais microssatélites, 0 desenho de primers e a otimizacdo das
reagdes constituem passos laboriosos. Uma vez possuindo os pri-
mers, os fragmentos de DNA sdo amplificados por meio de uma
PCR basica. Outra variagdo desta técnica sdo os ISSRs (inter-simple
sequence repeat); neste caso, as sequéncias complementares a dois
microssatélites vizinhos sdo utilizadas para o desenho de primers,
e aregido varidvel entre estes € amplificada (GRAMA]JE et al., 2014).

A técnica de microssatélites é reprodutivel e muito utilizada
atualmente no acesso a diversidade genética e, principalmente, em
estudos de herdabilidade; no entanto, em caso de mutacdo do DNA
que flanqueia os microssatélites, os primers podem passar a ndo
amplificar corretamente os fragmentos contendo os microssatéli-
tes. Também, primers desenhados para uma determinada espécie
podem funcionar em outras; entretanto, hd o risco de que nenhum
alelo seja de fato identificado e/ou regides ndo relativas a micros-
satélites venham a ser amplificadas. Assim, é necessario atentar-se
aos resultados obtidos para que eventuais modificacdes no proto-
colo possam ser realizadas.



4.3 REP-PCR

A Rep-PCR (Repetitive-element PCR) é uma técnica baseada na
andlise de perfis genéticos utilizada para classificar isolados bac-
terianos. O método utiliza primers que hibridizam sequéncias ndo
codificadoras repetitivas que se encontram espalhadas pelo geno-
ma. O fragmento de DNA flanqueado pelos primers especificos,
localizado entre os elementos repetitivos, é amplificado por PCR
de acordo com a distribuicdo desses elementos no genoma. Os pa-
drdes de bandeamento dos isolados, obtidos por eletroforese, sdo
comparados, a fim de se determinar a relacdo genética entre os
mesmos. Esta técnica ndo é reprodutivel, podendo o perfil gené-
tico dos isolados mudar, dependendo do executor das reacdes de
PCR. Mesmo diante deste fato, a técnica pode ser utilizada e produz
resultados fidedignos quando executada por uma mesma pessoa
(SABAT et al., 2013).

Os elementos repetitivos estdo localizados em diferentes posi-
cdes e orientagdes do genoma. A técnica Rep-PCR engloba a utili-
zacdo dos marcadores moleculares REP (Repetitive Extragenic Pa-
lindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
e BOX (VERSALOVIC et al., 1994). O marcador REP corresponde a
regides repetitivas ao longo de elementos de 35-40 pb (STERN et al.,
1984; VERSALOVIC et al., 1991). O marcador ERIC corresponde a
elementos repetitivos de 124-127 pb (HULTON et al., 1991; VERSA-
LOVIC et al., 1991) e o marcador BOX é dividido nas subunidades
BOX A (57 pb), BOX B (43 pb) e BOX C (50 pb). As sequéncias da su-
bunidade BOX A aparecem altamente conservadas em varias espé-
cies de bactérias, ja as sequéncias das subunidades BOX B e BOX C
sdo encontradas especialmente em bactérias Gram-positivas, pois
foram desenhadas com base nas subunidades repetitivas de Strep-
tococcus pneumoniae (MARTIN et al., 1992; KOEUTH; VERSALOVIC;
LUPSKI, 1995).

4.4 PFGE

A técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) é utilizada
para separacdo de grandes moléculas de DNA por eletroforese
em gel de agarose, em um campo elétrico que, periodicamen-
te, muda de direcdo (SCHWARTZ; CANTOR, 1984). Esta técnica
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é considerada como padrao-ouro em estudos epidemioldgicos
de bactérias patogénicas. Em tais estudos, o DNA gendémico da
bactéria é extraido dentro de um bloco de agarose, que é sub-
metido a fragmentacdo com uma enzima de restri¢ao especifica
para cada espécie. Os fragmentos obtidos sdo entdo separados
em um equipamento de campo pulsado em gel de agarose. E uma
metodologia reprodutivel e recomendada na discriminacdo de
isolados bacterianos obtidos de um surto de infeccdo (WERNER
etal., 2015).

5. Abordagem metagendomica

Caso se deseje estudar a biodiversidade microbiana presente
em um determinado ambiente, sem conhecimento prévio das es-
pécies que o habitam, emprega-se o sequenciamento metagend-
mico, que, inclusive, abrange a identificacdo de microrganismos
ndo cultivaveis (SHARPTON, 2014). Neste caso, obtém-se o DNA
total de amostras de plantas, excrecdes animais, solo, dgua, den-
tre outras inumeras possibilidades, e este é submetido a PCR para
amplificacdo de regides de interesse que, conjuntamente, serdo se-
quenciadas aos milhares em sequenciadores de segunda geragao.

A metagenOmica pode auxiliar tanto na identificacdo de mi-
crorganismos quanto na prospeccdo de genes de interesse (SONI
et al., 2016). Na maioria das vezes, para o estudo da biodiversi-
dade de fungos, aplica-se o sequenciamento da regido ITS rDNA
(TONGE; PASHLEY; GANT, 2014), e para comunidades bacterianas,
aplica-se o sequenciamento metagendémico da regido 16S rDNA
(TIKHONOV; LEACH; WINGREEN, 2015); no entanto, tais regides
podem variar de acordo com o objetivo do trabalho. Para a execu-
cdo da metagendmica, existem diferentes metodologias, platafor-
mas de equipamentos e rendimento de sequéncias que deverao
ser escolhidos de acordo com o alvo pretendido, com o recurso
financeiro e com profissionais qualificados disponiveis.
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1. Introducao

No ambito da gendmica funcional animal, o estudo do trans-
criptoma avalia o padrdo de expressdo de genes em tecidos ou
orgdos especificos, com fun¢des importantes para o metabolis-
mo animal (RAMAYO-CALDAS et al., 2012). A sequéncia completa
dos RNAs de um organismo pode ser obtida por meio do sequen-
ciamento de nova geracao (NGS - Next Generation Sequencing),
técnica conhecida como RNA-Seq, também chamado de High-
-throughput RNA sequencing (RAMAYO-CALDAS et al., 2012). O
método de RNA-Seq, tipicamente, consiste no isolamento do RNA
total, enriquecimento e deplecdo do rRNA, conversdo do RNA-al-
vo em uma biblioteca de cDNA com adaptadores anexados em
uma ou ambas as extremidades, sequenciamento em platafor-
mas high-throughput e analise dos dados (GRIFFITH et al., 2015).

O desenvolvimento do NGS e o uso do RNA-Seq permitiram
a quantificacdo de todos os genes expressos e suas isoformas
(splicing alternativo) de maneira mais acurada, diferentemente
de outros métodos tradicionais de analise de expressdo génica,
como Microarranjos e Analise da Expressdo Génica em Série
(SAGE) (TANG et al., 2011). Para obter uma analise de expressado
diferencial de genes efetiva, € importante obter estimativas acu-
radas da expressdo de cada amostra, além de contabilizar todas
as possiveis fontes de variacdes, sejam técnicas ou bioldgicas.
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Essa metodologia também permite identificar sitios de poliade-
nilacdo, RNAs ndo codificantes, polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) e elementos transponiveis. Além disso, propicia a
descoberta de novos transcritos e RNAs longos néo codificantes
(RAMAYO-CALDAS et al., 2012; TRAPNELL et al., 2012).

Griffith et al. (2010) relataram que 85% de novos eventos de
splicing e 88% da predicdo de genes diferencialmente expressos
por RNA-Seq, sdo validados por abordagens “gold standard”, tais
como a PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR). O RNA-Seq
permitiu descobertas importantes em relagdo aos mecanismos
moleculares de animais de producdo. Estas descobertas incluem
expressdo diferencial de genes relacionados com caracteristicas
de interesse econdmico em diversas racas de bovinos de corte
e leite (JIN et al., 2012; McCABE et al., 2012; CESAR et al., 2015;
TIZIOTO et al., 2015). Deste modo, RNA-Seq é uma importante
ferramenta para desvendar os mecanismos subjacentes de ca-
racteristicas complexas, promovendo melhor compreensdo da
regulacdo genética do fenotipo de interesse (TIZIOTO et al., 2015).
Neste capitulo, exploramos os conceitos de biologia molecular
inerente a técnica de RNA-Seq, andlise e interpretacdo de dados.

2. Isolamento do RNA, preparacao da biblioteca e estra-
tégia de sequenciamento

A escolha dos parametros para RNA-Seq pode ter impac-
tos significativos sobre estratégia de analise (VAN DIJK et al.,,
2014). Estes parametros incluem a possibilidade de enriquecer
0 RNA total com a calda poli (A) ou reducdo do RNA ribossomal
no meio (deplecdo); métodos de construcdo de bibliotecas (stran-
ded ou unstranded) e o uso de técnicas de normalizacdo do cDNA
(BOGDANOV et al., 2010; ARCHER et al., 2014). De igual modo,
a escolha da plataforma de sequenciamento: ABI SOLiD, lllumi-
na (GA I e II, HiSeq, MiSeq), Roche 454, IonTorrent, IonProton,
Helicos, PacBio, entre outros; tamanho de reads; o uso de single-
-end (apenas uma fita) ou paired-end (ambas as fitas); tamanho
da cobertura e profundidade de sequenciamento, a fim de obter
transcritos raros ou variagdes (ADICONIS et al., 2013) e outros
parametros podem influenciar nas etapas de andlise e na inter-



pretacdo dos dados.

Como a maioria dos experimentos de RNA-Seq envolve com-
paracoes entre diferentes condigdes, é desejavel que estes fatores
sejam consistentes em todas as amostras e/ou réplicas biolégicas
do experimento. Para a construcao de biblioteca de RNA-Seq, em
geral, o RNA total de alta qualidade é extraido; apds, o rRNA é
depletado, é realizado o enriquecimento de subpopulacdes de
RNAs (mRNAs ou pequenos RNAs), 0o RNA-alvo é fragmentado em
tamanho uniforme e é transformado em cDNA. De acordo com
a tecnologia de sequenciamento utilizada, sdo ligados adaptado-
res em uma ou ambas as extremidades; ap6s, as amostras sdo
amplificadas e sequenciadas. O sequenciamento gera sequéncias
curtas, reads de 30-400 pb, podendo ser de modo single-end ou
pair-end (HOLT; JONES, 2008; WANG et al., 2009).

Todas as tecnologias de NGS sdo capazes de gerar informacao
sobre milhdes de pares de bases em uma unica corrida (CARVA-
LHO; SILVA, 2010). Dentre as tecnologias NGS, a mais utilizada
no Brasil para RNA-Seq é a Illumina, que utiliza a tecnologia de
sequenciamento por sintese. Cada uma das 8 lanes de corrida por
placa da plataforma gera, em média, 37,5 Gb com leituras single-
-end de até 100 pb (ILLUMINA® HiSeq2500 System).

A cobertura utilizada no experimento é outro fator impor-
tante, o que tem implicacdes diretas no custo. Maior cobertura
requer mais profundidade de sequenciamento, assim é possivel
detectar um transcrito raro ou uma varia¢do. Normalmente,
quanto maior o genoma, mais complexo serd o transcriptoma e
mais sequenciamento serd necessario para que seja atingida a
cobertura adequada. O calculo da cobertura, em termos de trans-
criptomas, ndo é padronizado, ja que o numero e o nivel exatos
de isoformas sdo normalmente desconhecidos, também porque a
atividade de transcri¢do varia muito ao longo do genoma (WANG
et al., 2009).

Como outras tecnologias de alto rendimento de sequencia-
mento, a andlise de RNA-Seq também enfrenta varios desafios de
informatica, tais como armazenamento, recuperagao e proces-
samento de grandes quantidades de dados. Os dados devem ser
processados de tal modo que sejam removidas as reads de baixa
qualidade, e os erros sejam reduzidos nas etapas de analises.
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3. Processamento e analise de dados para obter o perfil
da expressdo diferencial de genes

Para analisar os dados gerados por RNA-seq, é preciso primei-
ramente conhecer os principais formatos de arquivos e modelos
de dados subjacentes que os representam. Estes incluem o for-
mato FASTA para o armazenamento de dados do genoma de refe-
réncia (PEARSON et al., 1988); o formato de transferéncia de ge-
nes (GTF), para armazenar as informacdes de transcrigdo/ gene;
o formato FASTQ, para armazenar dados de reads brutas (COCK
et al., 2010); e o formato SAM/BAM, para o mapa de alinhamentos
das reads (LI et al., 2009).

Os primeiros passos do workflow para RNA-Seq envolvem uma
andlise inicial de controle de qualidade (QC) dos dados brutos em
arquivos FASTQ. O controle de qualidade, tipicamente, envolve a
andlise K-mer para identificar potenciais problemas, tais como a
contaminac¢do do adaptador, a remocao ineficiente de sequéncias
ribossomais ou uma abundéancia de fragmentos mais curtos do
que o comprimento das reads. Além disto, avaliacoes de QCs adi-
cionais obtidas nesta fase podem identificar perfis de baixa qua-
lidade, problemas que possam ter ocorrido durante o sequencia-
mento ou muitas bases ambiguas (indicado como ‘N’ em arquivos
FASTQ). Dependendo da estratégia de construgdo da biblioteca de
RNA-Seq, é necessdrio realizar a trimagem das sequéncias antes
do alinhamento dos dados. Duas estratégias de trimagem comuns
incluem “adapter trimming” e “quality trimming”. Adapter trim-
ming envolve a remocdo da sequéncia do adaptador, mascarando
sequeéncias especificas utilizadas durante a construgdo da biblio-
teca. Quality trimming geralmente remove as extremidades das
leituras, onde os indices de qualidade de base sdo baixos, em que
os erros de sequéncia e os mismatches resultantes impedem o ali-
nhamento das reads (GRIFFITH et al., 2015).

