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Resumo

Todos os organismos do planeta estdo relacionados evolutivamente através do material genético de DNA.
A descoberta da estrutura desta macromolécula, das enzimas de restricao e da Taq polimerase possibilitaram
o desenvolvimento de varias tecnologias. Paralelamente aos métodos classicos, estas tecnologias tém sido
usadas na identificagdo, caracterizacao e comparagdes taxonomicas nos mais diversos grupos de organismos.
Esta analise propiciou o conhecimento da extensao da biodiversidade do planeta e do grau de similaridade
entre plantas, animais ¢ o homem. O reconhecimento da biodiversidade e da composi¢ao genética tnica de
cada espécie, torna maior e urgente a necessidade de conhecer para preservar.

Palavras Chave: marcadores moleculares, DNA.

The molecular biology as a tool in the study of biodiversity

Abstract

All organisms of our planet are evolutionarily related throughout its genetic material composed by DNA. The
discovery of the structure of this macromolecule together with the restriction enzymes and Taq polimerase
made possible the sprouting of a series of technologies. Parallel to the classic methods these technologies
have been used in the taxonomic identification, genetic characterization, and comparisons of the most di-
verse organism groups. It has allowed knowing the extension of the planet biodiversity and also the degree
of similarity between plants, animals and man. The knowledge of tﬁe uniqueness of each species genome
makes urgent the necessity of know to preserve.
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Introducio

O fendmeno da Vida em nosso planeta apresenta
duas principais caracteristicas: a) genoma de acido
nucléico e b) diversidade. Quanto a diversidade bio-
logica, estima-se em 1,9 milhdo de espécies descritas
de plantas, animais e microrganismos. Provavelmente
o numero total de espécies existentes € muito maior.
Cada ambiente possui espécies diferentes, espécies
tém populacdes geneticamente distintas e populacdes
tém individuos geneticamente tinicos (Kudryavtsev,
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2006). Richard Dawkins resumiu de forma elegan-
te as relacdes entre os seres vivos através de seus
genomas ao afirmar que “A vida é um rio de DNA
que corre ao longo do tempo, conectando todos os
organismos passados, presentes e futuros” (Dawkins,
1996).

O termo “biodiversidade”, contracao de diversi-
dade biologica, foi introduzido na metade dos anos
80, pelos naturalistas que se inquietavam pela rapida
destruicdo de ambientes naturais e de suas espécies,
reclamando que a sociedade tomasse medidas efica-
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zes para proteger este patrimdnio natural. O termo
foi popularizado na Conferéncia do Rio de Janeiro em
1992 e definido como ““a variabilidade dos organis-
mos vivos de qualquer origem, compreendendo, entre
outros, os ecossistemas terrestres, marinhos e outros
ecossistemas aquaticos e complexos ecologicos dos
quais eles fazem parte. Isso compreende a diversidade
no seio das espécies e entre as espécies, bem como
aquela dos ecossistemas” (Léveque, 1999; Koziell &
Swinglan, 2002). Resumindo, a biodiversidade esta
constituida pelo conjunto dos seres vivos, pelo seu
material genético e pelos complexos ecologicos dos
quais eles fazem parte. A importancia da manutengao
da biodiversidade deve-se a abrangéncia de suas im-
plicagdes em trés niveis: 1) economico: fornecimento
de alimentos, matéria prima para a industria, medica-
mentos, turismo, etc. (Montanari & Bolzani, 2001);
2) ecoldgico: manutengdo do processo evolutivo do
mundo vivo, regulacdo dos ciclos fisico-quimicos
da biosfera, reciclagem e decomposicao natural de
poluentes (Santandreu et al., 2002; Resende et al.,
2002) e 3) ético: ¢ dever moral de respeitar outras
formas de vida (ndo eliminar deliberadamente, nem
por negligéncia permitir sua extingdo), garantindo
desta forma a transmissao do patrimonio bioldgico
para geracdes futuras (Vianna et al., 2006).