Softwares, como o FastQC, PrinSeq, CutAdapt e Scythe, remo-
vem adaptadores, avaliam a qualidade e ajustam os dados de
RNA-Seq brutos antes do alinhamento. Uma vez estabelecido o
controle de qualidade, é necessario escolher a melhor estratégia
(softwares) para avaliar os dados. Para a andlise da expressdo
diferencial de genes, o protocolo Tuxedo vem sendo amplamente
utilizado, e consiste na utilizacdo de varias ferramentas que per-



mitem a andlise de dados gerados a partir de RNA-Seq. O pipeli-
ne Tuxedo inclui o TopHat, que utiliza 0 Bowtie para mapear as
reads no genoma de referéncia; em seguida, identifica as juncdes
de unido entre os transcritos. Inclui também Cufflinks tools (Cuf-
flinks, Cuffmerge, Cuffquant, Cuffnorm, Cuffdiff), que permitem:
1) montar os transcritos; 2) fusionar os transcriptomas gerados
em um transcriptoma de referéncia; 3) quantificar os niveis de
expressao génica; 4) calcular os valores normalizados para a ex-
pressdo de genes e transcritos; 5) estimar o nivel de expressao
baseado em um indice denominado FPKM (Fragments Per Kilo-
base of transcript per Million fragments mapped).

O Cufflinks é uma ferramenta de andlise de expressdo dife-
rencial que compara os indices FPKM dos diferentes tratamentos
experimentais e identifica altera¢des significativas no nivel de
expressao dos transcritos entre os tratamentos, por meio de um
rigoroso teste estatistico. Uma vez que o Cufflinks ndo possibilita
a visualizagdo dos resultados, exportacdo de imagens e graficos,
foi desenvolvido o CummeRbund (implementado em R) para esta
funcdo (TRAPNELL et al.,2012; GRIFFITH et al., 2015). O DESeq2 é
um software, implementado em R, que também é utilizado para
o0 estudo de expressdo de genes.

A maioria dos softwares para andlise de RNA-Seq sdo proje-
tados para Mac OS, Linux e Amazon Web Services (AWS) Elastic
Compute (EC2) (GRIFFITH et al., 2015) e necessita de um conhe-
cimento basico em programacao e linha de comando. Para tanto,
uma das alternativas é a utilizacdo das plataformas como o Gala-
xy e iPlant Collaborative (baseadas em web), open source, utili-
zadas para a criacdo e execucdo de diversos workflows em bioin-
formatica, dentre os quais, a analise de expressao diferencial de
genes (GIARDINE et al., 2005; GOFF et al., 2011). Essas platafor-
mas integram uma série de ferramentas de bioinformatica, in-
cluindo o pipeline Tuxedo (TRAPNELL et al., 2012), para a analise
de RNA-seq, que inclui os programas Bowtie, Tophat e Cufflinks.

Muitos outros softwares sdo utilizados para analise de expres-
sdo diferencial, conforme descrito por Griffith et al. (2015). Para
cada objetivo de analise, hd exigéncias distintas e desafios ineren-
tes aos processos bioldgicos. Como descrito acima, basicamente o
workflow geral envolve a obtencdo de dados brutos, pré-proces-
samento e realizacdo do controle de qualidade, alinhamento ou
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montagem, estimacdo do nivel de expressdo e visualizacdo dos
resultados finais. Como resultado, é gerada uma lista de genes
diferencialmente expressos, dos quais precisam ser identificadas
suas fungdes bioldgicas.

3.1 Anotacdo funcional

O ponto final da andlise de dados de expressdo génica por
RNA-Seq é uma lista de genes diferencialmente expressos ou va-
lores absolutos do nivel de expressdo dos genes de uma amostra,
em que apenas esta lista pouco contribui para a compreensdo de
como a expressdo do gene influencia nas alteracdes do fenotipo
em estudo. Com isso, muitos métodos e ferramentas, incluindo
alguns pacotes do R/Bioconductor (HUBER et al., 2015), foram de-
senvolvidos para a modelagem funcional dos dados de RNA-Seq,
visando a novas descobertas bioldgicas e biomédicas.

Algumas destas ferramentas incluem a andlise de vias de en-
riquecimento, como Gene Ontology (GO). O banco de dados GO
fornece um vocabuldrio controlado que descreve o gene e 0s
atributos do produto génico em qualquer organismo. O GO in-
clui trés ontologias que correspondem a trés aspectos diferentes
da biologia celular: a funcdo molecular, o processo bioldgico e
o componente ou a localizacdo subcelular. A metodologia mais
simples deste tipo de analise consiste no calculo da porcentagem
de genes de uma categoria GO determinada, que esteja sobre/
sub-representado em um conjunto de genes, em relacdo a um
conjunto de genes-referéncia. Embora GO inclua, principalmen-
te, conceitos respeitantes ao nivel celular e subcelular, também
engloba os niveis acima, os 6rgdos e os sistemas do organismo
correspondente (ASHBURNER et al., 2000).

Outra maneira de se trabalhar com estes tipos de dados é veri-
ficar a forma com que estes genes se relacionam. De modo geral,
a funcdo bhioldgica da célula viva é um resultado de muitas mo-
léculas que interagem, e ela ndo pode ser atribuida a apenas um
unico gene ou a uma unica molécula. A atribuicdo funcional em
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é um proces-
so de ligacdo de um conjunto de genes no genoma com uma rede
de moléculas que interagem na célula, tal como um caminho ou
um complexo, representando uma funcdo bioldgica de ordem



superior (KANEHISA et al., 2016). Desta maneira, a anotacdo fun-
cional permite a classificacdo dos genes em classes funcionais, ou
processos nos quais estes estdo envolvidos, o que pode ser muito
util para compreender o significado fisiolégico de grandes quan-
tidades de genes e para avaliar as diferencas funcionais entre
subgrupos de sequéncias.

4. Metodologias de validacdo da expressdo de genes
(qRT-PCR)

Para a validacdo dos resultados da andlise de genes diferen-
cialmente expressos, é utilizada qRT-PCR (Reacdo quantitativa
em cadeia pela polimerase em tempo real). Na técnica qRT-PCR,
diferentemente da técnica de PCR tradicional (endpoint), em que
é necessaria a andlise do produto de PCR através de eletroforese
em gel de agarose ou poliacrilamida apds o ultimo ciclo de am-
plificacdo (PELT-VERKUIL et al., 2008), os produtos da PCR em
tempo real podem ser mensurados a cada ciclo, e este monitora-
mento é feito durante a fase exponencial de amplificacao, e, com
isso, pode-se determinar a quantidade inicial do alvo com grande
precisdo (AHMED, 2002). Para isso, a técnica utiliza corantes (sis-
temas de detecgdo) que se associam a amplificacdo do gene-alvo
e emitem fluorescéncia. Esta fluorescéncia aumenta em propor-
¢do direta ao numero de moléculas de produtos de PCR (ampli-
cons) gerados (WONG; MEDRANO, 2005).

Os sistemas de deteccdo mais utilizados sdo o SYBR® Green e o
TaqMan®. O sistema SYBR® Green possui capacidade de se ligar a
fita dupla de DNA de forma covalente e emitir uma fluorescéncia
que é medida e convertida numa quantidade de DNA (MACKAY et
al., 2007), enquanto o sistema TaqgMan® utiliza uma sonda fluores-
cente, que se liga a sequéncia-alvo, a qual tem total complemen-
taridade, e que permite a deteccdo de um produto especifico, con-
forme este se acumula durante os ciclos da PCR (PELT-VERKUIL et
al., 2008). A principal diferenca entre os dois sistemas é que, com 0
SYBR® Green, detecta-se todo o DNA fita dupla, inclusive produtos
da reacdo inespecificos, e, por isso, € necessario que as reacdes se-
jam otimizadas para a obtencdo de resultados precisos. Por outro
lado, o sistema TaqMan® é altamente especifico, pois possui, além
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do par de oligonucleotideos iniciadores, mais uma sequéncia de
nucleotideos chamada de sonda. Desse modo, uma molécula de
DNA somente sera contabilizada se os oligonucleotideos e a sonda
se ligarem a ela, e, por isso, apresenta um custo muito maior em
relacdo ao SYBR® Green.

A gRT -PCR pode ser realizada por meio de duas técnicas:
quantificacdo absoluta ou quantificacdo relativa. O ensaio de
quantificacdo absoluta descreve um experimento de qRT -PCR
no qual amostras de quantidades conhecidas sdo diluidas em sé-
rie e, em seguida, amplificadas para gerar uma curva-padrao. As
amostras desconhecidas sdo entdo quantificadas por compara-
¢do com essa curva. Essa técnica permite que se saiba o numero
exato de cépias do RNA-alvo em uma determinada amostra bio-
légica (PELT-VERKUIL et al., 2008).

A quantificacdo relativa é subdividida em duas metodologias,
e a escolha da metodologia a ser utilizada depende da eficiéncia
de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
reagdes, sendo que os resultados de expressdo obtidos ao final do
experimento devem ser iguais para os dois métodos. Quando a efi-
ciéncia de amplificacdo dos iniciadores esta dentro de um limiar
aceitavel, utiliza-se o método do Ct comparativo (AA Ct); no entanto,
se as eficiéncias néo sdo satisfatérias, deve-se lancar médo do méto-
do da Curva Padrao para Quantificacdo Relativa (LIFE TECHNOLO-
GIES, 2016). Independentemente do método a ser seguido, em um
experimento de quantificacdo relativa por qRT -PCR, a expressao
de um gene de interesse em uma dada amostra é comparada com a
expressdo do mesmo gene em outra amostra (amostra calibradora).

Os resultados sdo expressos como um aumento ou uma di-
minuicdo da expressao do tratado em relacdo ao controle. Pos-
teriormente, os valores obtidos sdo comparados aos resultados
das mesmas amostras quantificadas em genes de referéncia. Este
procedimento € utilizado como um controle na variabilidade ex-
perimental neste tipo de quantificacdo (LIFE TECHNOLOGIES,
2016). A escolha dos genes de referéncia deve ser feita de forma
criteriosa, e ndo devem variar nos tecidos ou células sob investi-
gacdo, ou em resposta ao tratamento experimental. Recomenda-
-se utilizar mais de um gene de referéncia, como forma de con-
trolar possiveis valores discrepantes e grandes diferencas entre
os genes (VANDESOMPELE et al., 2002).
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1. Introducao

Diante da crescente demanda por alimento, o melhoramento
genético de plantas contribui para suprir tal necessidade, bus-
cando garantir o abastecimento por meio do aumento da produ-
tividade das culturas, realizado através da selecdo de caracteres
de interesse dentro da variabilidade genética de cada espécie.

A partir disso, os marcadores moleculares surgiram como
uma ferramenta auxiliar para o melhoramento genético, agili-
zando processos comumente morosos, identificando genes de in-
teresse com maior facilidade e gerando informagdes relevantes
para o desenvolvimento das culturas. Os marcadores baseiam-se
no polimorfismo existente no DNA de cada espécie, de maneira a
identificar as diferencas no genoma de individuos da mesma ou
de diferentes populag¢des, visando a elucidar o funcionamento
dos genes quando submetidos a diversas condi¢cdes ambientais,
entre outras aplicacGes

Neste capitulo, serd apresentado um breve resumo dos prin-
cipais marcadores moleculares utilizados no melhoramento ge-
nético de plantas. Os aspectos relevantes de cada marcador en-
volvendo sua origem, seu funcionamento, suas aplicagdes, suas
vantagens e limitacdes serdo aqui apresentados.

65



66

2. Marcadores Baseados em Hibridizacdo
2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

Logo depois de Edward Southern, em 1975, desenvolver o Sou-
thern Blot, que constitui na transferéncia de fragmentos de DNA
do gel de agarose para uma membrana de nitrocelulose, sendo
hibridizada com uma fita simples de acido nucleico marcado ra-
dioativamente, que permite a visualizacdo por autorradiografia
ou fluorografia (SOUTHERN, 1975), David Bolstein et al. (1980)
propuseram a primeira técnica de marcadores moleculares cha-
mada RFLP, capaz de detectar polimorfismos na sequéncia de
DNA através da hibridizacdo de uma sonda, a qual possui uma
sequéncia de DNA conhecida, com fragmentos de DNA, digeridos
por uma ou mais enzimas de restricao.

A traducdo livre de RFLP significa polimorfismos do compri-
mento dos fragmentos de restricdo e € um marcador molecular
baseado em hibridizacgdo, ou seja, a sequéncia de DNA de interes-
se é encontrada pelo pareamento da mesma com um fragmento
de DNA de fita simples (sonda), marcado radioativamente (BOLS-
TEIN et al., 1980).

Os passos para a execug¢do do marcador baseiam-se na utiliza-
cdo de uma ou mais enzimas de restrigdo, as quais tém o papel de
reconhecer e clivar o DNA em regides especificas; na separagdo
desses fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose;
na transferéncia dos fragmentos para uma membrana de ndilon
ou nitrocelulose; e na hibridizacdo dos fragmentos clivados com
uma sonda de sequéncia de DNA conhecida (BOLSTEIN et al.,,
1980; BOREM; FRITSCHE-NETO, 2014).

Marcadores robustos para andlises genéticas e uso em pro-
gramas de melhoramento; marcador codominante, facil repro-
dutibilidade e alta especificidade da sonda com a sequéncia de
interesse sdo algumas das vantagens do RFLP. Entre as limi-
tacOes estdo o alto custo, a utilizacdo de sondas radioativas, a
pequena quantidade de dados gerada, as dificuldades técnicas
e operacionais, e a necessidade de possuir muita habilidade e
conhecimento laboratorial para seu desenvolvimento (BOREM;
FRITSCHE-NETO, 2014).



3. Marcadores Baseados em PCR

3.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A andlise que utiliza marcadores do tipo RAPD foi citada pela
primeira vez na década de 90 por Williams et al. (1990), Welsh
& McCleland. (1990) e Caetano-Anollés et al. (1991), com denomi-
nacdes diferentes, mas todas baseiam-se na amplificacdo de frag-
mentos aleatorios de DNA gendmico obtidos a partir de um unico
primer aleatério, composto por 10 pares de bases. E basicamente
uma variacdo da técnica de PCR em si, utilizada para genotipa-
gem. A técnica é fundamentada na premissa de que um primer
aleatdrio se liga a diversas sequéncias do DNA-alvo, possibilitando
assim a amplificacdo desses fragmentos por meio da reacdo com
a enzima DNA polimerase. Os fragmentos amplificados represen-
tam diferentes locos, e podem ser separados por tamanho pela ele-
troforese. Desta forma, os marcadores RAPD podem ser utilizados
para a obtencdo de impressdes digitais gendmicas de individuos,
variedades ou populacdes, andlise da estrutura e diversidade ge-
nética em populacdes, estabelecimento de relagdes filogenéticas
interespecificas e constru¢do de mapas genéticos de alta cobertu-
ra gendmica para localizacdo de genes de interesse econdmico.

Devido a plasticidade desse tipo de marcador, sua utilizacdo
engloba tanto espécies cultivadas quanto espécies geneticamen-
te desconhecidas e, no ambito das culturas agricolas, esse tipo
de marcador também pode ser adaptado para identificacdo de
cultivares com diferentes graus de eficiéncia entre as espécies.
Dentre as culturas ja pesquisadas para esse fim, estdo o algoddo,
cereais, soja, trigo e rosa. Todavia, este uso da técnica ainda ndo
é comum, uma vez que os primers e as bandas geradas na eletro-
forese sdo muito varidveis, o que dificulta a reprodutibilidade
dos resultados, sendo entdo necessario um estudo criterioso para
estabelecer os protocolos de identificacdo de cultivares.

Os marcadores RAPD sdo dominantes, ou seja, os alelos de um
mesmo loco sdo identificados pela presenca ou auséncia da ban-
da, resultante da amplificacdo de um fragmento. Todavia, ndo é
possivel determinar se este loco estd em homozigose ou hetero-
zigose, apenas que ha presenca de um alelo dominante naquele
loco. Outra limitacdo diz respeito a baixa reprodutibilidade des-
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se tipo de marcador (BOREM; FRITSCHE-NETO, 2014), o que difi-
culta sua aceitacgdo por parte de alguns pesquisadores.

A principal vantagem estd na simplicidade da técnica. Por
tratar-se de uma adaptacdo da PCR, ndo é necessaria grande
quantidade de material genético e, por utilizar primers aleato-
rios, também ndo é necessario conhecimento prévio sobre a es-
trutura genética da espécie estudada (LACERDA et al., 2002). E
uma técnica barata, com poucas etapas e da qual provém uma
expressiva quantidade de informacdes.

3.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

A andlise de AFLP foi descrita por Zabeau e Vos (1993) e ba-
seia-se na clivagem do DNA genémico por duas enzimas de restri-
cdo, uma de corte raro e outra de corte frequente, gerando frag-
mentos polimoérficos. Uma vez que grande parte das enzimas de
restricdo produz extremidades com uma s6 cadeia, chamadas de
“caudas”, ap6s a clivagem, é necessario adicionar adaptadores,
que sdo sequéncias de DNA conhecidas, com aproximadamente
25 pares de base em cada extremidade. Em seguida, sdo utiliza-
dos primers complementares aos adaptadores para a amplifica-
¢ao dos fragmentos, por meio da reagdo de PCR. O ultimo passo
da andlise é a eletroforese, que permite a visualizacdo dos frag-
mentos ou bandas no gel. O uso de duas enzimas de restricdo faz
com que sejam produzidos trés tipos de fragmento: os cortados
em ambas as extremidades pela enzima de corte frequente, que
correspondem a 90% das bandas; os cortados em ambas as ex-
tremidades pela enzima de corte raro, e os cortados pelas duas,
e o perfil dos fragmentos é analisado para gerar as informacdes

A técnica de AFLP pode ser utilizada para o monitoramento
de heranca de caracteristicas agrondmicas, analise de pedigree e
o screening de marcadores de DNA ligados a determinadas carac-
teristicas genéticas.

Assim como a técnica que utiliza marcadores RAPD, os mar-
cadores AFLP sdo dominantes, o que impede a distin¢ao de locos
em homozigose e heterozigose, e caracteriza a principal desvan-
tagem desta andlise. Além disso, é mais onerosa do que o RAPD,
uma vez que possui mais etapas e sdo necessarios reagentes adi-
cionais, como os adaptadores e as enzimas de restrigao.



Dentre as vantagens, pode-se citar a necessidade de pouca
quantidade de amostra de DNA, eficiéncia devido a capacidade de
revelar grande numero de bandas polimérficas, rapidez e repro-
dutibilidade, além de dispensar o desenho dos primers especificos
(usam-se primers complementares aos adaptadores) e o conheci-
mento prévio da estrutura genética do organismo estudado.

3.3 SSR (Simple Sequence Repeats)

Os marcadores de sequéncia simples repetidas, posteriormen-
te denominados também de microssatélites, foram gerados pela
pesquisa de Litt e Luty (1989), sdo uma classe de sequéncias de
DNA repetitivo que ocorre em todos os organismos, incluindo os
eucariontes e os procariontes. Consistem em repeticdes de se-
quéncias, geralmente de um a seis nucleotideos, ocupando uma
extensdo de até 100 pares de bases. Os microssatélites sdo classi-
ficados com base em seu tamanho, tipo de unidade de repeticdo
e localizacfio no genoma (GUIMARAES et al., 2009).

De modo geral, as sequéncias mais repetidas em plantas sdo
(AT)n (GT)n e (AG)n, e nos animais, a (AC)n. Essas sequéncias
estdo distribuidas por todo o genoma e sdo flanqueadas por se-
quéncias altamente conservadas entre os individuos de uma es-
pécie. Com isso, permite-se selecdo de primers especificos que
amplificam, via metodologia PCR, os fragmentos contendo o DNA
repetitivo em todos os gendtipos. As sequéncias de microssaté-
lites ocorrem tanto nas regidoes que codificam quanto naquelas
que ndo codificam, porém suas frequéncias sdo maiores nas se-
quéncias transcritas (BOREM; FRITSCHE-NETO, 2014).

Acredita-se que as sequéncias repetidas em tandem nos or-
ganismos ocorreram devido aos erros de duplicacdo do DNA,
adicionando conjuntos extras de sequéncias repetidas. Com o
passar do tempo, essas sequéncias variaram em numero entre
uma cultivar e outra. Como consequéncia disso, ha a produgao
de numeros variados das unidades repetidas, fazendo com que
cada fragmento de microssatélite assuma comprimentos diferen-
tes que podem ser identificados em eletroforese. Cada um desses
fragmentos de um dado locus é equivalente a um alelo de um
gene, tornando assim um dos marcadores com maior variabili-
dade alélica (GUIMARAES et al., 2009).
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Os microssatélites sdo utilizados em diversas espécies de
plantas, com aplicag¢des variadas, como na construcdo de mapas
genéticos, em estudos de diversidade, analise filogenética, finger-
print e no melhoramento assistido (CAIXETA et al., 2009).

Esses marcadores sdo amplamente usados, pois sdo muito
mais frequentes e distribuidos ao acaso, permitindo a mais com-
pleta cobertura do genoma dos eucariotos e, também, por serem
codominantes e multialélicos, fornecendo grande conteudo in-
formativo genético por locus. Além disso, a técnica é de facil exe-
cucdo e possui elevada taxa de reprodutibilidade, facilitando a
troca de informacgdes entre pesquisadores (CAIXETA et al., 2009).

Uma das desvantagens da técnica é a obtencdo dos primers
especificos que flanqueiam os microssatélites. E laborioso, uma
vez que é necessaria a construcdo de bibliotecas genémicas en-
riquecidas, além do desenho e do sequenciamento dos primers.
Essa limitacdo tem sido resolvida com o sequenciamento em lar-
ga escala, tecnologia possivel pelos avancos nas técnicas molecu-
lares.

O possivel acesso a uma grande quantidade de informacao,
somada a especificidade e a rapidez da tecnologia PCR fazem dos
microssatélites uma ferramenta eficiente para estudos em varias
espécies de plantas cultivadas.

4. Marcadores Baseados em Sequenciamento

4.1 SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

O marcador molecular conhecido como SNP, ou Polimorfismo
do Nucleotideo Unico, em traducéo livre, pertence a classe de
marcadores mais utilizados atualmente na comunidade cientifi-
ca. Esta técnica é baseada na alteracdo na sequéncia de nucleoti-
deos que compdem o DNA, os chamados polimorfismos, os quais,
neste caso, ocorrem a nivel de nucleotideo unico em regides es-
pecificas do genoma em estudo.

Dado que em sequéncias de DNA, cada unidade de nucleoti-
deo é composta por um grupo fostato, uma pentose (ribose ou
desoxirribose) e uma base nitrogenada (Adenina, Guanina, Ci-
tosina e Tirosina), as alteracdes detectadas por marcadores do



tipo SNP ddo-se nas bases nitrogenadas. Este rearranjo é causado
por mutacdes (insercdes ou delecdes) entre bases nitrogenadas
do mesmo grupo (purinas/purina), processo mais frequente e co-
nhecido como transi¢ao, ou mesmo entre bases de grupos distin-
tos (purinas/pirimidinas), este, denominado de transversao.

Inicialmente desenvolvido visando a verificar a precisdo do
marcador SNP ao mapear um gene de defesa em resposta a pre-
senca de um fungo na espécie Arabidopsis thaliana, hoje esta téc-
nica é amplamente utilizada em processos de genotipagem, ma-
peamento genético, resposta a presenca de patogenos, filogenia
e identificacdo de diferencas genéticas intra e interespecificas
(CHO et. al., 1999).

O uso da técnica requer o conhecimento prévio da sequéncia
do gene em estudo, de maneira a ser possivel desenhar primers e
sondas relativos ao mesmo. Em seguida, o processo caminha para
a amplificacdo, clonagem e sequenciamento dos fragmentos de
um ou mais genes provenientes de organismos distintos.

Entre as principais vantagens da utilizacdo de SNPs, estd sua
ampla distribuicdo no genoma, sendo assim possivel identificar di-
ferencas entre os alelos do mesmo gene, entre individuos de uma
populacgdo. Porém, a necessidade de se conhecer previamente a
sequéncia do gene de interesse, assim como o desenho de primers
e sondas, demanda tempo, alto custo e mao de obra especializada.

5. Consideracoes Finais

Atualmente, a integracdo entre as técnicas convencionais de
melhoramento de plantas e a biotecnologia vegetal tém-se torna-
do imprescindiveis para o avang¢o da agricultura, pois permitem
explorar de maneira mais eficiente a variabilidade genética das
espécies, a identificacdo de genes de interesse agrondémico e a ge-
racdo de novas cultivares comerciais, em menor espaco de tempo.

Neste sentido, este capitulo abordou, brevemente, os princi-
pais marcadores moleculares que podem ser empregados em
programas de melhoramento, suas vantagens, aplicacdes e li-
mitacdes. No entanto, é interessante ressaltar que as técnicas
convencionais aplicadas em programas de melhoramento sdo
inerentes a qualquer outro avango de tecnologia, sendo assim
insubstituiveis para o sucesso do programa.
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1. Introducao

Espécies alogamas sdo aquelas que apresentam mais de 95% de
fecundacdo cruzada (Tabela 1). O melhoramento genético de alo-
gamas pode ter dois objetivos principais: o melhoramento popula-
cional e a obtencdo de hibridos. Diante desse cendrio, empregam-
-se métodos a fim de desenvolver e selecionar o gendtipo desejado,
garantindo sua reproducao para que o agricultor possa cultiva-lo.