A biodiversidade ndo ¢ um simples catalogo de
genes, espécies ou ambientes (por exemplo em Gusta-
fsson, 2002, Gambi et al., 2003 e Santos et al., 2003).
Ela deve ser percebida como um conjunto dindmico
e interativo entre diferentes niveis da hierarquia
bioldgica. Segundo as teorias evolutivas estabeleci-
das no Século XX, somente a diversidade genética
intra-especifica pode garantir a adaptabilidade dos
espécimes e das populagdes as modificagdes do meio
ambiente. A historia biologica da Terra teve inicio
a cerca de 3,5 bilhdes de anos com os organismos
procariotos (sem membrana nuclear) e foi marcada
por periodos de explosdo de diversificagdo, como
no Cambriano (periodo onde surgiram os principais
grandes grupos de organismos modernos: anelideos,
moluscos, artropodes, entre outros) ¢ por grandes
catastrofes de extingdo, como no periodo Permiano,
em que ocorreu a extingdo de 80% dos géneros de
animais marinhos (Ridley, 2006). Entretanto, a diver-
sidade genética de uma espécie evolui no tempo em
fun¢ao das modificagdes do ambiente, sempre sendo
alimentada pelo surgimento de novas mutagoes e da
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recombinacao das previamente existentes (Albagli,
1998; Diniz, 2002).

Fontes de variacao genética

Existem quatro formas de surgimento de varia-
bilidade genética. A primeira ¢ a mutacdo génica
que consiste na alteracdo de uma seqiiéncia de
nucleotidios da molécula de DNA. Estas mutagoes
podem ser silenciosas (ndo apresentar efeito no
fenotipo do organismo) ou se expressar de forma a
ampliar ou reduzir a capacidade de sobrevivéncia
do individuo. Um exemplo classico é a mutagdo na
posicao seis da cadeia da beta globina da hemoglo-
bina humana (HbA), responsavel pelo transporte de
oxigénio no sangue. A simples troca do aminoacido
acido glutamico por valina origina uma proteina
com propriedades distintas, denominada HbS. Esta
mutacao afeta a solubilidade e a cristalizagdo da
hemoglobina em condigdes de hipoxia, dando a he-
macia a forma de foice. Individuos heterozigos para
este novo alelo sobrevivem melhor em regidoes de
incidéncia do Plasmodium falciparum, que provoca
malaria fatal (entre seis meses e trés anos), pois o
protozoario ndo consegue se espalhar, enquanto os
homozigotos apresentam anemia hemolitica severa
(Moreira, 2000; Diniz & Guedes, 2003). Portanto,
as mutagdes ampliam a variabilidade da populagdo
paraum determinado loco génico pela criagao de uma
nova seqiiéncia génica.

A segunda forma de geracdo de diversidade ¢
a reproducio sexuada, que possibilita a unido de
genomas distintos originarios de dois genitores (mas-
culino e feminino), em que cada um contribui com
a metade do complemento cromossomico. Este tipo
de reproducao so € possivel gragas a meiose, a forma
de divisdo celular onde o nimero cromossomico €
dividido pela metade, permitindo a recomposicao do
numero completo diploide pela unido dos gametas
durante a fecundagdo. A meiose ¢ tdo importante
e regulada que qualquer alteracdo pode acarretar
infertilidade do organismo. Modificagdes na meiose
podem também acarretar em especiacdo, como ¢é o
caso da autotetraploidia em anuros (Begak & Ko-
bashi, 2004). Além disso, durante a meiose ocorre o
terceiro modo de surgimento de variabilidade genéti-
ca, arecombinacio homéloga, que é simplesmente a
troca de segmentos entre os cromossomos homoélogos
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através da permuta (crossing-over, geralmente pelo
menos um evento por cromossomo), gerando novos
cromossomos com combinagdes de seqiiéncias di-
ferentes dos parentais. Assim, a reproducdo sexuada
amplia a variabilidade genética por juntar conjuntos
génicos de parentais distintos e a recombinacao dos
homologos reorganiza os alelos nos cromossomos
que sofreram permuta. Disturbios ambientais como
as queimadas acabam alterando a reproducgdo sexuada
interferindo na variabilidade, dispersao, germinacao
das sementes e na sobrevivéncia de plantulas, jovens
e adultos (Schmidt et al., 2005).

Finalmente, as interag¢des génicas sio o resultado
do efeito de genes (alélicos ou ndo) sobre os outros,
alterando sua expressao. Classicamente, em termos
de alelos temos as relagdes de dominancia e semi-
dominancia, que mascaram os alelos recessivos por
expressar somente o fenotipo dominante. Em termos
de interagdes nao-alélicas podemos citar a epistasia
¢ a pleiotropia. Na pleiotropia uma mutagcdo em um
unico gene pode afetar todo o fenotipo. A Fibrose
Cistica € um exemplo classico, ocorrendo cerca de
600 alelos mutantes recessivos para o gene CFTR
(Scotet et al., 2000; Cabello et al., 2003 ¢ Santos et
al., 2005) que codifica o canal de cloreto de sédio,
com sintomas de doeng¢a pulmonar, deficiéncias nas
enzimas pancreaticas e perda exessiva de sal (Erland-
sen & Stevens, 1999). Outro tipo de interagdo génica
¢ a epistasia, quando um gene mascara ou cancela a
atividade de outro. Um exemplo ¢ o fenotipo Bom-
baim, em que as pessoas portadoras de homozigose
recessiva em um loco que permite a producéo e li-
gacdo de acticares as proteinas do grupo ABO serdo
sempre do tipo sanguineo O, independentemente
da heranca do loco do tipo sanguineo (Batissoco &
Novaretti, 2003).