Tabela 1. Exemplos das principais culturas alégamas de importancia
agrondémica.

Cerais Frutifera Florestal Agroenergéticas
Azevém Abacate Araucaria Cana-de-agUcar
Centeio Maca Aroeira Canola
Milheto Maméao Eucalipto Girassol
Milho Uva Seringueira Mamona

A primeira etapa de qualquer programa de melhoramento é
a formacao da populacdo-base, sendo esta de suma importancia,
pois podera definir o sucesso ou o fracasso do programa, ja que
os principais requisitos para que a selecdo seja eficiente sdo a
existéncia de variabilidade genética e a média elevada para as
caracteristicas sob selecdo. No melhoramento populacional, o ta-
manho efetivo da populacdo e a presenca da variabilidade gené-
tica sdo de suma importancia para a realizacao da sele¢do massal
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ou da selecdo recorrente. Nas plantas alégamas, o hibrido é um
genotipo ja existente na populacdo onde foi fixado, permitindo,
assim, sua reproducdo. Desta forma, para que ocorram gendtipos
superiores na populacdo e para que ndo se esgote a variabilida-
de, é necessdria a adocdo de métodos de melhoramento popula-
cional. Assim, os métodos de melhoramento populacional visam
ao aumento da frequéncia de alelos favoraveis na populacgao.

1.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para o melhor entendimento dos diferentes métodos de me-
lhoramento populacional, principalmente em espécies aldgamas,
faz-se necessario ter o conhecimento da colaboracéo das pesqui-
sas feitas de forma independente por G.H. Hardy e W. Weinberg.
Conhecido como “Equilibrio de Hardy-Weinberg” (EHW), o fe-
noémeno elucidado por esses pesquisadores ocorre em popula-
¢Oes grandes, com acasalamento ao acaso, e desde que ndo haja
selecdo, migracdo, mutacdo nem deriva genética, chamando a
atencdo para o fato de que as frequéncias alélicas permanecem
as mesmas a cada geracdo de acasalamento ao acaso. Em outras
palavras, no campo de produgdo, uma populacdo em EHW, por
manter as mesmas frequéncias génicas ao longo das geracdes de
acasalamento ao acaso, ndo sofre alteracdo na média de produ-
tividade, desde que seja mantido o tamanho populacional e que
fatores como selecdo, mutacdo e migracdo, e outros fatores cita-
dos anteriormente ndo atuem.

Fato interessante é que o equilibrio pode estar presente para
cada locus separadamente; por exemplo, se tivermos duas carac-
teristicas controladas por um conjunto de loci diferentes e que
a mudanca em uma caracteristica ndo afete a outra, a selecdo
feita para a primeira caracteristica serd retirada do equilibrio,
enquanto a segunda caracteristica se manterd no EHW. Assim, de
maneira geral, uma populacdo mendeliana estd em EHW quando
a frequéncia dos diferentes gendtipos, em cada geracao, através
das geracdes de acasalamento ao acaso, estiver de acordo com a
expressao (p+q)*=p*+2pqg+q*=1.

Muitas das teorias e metodologias no melhoramento genético
de plantas tém sido formuladas a partir da premissa de que as
populacdes de referéncia estdo em EHW.



1.2 Significado da selecdo no melhoramento de espécies
alogamas

O principal objetivo do melhoramento populacional em plan-
tas alégamas é o aumento das frequéncias de alelos favoraveis
na populacdo. A taxa de elevacdo das frequéncias alélicas pode
ser influenciada por diversos fatores como: a influéncia do am-
biente, a variabilidade genética da populacdo, as ligacdes géni-
cas, as correlacoes, tanto fenotipica quanto genotipica, dentre
outros. Porém, a selecdo é um dos processos que ocorrem em
todos os métodos de melhoramento populacional para obten¢do
de gendtipos superiores (Figura 1).

Populagéo original Populagéo melhorada

Populagéo selecionada
Figura 1. Significado da selecdo em espécies aldégamas.

Para que haja o melhoramento, os individuos selecionados de-
vem dar origem a descendentes superiores, independentemente
do método utilizado. Assim, a selecdo é feita sobre a populagdo
com média alta e ampla variabilidade, com o objetivo principal de
obter uma populacdo melhorada (alta frequéncia de alelos favo-
raveis para a variavel em estudo), superior a populacdo original.

Esse processo de obtencdo da populagdo original (popula-
cdo-base), selecdo e obtencdo da populacdo melhorada pode ser
realizado de vdrias formas, que sdo conhecidas como métodos
de melhoramento populacional. Os diferentes métodos a serem
utilizados dependem do tipo de populacdo melhorada que o me-
lhorista objetiva desenvolver, seja ela linhagens, populacdo de
polinizacdo aberta, seja mesmo hibrido.
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2. Métodos de melhoramento populacional

2.1 Selecao Intrapopulacional

Os métodos intrapopulacionais baseiam-se na selecdo de pro-
génies ou individuos em uma unica populacdo.

2.1.1 Selecdo massal

A selecdo massal é um método que visa a escolha das plantas,
por meio da avaliagdo fenotipica, com as melhores caracteristi-
cas agrondmicas dentro de uma populacdo, sendo recomendada
para selecdo de caracteristicas de alta herdabilidade. As semen-
tes oriundas das plantas selecionadas sdo misturadas e semeadas,
produzindo a populacdo melhorada. Tomando-se como exemplo
a cultura do milho, as espigas das melhores plantas sdo seleciona-
das, e suas sementes sdo misturadas, sendo utilizada uma amostra
dessas sementes para a obtencdo da populacdo melhorada.

E importante que se tenha alto grau de conhecimento da cul-
tura que se estd trabalhando, para obter-se bons resultados com a
selecdo massal. Ainda levando em consideracdo a cultura do mi-
lho, as respostas das plantas de uma geracdo para a outra sao re-
duzidas, sendo necessarios varios ciclos de selecdo para alcangar
resultados almejados.

O controle parental e ambiental é reduzido nesse método de
selecdo, sendo que geralmente tem-se apenas o controle do proge-
nitor feminino, uma vez que o p6len provém de toda a populacéo.
Com relacéo ao ambiente, ndo ha controle da heterogeneidade do
solo e, consequentemente, nos locais mais férteis do campo podem
ocorrer as melhores plantas.

Buscando-se aumentar a eficiéncia da selecdo massal, para ob-
ter-se maior controle ambiental, foram propostas algumas varia-
¢Oes para a selecdo massal original, denominadas selecdo massal
estratificada e selecdo massal estratificada geneticamente.

Selecdo massal estratificada

Este sistema de selecdo constitui-se em dividir a 4rea em par-
celas ou estratos homogéneos, realizando a colheita e a selecdo



em cada estrato separadamente dos demais.

Utilizando a cultura do milho como exemplo, semeia-se um
lote isolado com espagamento recomendado para a cultura. As
plantas que apresentam as caracteristicas de interesse em cada
estrato sdo selecionadas, tomando-se a mesma quantidade de
sementes por espiga para obter-se a populacdo melhorada. As
plantas que estdo ao lado de falhas sdo descartadas, portanto so-
mente plantas competitivas devem ser escolhidas. A intensidade
de sele¢do varia em funcao do objetivo do programa de melhora-
mento, ficando geralmente entre 5 e 20%.

Selecdo massal estratificada geneticamente

Neste esquema, o campo também é dividido em estratos como
na selecdo massal estratificada, porém € semeado um genotipo
constante, geralmente um hibrido simples, entre as plantas da
populacgao, obtendo-se assim um controle ambiental maior.

O plantio sistematico de um gendtipo constante de perfor-
mance conhecida serve de referéncia comparativa para a selecao
fenotipica das plantas da populacdo. Dessa forma, é importante
que o genotipo constante seja macho-estéril, despendoado e/ou
possua um gene marcador, para que as plantas selecionadas ndo
sejam polinizadas por este, ou seja, possivel identificar as semen-
tes polinizadas.

2.1.2 Selecdo com testes de progénies

Neste tipo de selecdo, avalia-se 0 genétipo dos genitores com
base no fendtipo de seus descendentes. Este método tem apresen-
tado maior sucesso em caracteres de alta herdabilidade. E mais efi-
ciente que a selecdo massal, pois as progénies podem ser avaliadas
em ensaios com repeticao e em mais de um ambiente, propiciando
maior exatiddo das médias das plantas selecionadas.

O método consiste na selecdo das melhores plantas dentro de
uma populacdo de polinizacdo livre. Uma parte das sementes
é semeada em fileira, uma linha para cada planta selecionada,
para a avaliacdo das progénies. A outra parte das sementes é
guardada, sendo denominado de sementes remanescentes. Apos
a avaliagdo das fileiras, as sementes remanescentes que deram
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origem as melhores fileiras sdo misturadas na mesma proporg¢ao
e semeadas em campo isolado no ano seguinte.

2.1.3 Selecdo recorrente intrapopulacional

A sele¢do recorrente é um método de melhoramento ciclico
que visa a aumentar de forma continua e progressiva a frequén-
cia de alelos favoraveis nas populacdes, mantendo a variabilida-
de em niveis para permitir ganhos subsequentes com a selecdo.
A cada ciclo, sdo obtidos gendtipos superiores aos existentes no
ciclo anterior, melhorando geneticamente as populacgdes, sem que
haja a reducdo dréstica da variabilidade. Os gendtipos resultantes
podem ser usados como novas variedades comerciais e também
como material basico para programas de melhoramento em geral.

O método é composto por quatro fases: obtencdo das progeé-
nies, avaliacdo das progénies, selecdo de progénies superiores e
recombinacdo das progénies selecionadas. Estas etapas sdo repe-
tidas sucessivamente, obtendo-se n ciclos seletivos. A recombina-
¢do tem por objetivo a manutencdo da variabilidade de geracdo
para geracao.

A selecdo recorrente intrapopulacional visa ao melhoramento
da populacdo per se, sendo um método importante para espécies
alégamas de propagacdo vegetativa e para gerar novas varieda-
des. Ao final do processo de sele¢do, obtém-se uma progénie in-
trapopulacional recombinada e que passa a ser avaliada. Tipo de
selecdo interessante para caracteres quantitativos por possibili-
tar maior ocorréncia de individuos desejados na populagdo com
maior efetividade na selecdo para os efeitos génicos aditivos.

2.2 Selecao Interpopulacional

2.2.1 Selecao Recorrente Reciproca (SRR)

A selecdo recorrente interpopulacional ou reciproca (SRR) tem
por objetivo melhorar a capacidade de combinacao entre duas po-
pulacdes, aumentando a resposta heterotica entre elas. Este méto-
do utiliza os efeitos genéticos de dominancia, dominancia parcial
e sobredominancia. A SRR inicia-se com a utilizacdo de duas po-



pulagdes basicas. As progénies intrapopulacionais sdo utilizadas
para recombinacdo, e a interpopulacional é avaliada em ensaios
de competicdo. Em seguida, ocorre a selecdo de plantas de cada
populacéo antes do florescimento, e essas plantas serdo recombi-
nadas para obtencdo de progénies interpopulacionais. As plantas
selecionadas de cada populacdo devem ser autofecundadas para a
obtengdo das sementes S, que serdo utilizadas para recombinagao.
As progénies inter devem ser avaliadas em experimentos com re-
peticao, e as melhores devem ser selecionadas para produtividade
e qualidade. A recombinac¢do das populacdes, em campo isolado
das duas populagdes, utilizando sementes S, deve ser feita em se-
guida para a obtencdo da popula¢do melhorada.

3. Métodos de obtencao de hibridos

Apo6s o estabelecimento da populacdo-base, as plantas sdo
conduzidas a homozigose, dando origem as linhagens que serdo
combinadas entre si para formar os hibridos, que sdo heterozi-
gotos. Os genotipos das linhagens sédo facilmente reproduzidos
por meio de autofecundacao, e desta forma pode-se reproduzir o
hibrido indefinidamente por meio do cruzamento das linhagens
parentais.

3.1 Obtencao de linhagens endogamicas

As linhagens séo obtidas por meio de autofecundacées suces-
sivas, de forma artificial. Para isso, protegem-se os érgaos femi-
ninos das plantas antes da emissdo de estilo-estigma e, no mo-
mento apropriado, realiza-se a autopolinizacdo das plantas. Os
dois métodos principais, utilizados para obtencdo de linhagens,
sdo apresentados a seguir:

Meétodo genealdgico ou padrdo

O método genealdgico, também conhecido como padréo, é o
mais utilizado para a obtencao de linhagens com caracteristicas
desejaveis. Primeiramente, realiza-se a autofecundacdo de uma
populacdo-base, e a partir desta etapa sdo obtidas as sementes
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S,. Entre as plantas S, sdo selecionadas aquelas com os melhores
padrdes agrondmicos, principalmente para as caracteristicas de
alta herdabilidade. As sementes das plantas selecionadas sdo se-
meadas em linhas e autofecundadas e, em seguida, é realizada
uma selecdo entre e dentro das linhagens. Esse processo conti-
nua até as geracgoes S, - S,, quando se obtém genotipos em homo-
zigose.

A vantagem do método genealdgico é que se obtém linhagens
com bom padrdo agronémico, uma vez que a selecdo inicia em
S,, € o numero de linhagens € menor do que o numero de plantas
inicial. A desvantagem do método é que, dependendo da espécie
e da regido, como é feita a selecdo, pode-se realizar apenas um
ciclo por ano, pois as condicdes de cultivo tém de ser ideais.

Single seed descendent (SSD)

Realiza-se a autofecundacdo de uma populacado inicial da qual
se obtém as sementes S,. A partir de S,, cultiva-se uma semente
por linhagem a cada geracdo de autofecundacdo, sem que haja
selecdo artificial, de modo que a homozigose ocorra ao acaso.
O método pode sofrer variacdes, por exemplo, quando ocorre
semeadura de uma cova por planta na geragdo seguinte, para
garantir que todas as plantas da populacdo inicial estejam repre-
sentadas quando a homozigose for atingida.

O método SSD pode gerar maior variabilidade; contudo, com o
alcance da homozigose ao acaso, as linhagens finais tém um pa-
dréo, que pode ndo ser o desejado. O método ainda reduz o tempo
de obtencdo das linhagens, pois ndo requer condicGes ideais de
cultivo devido a ndo selecdo artificial, podendo-se realizar varios
ciclos por ano desde que se garanta a sobrevivéncia da espécie.

Cruzamento das linhagens

Apds o desenvolvimento das linhagens, é necessdria a avalia-
¢do das mesmas em cruzamentos, para avaliacdo e sele¢do do hi-
brido superior. Os cruzamentos em dialelo e topcross sdo os mais
comuns e indicados, porém devido a grande quantidade de cruza-
mentos possiveis, a partir de poucas linhagens, o melhorista pode
optar pelo topcross, cruzando todas as linhagens com um testador



comum. Além das informacdes dos proprios hibridos topcross,
este tipo de cruzamento permite obter informacdes sobre a ca-
pacidade de combinagdo das linhagens. Além disso, as linhagens
podem ser separadas em grupos heteroéticos distintos. A formacao
de grupos heterdticos € um método de agrupamento baseado nas
capacidades de combinacao geral e especifica dos individuos, e de-
finido com base na heterose produzida nas combinacdes hibridas,
de forma que se maximize a heterose entre grupos e aumente a
frequéncia de alelos favoraveis dentro dos grupos.

Com as informacgoes dos topcross, realizam-se apenas 0s cru-
zamentos entre as linhagens que apresentam as melhores capa-
cidades de combinacéo e que estdo em grupos heterdéticos dife-
rentes, viabilizando a obtencdo e a avaliacdo dos hibridos. Nesta
etapa, podem ser formados diferentes tipos de hibridos, sendo os
principais:

a) Hibrido simples (HS): obtido pelo cruzamento de duas linha-
gens endogamicas. E mais produtivo que os demais, apresentando
uniformidade de plantas e espigas; no entanto, as sementes pos-
suem custo mais elevado em relacdo aos outros tipos de hibridos,
pois a quantidade de sementes produzida por 4rea é reduzida.

b) Hibrido triplo (HT): resultado do cruzamento de um hibrido
simples (A X B) com uma terceira linhagem (C). Possui menor custo
de producdo que o HS, porém apresenta menor uniformidade e
producao de graos que ambos.

¢) Hibrido duplo (HD): resultante do cruzamento de dois hibri-
dos simples (A x B) x (C x D). E menos produtivo, apresenta maior
desuniformidade, melhor estabilidade e exige tecnologia frente
aos demais.

Apo6s a obtencdo e a avaliagdo dos hibridos, o melhorista se-
leciona os superiores, que seguirdo para ensaios regionais e de
VCU, e aqueles que forem realmente superiores, apds essas ava-
liagdes, serdo lancados comercialmente.
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1. Bases da PCR em Tempo Real Quantitativa

A PCR em tempo real quantitativa é uma ferramenta utilizada
em muitos laboratdrios, em aplicacoes voltadas a investigacdo
cientifica bdsica e no diagnostico direto de material genético.
Esta tecnologia une o principio da Reacdo em Cadeia pela Poli-
merase (PCR) com o monitoramento de emissdo de fluorescéncia
emitido por moléculas adicionadas nas reacdes, permitindo a vi-
sibilizacdo da polimerizacdo de produtos de PCR, gerados duran-
te areacdo (NAVARRO et al., 2015; PABINGER et al., 2014).

A cada ciclo de amplificacdo, ocorre um acréscimo linear na
emissdo de fluorescéncia, conforme produtos de PCR sdo pro-
duzidos. A correlacdo entre a quantidade de produtos de PCR
gerados a cada ciclo e a intensidade de fluorescéncia emitida é
utilizada para calcular a quantidade de DNA presente no inicio
da reacdo, levando em consideracdo o numero de ciclos necessa-
rios para que estes produtos sejam detectados pela primeira vez
(BUSTIN e NOLAN, 2004).

Os niveis de fluorescéncia emitidos em cada amostra podem
variar devido a altera¢des no meio em que a reacao ocorre, crian-
do um “sinal de fundo” (background signal). Este sinal de fundo
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é mais evidente durante os primeiros ciclos das reacdes, antes
que ocorra acumulo significativo do produto-alvo. A intensidade
de “sinal de fundo” emitido é utilizada para a determinagdo de
um limiar de fluorescéncia. Este limiar, ou linha basal (Baseline
Threshold), é calculado através de uma plataforma algoritmica
especifica, determinando o ponto em que a fluorescéncia emitida
por amostra excede a linha basal. O ciclo em que este ponto ocor-
re é chamado de Ciclo de Quantificacdo (Cq), que é inversamente
relacionado ao logaritmo do numero inicial de copias. O valor de
Cq reflete, portanto, o ponto em que ocorre acumulo de produtos
de PCR, suficiente para a detec¢cdo do DNA-alvo (BUSTIN; NOLAN,
2004).

2. Sistemas de Deteccao

2.1 Intercalantes de DNA

As moléculas mais comumente utilizadas para este método
sdo o SYBR Green I e Eva Green, que se ligam de forma reversi-
vel, porém forte, as moléculas de DNA de cadeia dupla por alo-
cacdo do croméforo entre os pares de bases empilhados. Estas
moléculas possibilitam o monitoramento da amplificacdo de pro-
dutos de PCR a cada ciclo, através da leitura da absorbancia de
energia luminosa (fétons). Esta energia, emitida por fluoréforos,
da-se através da excitacdo destes por absor¢do de comprimentos
de ondas especificos, emitidos por lasers ou lampadas halogenas
acopladas ao termociclador, bem como um fluorimetro para lei-
tura da emissdo de fluorescéncia. Desta forma, o acréscimo de
fluorescéncia é medido ao final de cada ciclo de PCR, quando
ocorre a formacdo de DNA de cadeia dupla (BUSTIN; NOLAN,
2004).

As principais vantagens deste método sdo a incorporacao
destes fluordéforos em protocolos previamente estabelecidos,
com oligonucleotideos iniciadores comuns. Outra vantagem é o
menor custo em relacdo ao uso de sondas de hidrolise, porém
apresenta menor especificidade quando comparado a esta. Esta
inespecificidade ocorre devido a possibilidade de liga¢do dos in-
tercalantes em cadeias simples de DNA e também de ligacdo in-



discriminada em qualquer outra cadeia dupla gerada durante a
reacdo, por exemplo: a emissdo de fluorescéncia inespecifica ge-
rada por ligacdo aos dimeros de primers (BUSTIN; NOLAN, 2004).

Uma forma de aumentar a especificidade das reacdes € a utili-
zacao de curva de dissociacdo ou curva de “melting”. Este proces-
so tem em vista a diferenciacdo de produtos especificos dos ndo
especificos, gerados apds o término da reagdo, através de uma
etapa adicional em que ocorre desnaturagdo gradativa das molé-
culas de DNA de cadeia dupla, conforme o aumento gradativo na
temperatura (50°C a 95°C).

Quando ocorre a desnaturacdo do DNA, ocorre a dissociagdo
dos intercalantes no meio, resultando em uma queda na emis-
sdo de fluorescéncia, até que permanegam apenas moléculas de
DNA de cadeia simples na reacdo, gerando curvas de dissociacdo
para cada amostra. Estas curvas de dissociacdo individuais sdo
entdo convertidas em picos distintos, representando graficamen-
te a primeira derivada negativa da fluorescéncia em funcdo da
temperatura.

Diferentes curvas de dissociacdo sdo observadas quando ocor-
re a amplificacdo de fragmentos inespecificos. Isto ocorre devido
a maior dificuldade de rompimento das trés pontes de hidrogé-
nio geradas entre as bases Guanina e Citosina, quando compara-
das a dupla ligacdo entre Adenina e Timina. Portanto, levando
em consideracdo a especificidade da sequéncia de nucleotideos
em cada cadeia, o tempo necessario para a desnaturagdo tam-
bém é diferente, gerando picos distintos (BUSTIN; NOLAN, 2004).

2.2 Sondas de Hidrolise (Sistema TaqgMan®)

O sistema de deteccdo, popularmente conhecido como Ta-
gMan, utiliza a atividade exonucleasica da enzima Taq polime-
rase como chave para o monitoramento dos produtos de PCR
gerados a cada ciclo. Esta técnica tem como base a utilizacdo de
oligonucleotideos, ou sondas de hidrolise, duplamente marcadas
com: um fluoréforo “reporter” na extremidade 5’ e um quencher,
ou abafador, na extremidade 3’(sendo TAMRA o0 mais comumen-
te utilizado). Semelhante aos fluordéforos intercalantes de DNA,
a emissdo de fluorescéncia do reporter da-se através da excita-
¢ao deste por absorcdo de comprimentos de ondas especificos e
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leitura por fluorimetro, acoplado ao equipamento termociclador
(KIM et al., 2013).

Em uma sonda TagMan intacta, a fluorescéncia emitida pelo
reporter acoplado a extremidade 5’ é absorvida pelo quencher lo-
calizado na extremidade 3. Isto ocorre através de transferéncia
de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET), fazendo com
que a intensidade de fluorescéncia emitida permaneca abaixo da
linha basal (KIM et al., 2013; BUSTIN; NOLAN, 2004).

Mais recentemente, quenchers escuros estdo substituindo os
fluorescentes em reacdes de PCR em Tempo Real, liberando, as-
sim, o TAMRA como reporter nas andlises multiplex, reacdes es-
tas em que sdo utilizadas mais de uma sonda de hidrélise, com
fluor6foros que emitem comprimentos de onda distintos, para
deteccdo de diferentes genes (BUSTIN; NOLAN, 2004).

Durante a etapa de polimerizacdo, todas as ligacdes de nucleo-
tideos a cadeia-base serdo quebradas. Isto ocorre devido a ativi-
dade exonucledsica da enzima Taq polimerase. Desta forma, a
sonda de hidrdlise é clivada gradativamente a partir da extremi-
dade 5’, separando o fluoréforo de seu abafador, permitindo que
esta fluorescéncia possa entdo ser detectada pelo equipamento
acoplado ao termociclador. Assim, a geragao de produtos de PCR
é detectada pelo monitoramento da fluorescéncia, gerado a cada
ciclo, conforme ocorre a clivagem das sondas de hidrélise, utili-
zadas na reacao (Bustin; Nolan, 2004).

Este sistema apresenta maior especificidade quando compa-
rado ao sistema de intercalantes de DNA, devido a utilizacdo de
trés oligonucleotideos que deverdo ser complementares ao DNA
molde. Entretanto, a necessidade de utilizacdo de uma sonda
complica o processo de concepc¢do dos oligonucleotideos que se-
rao utilizados em conjunto, devendo ser especificos para a se-
quéncia de interesse. E necessario, ainda, salientar que o compri-
mento do gene-alvo para as reacdes de qPCR é limitado, devendo
conter menos que 500 pares de bases. Tais dificuldades podem
levar a concepcdo e a utilizacdo de conjuntos, iniciador e son-
da, falhos, o que pode levar a producdo de resultados distorcidos
(BUSTIN; NOLAN, 2004).

Portanto, a escolha correta da sequéncia de nucleotideos uti-
lizados na sonda de hidrélise (compativel com a temperatura de
anelamento dos iniciadores) e de fluoréforos resulta em um per-



feito anelamento e, consequentemente, em eficiente clivagem e
liberacdo do reporter durante cada ciclo, possibilitando a con-
fiabilidade dos resultados obtidos por este sistema de detecgdo
e a criagdo de protocolos que possibilitem a deteccdo, com efi-
ciéncia, de produtos de PCR distintos, como no caso de reagdes
multiplex (BUSTIN; NOLAN, 2004; NAVARRO et al., 2015).

PCR em tempo real quantitativa relativa

A gPCR pode ser dividida em dois métodos de quantificacdo:

* Quantificacdo absoluta > feita através da comparacio dos
valores do Cq das amostras testadas com uma curva-padrado. O
resultado da andlise é quantidade de acido nucleico (numero de
copias, ug) por dada quantidade de amostra.