Modulacio da variacdo genética

A variagdo genética gerada pelas mutacdes sdo
colocadas em diferentes contextos gé€nicos, ou
seja, em combinagdes génicas diversas, através da
combinagdo aleatoria dos cromossomos maternos
e paternos e da recombina¢ao homoéloga durante a
meiose. Sao estas diferentes combinagdes dos genes
que compdem os genodtipos das espécies que estao
sujeitas a agdo da selecdo natural. As combinagdes
de alelos presentes nos diferentes gendtipos da
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populagdo tornam os individuos fenotipicamente
diferentes, modificando sua adaptabilidade as ca-
racteristicas e condi¢des ambientais. Sera sobre esta
relagdo genotipo-fenodtipo-ambiente que ird operar a
selecdo natural, em conjunto com os outros fatores
evolutivos, a migracdo e a deriva genética ao acaso. A
migragado faz aumentar ou diminuir a freqiiéncia com
que os alelos existem na populagdo, fazendo variar
a freqiiéncia com que as diferentes combinagoes gé-
nicas sdo apresentadas a selecdo natural. Ja a deriva
genética ao acaso pode interferir na acao da selegdo da
selecdo natural por fazer variar ao acaso as freqiién-
cias génicas em populagdes pequenas, diminuindo a
variabilidade genética (Ridley, 2006). Com a perda da
variabilidade as espécies ficam desprotegidas frente
as alteracdes ambientais, podendo entrar em risco de
extingdo, como ¢ o caso do sagiii-de-serra-escuro na
floresta Atlantica (Bernardo & Galetti, 2004).

Deteccido e Caracterizacdo da variabilidade
genética

Polimorfismos protéicos e enzimaticos

Entre as décadas de 1960 e 1990, o estudo dos
diferentes alelos através da separagdo por eletroforese
de proteinas e enzimas foi um marco para estudos de
genética e evolucdo. Os alelos que diferem em um
aminoacido com carga elétrica distinta apresentam ta-
xas de migracdo diferentes sob um campo elétrico. A
aplicagdo desse método € restrita aos casos em que as
diferentes formas sejam detectaveis por eletroforese,
ja que em cerca de 30% dos casos ocorre a substitui-
¢do de um aminoacido por outro com a mesma pro-
priedade, o que ndo resulta em diferencas detectaveis
(Hunter & Markert, 1957; Markert & Moller, 1959).
Outra restri¢ao diz respeito ao método de detecgao,
pois os tecidos geralmente t€ém muitas proteinas dife-
rentes. Em alguns casos a deteccao ¢ direta, como no
caso da hemoglobina ou do citocromo, € em outros a
deteccdo ¢ indireta, através de coloragdes especificas
que empregam, por exemplo, corantes em associa-
¢do com anticorpos especificos. De maneira geral,
buscava-se avaliar mais de 20 locos em mais de 200
individuos das mais diversas espécies, incluindo o
homem (Lewontin & Hubby, 1966; Salzano et al.,
1988; Rieger et al., 1995; Hoshizaki, 1997). Com
os resultados obtidos eram avaliados o percentual de
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locos polimorficos (P), o grau de heterozigozidade
média (H) e as relagdes de parentesco, pela aplicagido
de medidas de distancia genética e a construgdo de
arvores filogenéticas. Estes estudos resultaram numa
prolifera producao de dados que foram pioneiros na
caracterizacao da diversidade genética das popula-
¢oes e no estabelecimento de relagdes filogenéticas,
utilizando informagdes genéticas em conjunto com
a morfologia classica. Embora fora de moda, os
polimorfismos enzimdticas continuam sendo usados
tanto na sua abordagem classica em grupos e espécies
pouco estudados (Lopes et al., 2002; Reis et al., 2002)
como para diferenciar rapidamente espécies cripticas
(Garcia et al., 2006), desvendar as relagdes de pa-
rentesco entre tipos vegetais (Oliveira-Collet et al.,
2005; Enriquez et al., 2005) e distinguir organismos
transgénicos dos convencionais (Messeguer, 2003;
Chen et al., 2005).

Polimorfismos de DNA

Tendo por base as descobertas sobre a estrutura
de DNA por Watson & Crick (1953), o advento da
tecnologia do DNA recombinante no final da década
de 1970 e a amplificagdo de DNA por PCR (Polime-
rase Chain Reaction) em meados da década de 1980,
existe agora uma série de métodos que permitem a
caracterizacao de polimorfismos moleculares obser-
vados diretamente no DNA. Em termos genéticos
a novidade mais importante ¢ que os marcadores
obtidos com tecnologia de DNA s@o mais polimor-
ficos que os marcadores protéicos, uma vez que a
variabilidade investigada esta nas bases nitrogenadas
e nao nos aminoacidos codificados pelas trincas. Com
isso, o potencial do uso de marcadores de DNA ¢
virtualmente ilimitado. Além disso, a combinagdo de
métodos como a citogenética classica com técnicas de
biologia molecular, permitiram o desenvolvimento de
novas possibilidades de geragcdo de marcadores para
estudo de diversidade e comparagdo de espécies ¢
outros grupos taxondmicos, como a hibridizagao in
situ (Segarra et al., 1995; Campos et al., 2006).

Seqiienciamento de DNA

A principal técnica para estudo de DNA ¢ o
seqiienciamento de nucleotideos. O método de se-
qlienciamento por terminal didesoxi, concebida por
Sanger et al. (1977), ¢ o mais utilizado. Em seus
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primordios era possivel seqiienciar apenas alguns
nucleotideos por ano, mas na década de 1990 o
seqlienciamento, agora acoplado a técnica de PCR,
foi automatizado e milhdes de bases podem ser se-
qiienciadas no mesmo tempo. A automatizacao tor-
nou possivel o seqlienciamento, em poucos anos, de
genomas inteiros constituidos de alguns megabases
presentes em organismos eucariontes. O sucesso do
seqlienciamento dos genomas da levedura Saccha-
romyces cerevisiae (Oliver, 1996), da mosca-das-
frutas Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000)
e da planta Arabidopsis thaliana (Theologis et al.,
2000), fizeram explodir o nimero de genomas euca-
riontes em processo de seqiienciamento, culminando
com o genoma humano em 2001 (Pereira, 2001), no
entanto os custos do seqiienciamento completo de um
genoma eucarionte sao muito altos, exigindo pessoal
treinado e grande investimento em equipamentos. Por
este motivo continuam a ser realizados com maior
freqiiéncia, os seqiienciamentos de alguns genes de
interesse mais imediato, como os genes de rRNA
(Spicer & Bell, 2002; De Ley et al., 2005) e HOX
(Aboobaker & Blaxter, 2003; Wagner et al., 2003),
muito utilizados para a construga@o de arvores filoge-
néticas. Outra alternativa, para estudos de diversidade
e relagdes evolutivas tém sido o seqiiénciamento de
DNA mitocondrial (Ifiiguez et al., 2003; Nagaraja et
al., 2004; Campos-Macias et al., 20006). A analise da
vastiddo dos dados de seqiienciamento, incluindo a
comparagao das seqiiéncias de diversos organismos,
originou um novo campo interdisciplinar de pesquisa,
a bioinformatica, envolvendo técnicas e ferramentas
da biologia e da informatica e profissionais de ambas
as especialidades (Bikandi et al., 2004).

Marcadores de DNA

RFLPs (Restriction Fragment Length Poly-
morphism)