* Quantificacdo relativa > o resultado da andlise é uma rela-
¢do: a quantidade relativa (diferenca vezes) do gene-alvo, com-
parada a quantidade de um gene de referéncia (altamente pre-
servado). O gene de referéncia deve ter sua expressao constante
dentre as amostras testadas e ndo deve ser influenciado pelo tra-
tamento experimental em estudo.

Neste capitulo, abranger-se-do apenas os métodos de quanti-
ficagdo relativa. Para facilitar o entendimento de cada método,
utilizou-se de um exemplo pratico. Seu experimento visa a ve-
rificar se existe diferenca entre o nivel de expressdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) entre células ovarianas cancerosas
e normais, e, caso sim, o quanto. Esta comparacdo pode ser feita
de duas formas:

(1) Pode-se extrair o RNA de 1.000 células cancerigenas e 1.000
células normais e determinar a quantidade de TNFa das
amostras, realizando uma RT-gPCR especifica para TNFa.
Descobrir-se-4, entdo, a diferenca relativa de TNFaq, através
da razdo entre o numero equivalente de células ovarianas
cancerosas e normais.

(2) Ou entdo, por exemplo, verificar a expressdo de um gene
de referéncia altamente conservado entre as amostras, por
exemplo, o gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPDH),
cuja expressdo deve ser semelhante em células canceri-
genas e normais. Neste caso, amostras de RNA podem ser
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extraidas a partir de quantidades aproximadas de célu-
las cancerosas e normais, sem a necessidade de se saber
o numero exato de células. Apds a extragdo, os niveis de
expressdo de TNFa e de GAPDH das amostras sdo determi-
nados através da RT-qPCR. A expressdo relativa de TNFa de
células cancerosas VS. normais é determinada tomando a
razao entre a expressao de TNFa normalizado pelo GAPDH
nos dois tipos de células.

A diferenca entre os dois métodos de andlise descritos acima
é o tipo de normalizador utilizado. No primeiro cendrio, o nor-
malizador é o numero de células. No segundo, o normalizador é
o nivel de expressdo de um gene de referéncia (no caso, GAPDH).
As manipulacdes matemadticas para os dois cendrios serdo apre-
sentadas a seguir. Em ambos o0s casos, o resultado final é uma
descricdo quantitativa de uma determinada propriedade de uma
amostra em relacdo a de outra amostra.

3.1 Quantificacdo relativa normalizada pela unidade de
massa (Exemplo 1)

A vantagem da utilizacdo de uma unidade de massa (tal como o
numero de células ou de pug de acido nucleico), ao invés de um gene
de referéncia como normalizador, é que o desenho experimental
é conceitualmente simples, assim como o tratamento matematico.

O método requer a quantificacdo precisa do material de par-
tida, independentemente se o numero de células ou pg de acido
nucleico for utilizado como normalizador. Quando se comparam
amostras multiplas através da quantificacdo relativa, uma amos-
tra é geralmente escolhida como calibrador (amostra-controle), e
a expressdo do gene-alvo (ex. TNFa), em todas as outras amostras,
é expressa como aumentado ou diminuido em relagdo ao calibra-
dor. Usualmente, a amostra do grupo ndo tratado ou sadio € es-
colhida como calibrador. No caso do exemplo, as células ovaria-
nas normais seriam escolhidas como calibrador, e as cancerosas,
como amostra-teste.

Para determinar a expressao relativa de TNFa em células can-
cerosas de ovario VS. normais, amostras de RNA total foram extrai-
das a partir de um numero igual de células ovarianas normais e



cancerosas. Os valores de Cq para a amostra-teste (células cancero-
sas) e a amostra-calibrador (células normais) foram entdo usados
para calcular a relacdo entre os dois, através da seguinte equacao:

Relagdo (teste/calibrador) = E Calcalibrador) - Cqtteste)
E - Eficiéncia do teste — Assumindo-se que a eficiéncia da rea-
¢ao seja 100%, o E = 2, entdo:

Relagdo (teste/calibrador) = 2 Catcalibradon ~Cqlteste) gy
Relacdo (teste/calibrador) = 2@ em que, ACq = Cq(calibrador)
— Cq(teste)

3.2 Quantificacdo relativa normalizada pelo gene de referén-
cia (Exemplo 2)

Este tipo de normalizacdo tem a vantagem de ndo necessitar
de uma quantificacdo exata do material de partida, sendo vanta-
joso em casos em que o material de partida é limitado. A desvan-
tagem desta técnica deve-se ao fato de requerer um gene de re-
feréncia com expressdo constante em todas as amostras testadas
e cuja expressdo ndo € alterada pelo tratamento. Recentemente,
foi proposto que, na maioria dos casos, a utiliza¢do de multiplos
genes de referéncia é necessaria para a quantificacdo, a fim de se
verificar qual deles ou a associa¢do entre eles melhor se adapta
ao experimento. A verificacdo de qual ou de quais genes de refe-
réncia devem ser utilizados, pode ser realizada através de soft-
wares especificos (geNorm, NormFinder e/ou BestKeeper).

Para determinar a expressdo relativa de um gene-alvo (ex.
TNFa) da amostra-teste e amostra calibrador usando gene(s) de
referéncia como o normalizador(es), os niveis de expressao do(s)
gene(s) de referéncia e do alvo devem ser determinados utilizan-
do-se, para tanto, da RT-qPCR. Em suma, é preciso determinar os
valores do Cq, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Valores Cq necessarios para a quantificagéo relativa

Teste Calibrador (cal)

Gene-alvo Cq (alvo, teste) Cq (alvo, cal)

Gene de referéncia (ref) Cq (ref, teste) Cq (ref, cal)
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Apds os Cgs serem obtidos, existem trés diferentes métodos
que podem ser utilizados para determinar o nivel de expressdo
do gene-alvo da amostra-teste em relagdo a amostra-calibrador:
1) Método de Livak, também conhecido como método 24¢q; 2)
Meétodo de ACq; e 3) Método de Pfaffl.

Meétodo de Livak (Método 22¢1)

Este método é amplamente utilizado e de facil execucdo. Ele
assume que tanto os genes-alvo quanto os de referéncia sdo am-
plificados com eficiéncias préoximas de 100% + 5%. Apds estabe-
lecer que os genes-alvo e de referéncia possuem eficiéncias de
amplificacdo semelhantes e proximas de 100%, pode-se deter-
minar a diferenca relativa do gene-alvo em diferentes amostras,
utilizando os seguintes passos:

Primeiramente, normalizar o Cq do gene-alvo através do gene
de referéncia (ref), tanto para a amostra-teste quanto para a
amostra-calibrador:

ACq(teste) = Cq(alvo, teste) — Cq(ref, teste)

ACq(calibrador) = Cq(alvo, calibrador) — Cq(ref, calibrador)

Posteriormente, normalizar o ACq da amostra-teste
pelo ACq da amostra-calibrador:
AACq = ACq(teste) — ACq(calibrador)

Por ultimo, a relacdo entre ambos:
2-44¢ = Relagdo normalizada

O resultado obtido nos remete a quantas vezes o gene-alvo
estd aumentado (ou diminuido) na amostra-teste em relacdo ao
calibrador, sendo normalizado pela expressdo do gene de refe-
réncia. Se os genes de referéncia e alvo ndo possuem eficiéncias
de amplificacdo semelhantes, pode-se otimizar ou redesenhar os
ensaios ou, entdo, utilizar o método Pfaffl. Por outro lado, se os
genes de referéncia e alvo apresentam eficiéncia de amplificacdo
idénticas, mas a eficiéncia ndo é igual a 2 (100%), uma forma mo-
dificada do método 2% pode ser utilizada, substituindo o 2 na
equacao pela eficiéncia de amplificacdo real.



Meétodo do ACq

Este método é uma variacdo do método de Livak, sendo mais
simples de calcular e apresentando o mesmo resultado. Este
método utiliza a diferenca de valores de Cq entre os genes de
referéncia e alvo para cada amostra. Os valores de expressao re-
sultantes obtidos neste método sdo divididos pelo valor do cali-
brador escolhido. Os resultados deste calculo sdo exatamente os
mesmos que 0s obtidos com o método 2-44¢q;

Expressdo da amostra-calibrador (referéncia/alvo) =
2Cq(referéncia) - Cq(alvo)

Expressdo da amostra-teste (referéncia/alvo) = 2Catreferéncia) - Cqtalvo)

Relacdo normalizada = Expressdo da amostra-teste/ Expres-
sdo da amostra-calibrador

Os pressupostos matematicos para esta abordagem sdo os
mesmos que aqueles para o método 244¢q,

Método de Pfaffl

O método 242 (Livak) para calcular a expressdo génica rela-
tiva s¢ é valido quando as eficiéncias de amplificagdo dos genes-
-alvo e de referéncia forem semelhantes. Caso os dois fragmentos
amplificados apresentem eficiéncias diferentes, uma férmula al-
ternativa deve ser utilizada. Para determinar a taxa de expres-
sdo entre a amostra-teste e o calibrador, deve-se utilizar a seguin-
te formula:

Relagdo normalizada = (Eteste)Ca teste (referéncia ~alvo)
(Ecalibra dor)ACq’ calibrador (referéncia - alvo)

Na equacdo acima, a Eteste € Ecalibrador 30 as eficiéncias de am-
plificacdo das amostras-teste e controle, respectivamente. ACq,
teste (calibrador - teste) = Cq do gene de referéncia menos o Cq
do gene-alvo na amostra-teste; e o ACq, calibrador (calibrador
- teste) é o Cq do gene de referéncia menos o Cq do gene-alvo
da amostra-calibrador. A equacdo acima assume que cada gene

91



92

(alvo e referéncia) apresente a mesma eficiéncia de amplificacdo
nas amostras, mas ndo necessariamente que as amostras-teste e
calibrador possuem a mesma eficiéncia de amplificacdo.

4. PCR em tempo real quantitativa absoluta

Ao contrario da PCR convencional (cPCR), em que o produto
amplificado é submetido a eletroforese em gel de agarose para
visualizagdo do resultado, a qPCR pode mensurar a amplifica-
¢do de DNA durante o progresso da reacdo, ou seja, em tempo
real. A deteccdo em tempo real sé é possivel pela adicdo de uma
molécula fluorescente que reporta o aumento na quantidade de
DNA por meio do aumento proporcional do sinal de fluorescén-
cia. Sendo assim, a principal vantagem da qPCR sobre a cPCR é
sua capacidade de poder determinar a quantidade de template
no inicio da reacéo, promovendo, com alta acuracia, precisao e
sensibilidade a quantificacdo do numero de cépias de DNA-alvo.

A simplicidade conceitual e pratica da qPCR, aliada a sua ra-
pidez, alta sensibilidade e especificidade, faz com que essa ferra-
menta seja a técnica “padrao-ouro” para a quantificacdo de aci-
dos nucleicos. Essa popularidade é refletida em um alto numero
de publicagoes, reportando os dados de qPCR. Porém, a falta de
consenso na realizacdo, na analise e na interpretacdo dos dados
quantitativos obtidos por experimentos, utilizando a gPCR, pode
levar a erros graves, dificultando e, as vezes, impossibilitando a
analise da qualidade dos trabalhos.

Nesse sentido, Bustin et al. (2009), em seu artigo “The MIQE
Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments”, descrevem importantes informa-
¢des com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos resultados,
ajudando a garantir a integridade da literatura cientifica, promo-
vendo a consisténcia entre laboratérios e 0 aumento da transpa-
réncia experimental.

Em principio, a quantificacdo de acidos nucleicos por meio da
gPCR ndo mostra dificuldades. Quanto maior o numero de cépias
de acidos nucleicos no inicio da rea¢do, menor é a quantidade
de ciclos requeridos para gerar um numero especifico de produ-
to. Portanto, o numero de ciclos requeridos para a fluorescéncia
chegar a um especifico limiar de deteccdo (threshold) é inversa-



mente correlacionado com a quantidade de acidos nucleicos na
amostra. A conversao do ciclo de quantificacdo (Cq) para a quan-
tidade de acidos nucleicos na amostra é obtida pela interpolacdo
dos valores de Cq da amostra-teste, versus os valores de Cq da
curva-padrao obtidos por meio de uma diluigdo seriada de DNA,
para a qual a quantidade de template inicial é previamente co-
nhecida.

Um dos principais entraves na andlise de dados quantitativos
é a obtencdo de dados imprecisos ou pouco acurados. E neces-
sario ter em mente que: (1) um resultado pode ser preciso, mas,
ao mesmo tempo, precisamente errado; (2) uma quantificacdo
precisa ndo é a mesma coisa que uma quantificagdo acurada; (3)
dados altamente acurados sdo dificeis de serem obtidos. Enquan-
to a precisdo se refere a reprodutibilidade e a repetibilidade, a
acuracia é a medida de concordancia entre os valores experi-
mentalmente obtidos e o valor real, o qual provavelmente é des-
conhecido.

A gPCR possui uma amplificagdo exponencial de moléculas-
-alvo. Assumindo que a eficiéncia de amplificacdo (E) é de 100%,
cada molécula de DNA serd duplicada a cada ciclo. Desta forma,
é possivel extrapolar o numero de moléculas que havia no inicio
dareacdo, utilizando a formula (N, = N, x 2"). Entretanto, na vida
real, uma E de 100% dificilmente é obtida, e um modelo matema-
tico mais apropriado e que leva em conta a E pode ser baseado
na equagdo: N =N (1+E).

Outra propriedade importante da qPCR € a influéncia do nu-
mero de copias de DNA no inicio da reacdo. A obtencdo de da-
dos quantitativos a partir de amostras contendo 1.000 cépias de
DNA-alvo no inicio da reacdo é muito acurada. Por outro lado,
amostras que contenham numero de copias inicial menor que
1.000, fazem com que a estimativa do numero de moléculas-alvo
seja dificultada. Uma molécula de DNA, ao final de um ciclo de
amplificacdo, pode ser duplicada ou, ainda, permanecer como
uma unica molécula. De fato, se a E é de 0,8, ha a probabilidade
de 20% que, apds um ciclo de amplificacdo, ela ainda permaneca
como uma simples copia. Essa incerteza de amplificacdo é corre-
lacionada com a E: Uma amostra contendo 100 copias de DNA-
-alvo no inicio da reacéo possui a incerteza de 10% se a E for de
0,9, mas essa incerteza aumenta dramaticamente para 25% se a
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E for de 0,5.

Quando amostras contendo baixo numero de cépias de DNA
template no inicio da reagdo sdo mesuradas por qPCR, pode ser
observado alta diferenca no numero de cépias entre as réplicas.
Essa diferenca no numero de cépias entre as réplicas pode ser
explicada pelo “Efeito de Monte Carlo”, uma inerente limitacdo
da gPCR quando amostras contendo baixa concentracao de DNA
sdo analisadas.

O cerne da quantificacdo de acidos nucleicos por qPCR esta
pautado na eficiéncia de amplificacdo. De forma simplificada, a
quantificacdo absoluta refere-se em comparar uma amostra des-
conhecida com um padrdo externo (curva-padrdo), cuja concen-
tracdo de DNA é previamente conhecida. A curva-padrdo pode
ser preparada usando DNA gendmico, Gblocks, DNA plasmidial,
RNAs, etc., cada um com suas vantagens e desvantagens. Além de
ser um passo crucial para a realizacdo da qPCR, a curva-padréo
fornece informacdes vitais que asseguram a qualidade da rea-
cdo. Dentre essas, os resultados da eficiéncia de amplificacdo (E),
o quadrado do coeficiente de regresséo (R,), intercepto do eixo
Y (y-intercepto) e o Slope, mostram o qudo acurado e sensivel é
seu teste. Os parametros para cada um dos indicadores ([E = >90
ou <105%]; [R, = >0.980]; [slope = -3.32]) devem ser verificados e
respeitados, a fim de se obter resultados acurados.

Sendo assim, é possivel, por exemplo, determinar o numero
de particulas virais na amostra de um paciente infectado ou ava-
liar o potencial de diferentes principios ativos frente a infecgdo
por bactérias, protozodarios, helmintos, etc., entre pacientes hu-
manos e animais. De posse dessas informacdes, pode-se avaliar
a carga parasitaria durante o curso da infec¢do e identificar qual
principio ativo possui melhor desempenho no tratamento de di-
ferentes enfermidades.

5. LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)

A amplificagdo circular isotérmica de DNA (LAMP) é um mé-
todo desenvolvido para amplificar DNA com alta especificidade,
eficiéncia e rapidez em condigdes isotérmicas, fato que possibi-
lita a ndo utilizacao de termocicladores para sua execucdo (NO-
TOMI et al., 2000).



Inicialmente, este método utilizava um conjunto de quatro
oligonucleotideos iniciadores, os quais reconhecem seis regides
distintas do DNA-alvo, sendo estes: 0s externos sense e antissen-
se, e 0s internos sense e antissense. Estes ultimos sdo, na ver-
dade, oligonucleotideos complementares a duas regides distintas
do DNA-alvo (NOTOMI et al., 2000). Posteriormente, foi verifi-
cado que a adicdo de dois novos oligonucleotideos iniciadores
poderia acelerar a reacdo, os quais foram denominados loop pri-
mers (NAGAMINE et al., 2002).

A enzima utilizada neste método, originalmente isolada do
Bacillus stearothermophilus e denominada BST polimerase, pos-
sui atividade 5" 3~ polimerase, porém ndo possui atividade 5°
> 3" e3> 5" exonuclease, o que permite a utilizacdo da mes-
ma em uma reacdo isotermal (NEW ENGLAND, BIOLABS, 2016).
Portanto, ndo é necessdria a utilizacdo de trés temperaturas dis-
tintas, como classicamente empregada nos protocolos de cPCR,
a citar: temperaturas de desnaturac¢do, anelamento e extensao.

A LAMP possui alta eficiéncia em amplificar o DNA-alvo. E
capaz de detectar baixo numero de cépias de uma amostra de
DNA-alvo, além de mostrar-se altamente especifica (NOTOMI et
al., 2000). Este método sofre menor interferéncia de inibidores
de reacdo de amplificagdo de DNA quando comparada ao cPCR
(KANEKO et al., 2007). Para sua realizagdo, ndo é necessaria a uti-
lizacdo de equipamentos sofisticados. O custo por reacdo é muito
baixo (aproximadamente 1 délar) (GRAB et al., 2011).

A visibilizacdo dos resultados da LAMP pode ser realizada
por diferentes métodos. Inicialmente, a visibilizacdo dos resul-
tados era baseada na eletroforese em gel de agarose contendo
intercalantes de DNA (NOTOMI et al., 2000). Logo em seguida,
perceberam que a turbidez formada pela presenca de pirofosfa-
to de magnésio, composto este formado durante a amplificagdo
de DNA, poderia ser um método de visibilizacdo dos resultados
(MORI et al., 2001). Ainda, a aquisicdo dos resultados pode ser
realizada em aparelhos de PCR em tempo real equipado com tur-
bidémetro ou a olho nu, por meio da observacao de turbidez nas
amostras positivas, logo ap6s a reacdo ser finalizada.

Posteriormente, outros métodos de revelagdo foram desenvol-
vidos, tais como a utilizacdo de calceina, a qual inicialmente se
liga aos ions de manganés (Mn*?), ficando “abafada” sem emitir
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fluorescéncia; durante a reacdo, devido a formacdo de pirofosfa-
to, a calceina perde o Mn*2 e emite fluorescéncia, que por sua vez
é amplificada pela entrada de Mg*? no lugar antes ocupado pelo
Mn*? (TOMITA et al., 2008). Neste mesmo sentido, propuseram a
utilizacdo de probes marcadas com fluor6foros, para visualizar
o resultado da reacdo a olho nu (MORI et al., 2006). Adicional-
mente, pode-se adicionar SYBR Green I na amostra logo apos o
término da reacdo. Nesta condicdo, as amostras positivas mu-
dam a cor para um tom de verde, possibilitando a visualizagao a
olho nu, sem necessidade de equipamentos (NJIRU et al., 2008).
Ainda, pode-se utilizar azul de hidroxinaftol para a revelacdo da
reacdo. Neste caso, o produto da reacdo adquire cor azulada nas
amostras positivas, ao passo que amostras negativas adquirem
coloracdo roxa. Nesta ultima variacdo de revelacdo da reacdo,
ndo se faz necessdria a utilizacdo de equipamentos sofisticados
(GOTO et al., 2009), possibilitando a realizacdo desta técnica em
locais sem grandes recursos financeiros.

Inicialmente, a LAMP foi criada visando a deteccdo de RNA,
requisitando para tal a adi¢do de transcriptase reversa (NOTO-
MI et al., 2000), sendo descritos diversos protocolos de RT-LAMP
(BUATES et al., 2010). Alguns anos apoés a criacdo deste método
de amplificagdo de DNA, alguns pesquisadores adaptaram a téc-
nica para a deteccdo de proteinas especificas com alta eficiéncia,
mostrando novos rumos a utilizacdo deste método de diagnosti-
co (GRAB et al., 2005; BURBULIS et al., 2015).
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1. Introducao

O melhoramento genético de plantas constitui-se em um pro-
cesso que visa a modificar a constituicdo genética das plantas, a
fim de atender as necessidades da populacdo humana (BUENO
et al., 2006). As plantas autdégamas possuem o mecanismo de au-
tofecundacgdo como principal sistema de reproducdo. Sendo as-
sim, para atingir os objetivos de um programa de melhoramento
genético de plantas autégamas com sucesso, € necessario seguir
pelo menos cinco etapas principais: 1°) definicdo das caracteris-
ticas de interesse com estudo detalhado da diversidade genética
e escolha dos melhores genitores para compor 0s processos de
hibridacéo, etapa conhecida como pré-melhoramento; 2°) hibri-
dacdo artificial entre os genitores escolhidos e formagdo da po-
pulacdo sobre a qual sera realizada a selecdo; 3°) conducao das
populacdes segregantes e selecdo dos genotipos promissores; 4°)
ensaios finais com os genotipos selecionados, em experimentos
com repeticdes, conduzidos em diversos locais e anos, e 5°) regis-
tro da nova cultivar desenvolvida.
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2. Pré-Melhoramento

O principal objetivo de um programa de melhoramento ge-
nético de autdgamas, assim como para a maioria das espécies
de importancia econdmica, é desenvolver novas cultivares que
atendam tanto aos interesses dos agricultores quanto aos da so-
ciedade. No entanto, para alcancar estes objetivos, é necessario,
além de conhecimento profundo nas areas de genética, melhora-
mento vegetal e estatistica, conhecimento em outras 4reas cor-
relacionadas, como fisiologia vegetal, bioquimica, fitopatologia,
botanica, entomologia e sistema de producdo, que envolvem o
manejo e o cultivo da cultura com a qual se estd trabalhando.

A primeira etapa é definir qual ou quais serdo os objetivos
principais a serem considerados no programa de melhoramen-
to e, a partir deste momento, delinear quais serdo os préoximos
passos para a obtencdo de novas cultivares, sempre lembrando
que cada linha de pesquisa ndo deve envolver muitos caracte-
res, pois, geralmente, a medida que é incrementado o numero de
caracteres de interesse, o ganho com a selecdo tende a diminuir
(DE CARVALHO et al., 2008).

Em seguida, deve-se realizar um estudo detalhado da diversi-
dade genética da cultura para a escolha dos genitores que pode-
rdo proporcionar as melhores combinac6es, expondo a maxima
variabilidade genética possivel e, consequentemente, possibili-
tar a obtencdo das melhores progénies sobre as quais sera reali-
zada a selecdo. Por este motivo, as hibridagdes artificiais sempre
devem ser feitas entre os genitores de melhor desempenho, que
apresentem complementariedade de caracteres e apresentem
diversidade genética adequada para a obtencdo de variabilida-
de genética nas populacdes segregantes. Atualmente, a principal
ferramenta utilizada para identificar a diversidade genética sdo
os marcadores moleculares, os quais possibilitam avaliar um ele-
vado numero de gendtipos em um curto espaco de tempo.

Vale ressaltar que a escolha dos genitores se caracteriza como
uma das principais etapas do processo de melhoramento gené-
tico, pois um equivoco nesta etapa pode comprometer todo o
trabalho que sera realizado posteriormente. Apds a escolha acu-
rada dos parentais, a proxima etapa do programa € a realizacdo
das hibridagdes artificiais.



3. Hibridacoes Artificiais em Plantas Autégamas

A hibridacdo artificial de plantas é a base do programa de
melhoramento genético, pois a partir dela, formam-se as popu-
lacBes sobre as quais serd realizada a selecdo. Para realizar este
processo, sempre que possivel, devem-se utilizar genitores que
apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis, de acordo
com o objetivo do programa de melhoramento.

A principal contribuicdo das hibridacdes artificiais esta rela-
cionada ao incremento da variabilidade genética, a qual é indis-
pensavel para que o processo de selecdo seja eficiente e possibili-
te a obtencdo dos resultados almejados, pois o objetivo principal
das hibridacGes é tentar unir, na progénie, alelos de interesse
agrondmico que anteriormente se encontravam separados em
ambos o0s genitores.

Para exemplificar como é feito o processo de hibridacdo em au-
tégamas, serd utilizada como exemplo a cultura da soja (Glycine
max L.), visto que, para cada cultura, existem particularidades.

A hibridacdo em soja geralmente é feita de forma manual,
com o auxilio de uma pinca de ponta reta, sem ranhuras no in-
terior e com a extremidade fina. O primeiro passo € realizar a
emasculacdo do genitor feminino. Esta etapa devera ser realiza-
da antes da abertura do botdo floral, pois devido ao fato de a soja
apresentar cleistogamia, a autofecundacdo do estigma ocorre an-
tes da abertura da flor (BOREM et al., 2009).

O botdo floral utilizado como genitor feminino devera ser
aquele que abrird no dia seguinte a emasculacdo. Neste estagio
de desenvolvimento, é possivel ver o dpice das pétalas surgindo
entre as sépalas. A emasculacdo é feita segurando-se o botéo flo-
ral com o auxilio do dedo indicador e do polegar, entdo com a
pinca retira-se cada uma das sépalas com um movimento para
baixo e, em seguida, devem-se remover as pétalas. O operador
que possui experiéncia, consegue, com um unico movimento, re-
mover todas as pétalas e as anteras, deixando a flor emasculada.
Caso as pétalas e os grdos de polen ndo saiam, os mesmos devem
ser removidos um a um, sempre tendo o maximo de cuidado para
ndo danificar o ovdrio da flor, pois se isto ocorrer, possivelmente,
ocorrerd o abortamento da mesma.

A flor a ser utilizada como genitor masculino, deve ser, de pre-
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feréncia, uma flor do dia, com as pétalas bem vistosas. Apds a
escolha da flor, deve-se retirar cuidadosamente a sépala que fica
em frente a quilha e, entdo, com o auxilio de uma pinga, deve-se
abrir a quilha, retirar o ovario com as anteras e derrigar o polen,
gentilmente, sobre o estigma da flor feminina emasculada. No
caso da soja, quando se trabalha em casa de vegetagdo, ndo é
necessario fazer a protecdo da flor ap6s a polinizacao.

Ap6s o processo de hibridacdo, o cruzamento deve ser iden-
tificado. Para isto, em uma etiqueta (modelo relojoeiro), deve-se
escrever o nome do genitor feminino (é padrao sempre escrever
0 nome do genitor feminino no inicio), do genitor masculino, a
data em que foi realizada a hibridacdo e o nome do melhorista
que realizou o processo.

Sempre que possivel, devem-se utilizar, como genitor femini-
no, plantas que apresentem flores brancas e, como genitor mascu-
lino, plantas que apresentem flores roxas, visto que a cor da flor
roxa apresenta dominancia sobre a branca (marcador morfoldgi-
co). Sendo assim, se todas as plantas F, apresentarem flor de co-
loracdo roxa, indica que elas sdo provenientes de hibrida¢do; no
entanto, se as plantas F, apresentarem flores de coloragédo branca,
ocorreu autofecundacdo. Além disso, o carater cor da flor apre-
senta pleiotropia com o carater cor do hipocédtilo e, assim sendo, a
identificacédo das plantas provenientes de hibridacdo em F, pode
ser realizada logo ap6s a emergéncia das plantulas (BOREM et al.,
2009).

4. Métodos de Conducao de Populacdes Segregantes

Apos a escolha dos genitores e a realizacdo das hibridacdes,
o0 processo de selecdo tem por finalidade identificar os melhores
individuos dentro da populacdo segregante. Para o sucesso da
selecdo, a experiéncia do melhorista e a qualidade de conducdo
das populacdes sdo de extrema importancia, pois a mesma é feita
principalmente por meio de avalia¢des visuais. Os métodos de
conducdo de populacdes segregantes mais utilizados no melho-
ramento de autégamas sdo: Genealdgico (Pedigree), Populacional
(Bulk), Retrocruzamento e SSD (Single Seed Descent).



5. Método Genealdgico (Pedigree)

O método genealdgico possui como caracteristica principal o
inicio do processo da sele¢do em F,, com sucessivas selecdes até
que os genotipos apresentem elevado grau de homozigose. As de-
cisdes devem ser tomadas entre centenas ou milhares de indivi-
duos da populacdo, os quais estdo segregando para as caracteris-
ticas de interesse. Em todas as etapas do método, é realizada uma
série de anotacdes que proporcionam as relagdes entre as familias
que estdo sendo avaliadas. Desta forma, ao atingir as geracdes de
elevada homozigose (F, em diante), o melhorista consegue saber
exatamente qual foi a planta F, que deu origem aquele gendtipo.

Na geracdo F,, ndo é realizada selecdo, porém devem-se for-
necer condi¢des ideais para as plantas produzirem o maximo de
sementes possivel, pois, desta forma, o numero de recombina-
¢Oes genéticas na geracgdo F, serd maior. A sele¢do inicia-se na
geracdo F,, onde comeca a segregacdo. Em F,, as plantas devem
ser semeadas de forma espagada, visando a permitir que as mes-
mas expressem todo seu potencial genético e que o trabalho de
avaliacdo do melhorista seja facilitado. Na geragdo F,, cada plan-
ta selecionada em F, dara origem a uma linha no campo, na qual
serd realizada nova selecdo. Nesta etapa, inicia-se a selecdo en-
tre e dentro das linhas (familias), sempre buscando selecionar as
plantas com as melhores caracteristicas. As geragbes F, e F, sdo
conduzidas da mesma forma que a geracéo F,, porém acentua-se
a selecdo entre familias. A partir de F, sdo conduzidos os ensaios
com repeticdes e ndo ocorre mais a selecdo dentro da linha, so-
mente entre as mesmas. As familias que se destacarem em todos
0s anos e locais sdo multiplicadas e poderdo ser disponibilizadas
aos agricultores (Figura 1A).

A principal vantagem do método genealdgico consiste no fato
de o melhorista possuir um conhecimento detalhado de todas as
familias que estdo sendo avaliadas. No entanto, devido a grande
necessidade de anotagdes, este método torna-se bastante traba-
lhoso, demandando muita méo de obra. Além disso, como é rea-
lizado selecdo em todas as geracdes, as populacdes segregantes
ndo podem ser conduzidas fora da esta¢do de cultivo, tornando o
processo de obtencdo de novas cultivares mais demorado, quan-
do comparado com outros métodos.
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6. Método Populacional (Bulk)

O método populacional, também denominado de Bulk , é co-
nhecido por ser um método de conducdo mais simples quando
comparado ao método genealdgico. Este método baseia-se na se-
lecdo natural para a identificacdo dos gendtipos superiores.

A partir da geragdo F,, as plantas sdo colhidas em conjunto
e apenas uma amostra € reservada para a geracdo F,. Esse pro-
cesso é repetido até que o nivel de homozigose desejado seja al-
cancado. Em algumas espécies, exige-se que as populagdes sejam
conduzidas até geragdes F, ou F,, porém em alguns casos, a partir
da geracdo F, ja se torna suficiente.

Na geracdo em que ocorrerd a selecdo, o plantio devera ser
mais espacado para melhor observacdo das plantas pelo me-
lhorista. Os gendtipos desejaveis sdo selecionados, e as plantas
sdo trilhadas separadamente. Cada planta ird gerar uma linha
na geracdo seguinte. As fileiras que se apresentarem mais pro-
missoras serdo colhidas em “Bulk” ou de forma conjunta, sendo
avaliadas em ensaios preliminares de linhagens. Apds a coleta e
a andlise dos dados, as melhores linhagens serdo destinadas para
os ensaios intermedidrios de linhagens e, posteriormente, para
os ensaios finais de linhagens (Figura 1B).

Este método possui como vantagens sua simplicidade e baixo
custo, permitindo o uso de mecanizacdo na colheita e por ser fa-
cilmente associado a outros métodos por meio de modificacdes.
As desvantagens consistem em: parte da geragdo F, ndo é repre-
sentada nas geragdes posteriores, além da necessidade de se tes-
tar um grande numero de linhagens ap6s a homozigose.
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Figura 1. Esquema do Método Genealdgico (A) e Método da Populagao (B).

7. Método SSD (Single Seed Descent)

O método SSD tem como caracteristica a reducdo do tempo
requerido para a obtencdo das linhagens homozigoticas. Nas fa-
ses iniciais desse método, ndo é necessario ter condicdes ideais
de cultivo, podendo ser realizada mais de uma geracdo por ano.

O método consiste na colheita de uma unica semente por
planta, que ird originar uma nova planta na geracdo seguinte.
Esse processo € realizado de F, até F.. A partir da geragdo F_, as
condicOes devem ser as recomendadas, pois serd iniciada a sele-
¢do. Da geragdo F, em diante, as progénies com desempenho su-
perior sdo colhidas em Bulk e avaliadas em ensaios preliminares
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de linhagens (EPL). A partir dessa etapa, os procedimentos sdo
comuns aos outros métodos (Figura 2).

Apesar de ser um método muito utilizado, apresenta alguns
problemas, como a perda de individuos por causas ambientais,
diminuindo a representatividade da populacdo, além da forte in-
fluéncia da selecdo natural. Para corrigir esse problema e alguns
inconvenientes surgidos, algumas variacdes do método foram
propostas. Dentre essas variacgdes, podem-se mencionar: SPD
(Single Pod Descent), SPDS (Single Pod Descent with Selection),
SHD (Single Hill Descent) e SHDT (Single Hill Descent Thinned).
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Figura 2. Esquema do Método SSD (Single Seed Descent).

8. Método do Retrocruzamento

O método do retrocruzamento € uma técnica que permite a
transferéncia de um ou de poucos genes de interesse de um geni-
tor denominado doador (ndo recorrente) para outro denomina-
do receptor (recorrente).

De acordo com Fehr (1987), este método € utilizado para me-
lhorar uma caracteristica pontual de um gendtipo que ja possua



bons atributos agronémicos. Desta forma, o genitor recorrente,
geralmente, é uma cultivar de interesse comercial, porém com li-
mitagdes em uma ou poucas caracteristicas, as quais o melhoris-
ta busca solucionar com a transferéncia de genes de um genitor
doador.

Na pratica, como demonstrado na Figura 3, este método con-
siste na realizacdo do cruzamento entre um genitor doador (D)
para a caracteristica de interesse, com um genitor recorrente (R)
a ser melhorado, obtendo-se a F,. Em seguida, as progénies sdo
retrocruzadas com o genitor recorrente repetidas vezes, selecio-
nando-se para a caracteristica a ser incorporada, recuperando-
-se, assim, as caracteristicas do genitor recorrente em conjunto
com o novo carater de interesse. Normalmente, sdo necessarios
entre cinco a seis retrocruzamentos para se obter alto grau de
recuperacdo do genitor recorrente.

Recorrente Doador

EE v (=]
sox F B ] x HEEE
75%  RC ﬂ]/x [ R |
87,5% RC, ﬂl [ R |
93,75% RC, n] [ r |

- Swbecia
-

99,25% RC, [HENN

Figura 3: Esquema basico do Método do Retrocruzamento

Por meio deste método, caracteristicas controladas por um ou
poucos genes sdo facilmente transferidas, sendo que a selecdo
para alelos dominantes, geralmente, é realizada de forma mais
facil que para os alelos recessivos. No caso da transferéncia de
genes recessivos, é necessaria a autofecundacao nas geragdes im-
pares para a realizacdo da selecdo da caracteristica. Detalhes so-
bre estes procedimentos podem ser encontrados em Fehr (1987),
Destro e Montalvan (1999).
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Este método possui como vantagem a utilizacdo de um genétipo
ja conhecido, com alta previsibilidade do resultado, além de poder
ser conduzido fora da regido onde o novo genoétipo sera cultivado;
por este motivo, apds a obten¢do da nova cultivar, ndo é necessa-
ria a conducéo de testes finais para comprovar seu desempenho.
Como desvantagens, cita-se a dificuldade na realizacdo dos diver-
sos retrocruzamentos e o elevado tempo gasto na obtengdo da cul-
tivar, o que pode tornar obsoleto o novo genétipo obtido.

Visando-se a reduzir o tempo gasto para a recuperacao do
genitor recorrente, marcadores moleculares tém sido utilizados
como ferramentas para auxiliar na selecdo dos genétipos com a
presenca do gene de interesse, além de permitir, também, a iden-
tificacdo de gendtipos mais semelhantes ao genitor recorrente.
De acordo com Faleiro et al. (2004), por meio desta estratégia, o
numero de retrocruzamentos necessarios para recuperar o geni-
tor recorrente pode ser reduzido para trés.

9. Ensaios de VCU

Em programas de melhoramento genético de espécies autéga-
mas, as populacdes segregantes sdo geralmente avancadas e se-
lecionadas em apenas um ambiente, devido, principalmente, ao
elevado numero de progénies em testes e a reduzida quantidade
de sementes obtidas. Desta forma, as progénies sdo selecionadas
sob uma condicdo especifica. Entretanto, na pratica, ao final do
processo de selecdo, os genotipos selecionados serdo cultivados
em diferentes condicdes de cultivo.

Por este motivo, no final do processo de selecdo, é necessa-
rio que todos os gendtipos selecionados sejam avaliados em di-
versos ambientes, pois é possivel que o melhor genétipo em um
determinado ambiente ndo apresente o mesmo desempenho em
outro. Este comportamento diferenciado dos gendtipos nos dife-
rentes ambientes de cultivo ocorre devido ao efeito da interagdo
gendtipos por ambientes (CRUZ et al., 2004). Entdo, para contor-
nar este problema, faz-se necessdria a avaliacdo dos gendtipos
selecionados em diferentes locais e anos, representativos da re-
gido para a qual se pretende recomendar a nova cultivar.

Estas avaliacdes sdo denominadas de ‘Ensaios de VCU’ (Valor



de Cultivo e Uso), sendo obrigatdrias para o registro de novas
cultivares junto ao Ministério da Agricultura Pecudria e Abas-
tecimento. Estes ensaios devem ser realizados de acordo com
critérios minimos estabelecidos para cada cultura e tém como
finalidade fornecer subsidios que possibilitem a indicacdo dos
genotipos mais estdveis e adaptados a regido de cultivo indicada.

Apos esta etapa, geralmente, os gendtipos selecionados ja sa-
tisfazem aos requisitos minimos necessarios para registro e indi-
cacdo como novas cultivares comerciais superiores.
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