As variagdes nas seqiiéncias de nucleotideos do
DNA de dois ou mais organismos podem ser detec-
tadas como altera¢des de tamanho dos fragmentos
gerados pelas enzimas de restricdo (ER), que sdo en-
zimas capazes de reconhecer uma pequena seqiiéncia
de nucleotidios e cortar o DNA neste sitio. Quando o
DNA de organismos, portando estas diferengas, forem
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expostos a uma enzima de restri¢do, serdo gerados
fragmentos de diferentes tamanhos que podem ser
separados e eventualmente, clonados e identificados
(mapeados). Tais fragmentos polimorficos sdo deno-
minados de RFLPs ( ‘Restriction Fragment Length
Polymorphims’, em portugués “polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restri¢ao”’, Botstein et al.,
1980). A obtengao de RFLPs envolve trés etapas: a)
extragdo e purificagdo do DNA de dois organismos
a serem comparados; b) digestdo do DNA por ER; e
c¢) analise por eletroforese dos fragmentos gerados.
Porém, como os organismos podem conter bilhdes de
pares de bases(pb), a etapa de digestdo do DNA com
apenas uma ER, produz milhares de fragmentos que
variam em comprimento de acordo com a distribuicao
dos sitios de clivagem da enzima. Esta quantidade
impossibilita a analise de todos os fragmentos de uma
so vez. Portanto, € obrigatdria a separagdo dos frag-
mentos da mistura por eletroforese em gel de agarose,
em que 0s menores migram mais rapidamente. Desta
maneira, os fragmentos de DNA de dois (ou mais)
organismos, gerados pela ER, s@o separados lado
a lado no mesmo gel, permitindo a comparagao do
tamanho individual dos fragmentos. Adicionalmente,
fragmentos de interesse especial poderao ser identi-
ficados, apos transferéncia do DNA para um suporte
solido e hibridizacdo com uma sonda de seqiiéncia
conhecida (Ferreira & Gratapaglia, 1995).

Os fragmentos de diferentes tamanhos podem ser
denominados de alelos, por apresentarem heranca
mendeliana. A principal caracteristica da técnica do
RFLP ¢é a sua habilidade em detectar tais diferengas.
Os RFLPs mais informativos sdo aqueles cuja se-
qiiéncia ocorre somente uma vez no genoma, deno-
minados de copia unica. Desta forma, os RFLPs do
DNA nuclear sao especificos e exibem codominancia,
ou seja, € possivel distinguir os homozigotos entre
si e estes do heterozigoto. Os RFLPs apresentam
alta estabilidade, ou seja, o DNA a ser analisado
pode ser extraido de qualquer parte do organismo,
e a pleiotropia e a epistasia, que afetam a resolu-
cdo dos marcadores morfoldgicos, ndo t€m efeito
sobre eles. Outra caracteristica fundamental ¢ que
a herdabilidade, ou probabilidade de heranca, deste
tipo de marcador ¢ virtualmente 1, possibilitando a
realizag@o de selegdo indireta de uma caracteristica
associada. Por sua segura informacgdo genotipica
e ocorréncia em grande ntimero, estes marcadores
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possibilitam o desenvolvimento de mapas genéticos
de ligagao muito densos. Isto torna os RFLPs muito
uteis na caracterizacdo genética de germoplasma, na
identificag@o de variedades, no controle de qualidade
da producdo de sementes hibridas, na caracterizacao
genética de populagdes naturais, no monitoramento
de retrocruzamentos e como auxilio na identificagao
e clonagem de genes (Abolhassani et al., 2006; Ara-
batzis et al., 2006; El Tassa & Duarte, 2006).

Marcadores baseados em PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
concebida no inicio da década de 80, mas foi utili-
zada de forma rotineira somente a partir da década
de 90 (Fields, 2001). Esta metodologia tem a capa-
cidade de amplificar um fragmento de DNA de até
4.000pb fragmentos maiores sdo amplificados desde
que empregadas condi¢des especificas. A técnica de
PCR consiste em uma seqiiéncia alternada de trés
passos: 1) separacdo das fitas do DNA molde por
desnaturaracdo; 2) o anelamento dos iniciadores (ou
primers) especificos as suas seqiiéncias complemen-
tares no DNA desnaturado; 3) e finalmente a extensao
das fitas de DNA a partir dos iniciadores (Vosberg,
1989; Cousillas et al., 1999). A amplificagdo de
DNA por PCR ¢ feita em maquinas programaveis, 0s
termocicladores, capazes de modificar a temperatura
rapidamente de acordo com o tempo necessario para
cada etapa da reag@o. Para amplificar o fragmento de
DNA de forma especifica, sdo utilizados iniciadores,
que sao oligonucleotideos de aproximadamente
20 nucleotideos, para anelar de forma precisa nas
extremidades das fitas complementares do DNA
em sentidos antiparalelos. Os iniciadores sdao entdo
estendidos pela DNA polimerasase, que copia a
seqiiéncia da fita complementar, produzindo novas
fitas de DNA. Os iniciadores sdo necessarios nao
somente para delimitar o fragmento a ser amplificado,
mas também porque a DNA polimerase nao conse-
gue iniciar uma nova cadeia de DNA, mas somente
estendé-la. Esta caracteristica confere especificidade
a amplificac@o do fragmento de DNA, evitando que
outras seqiiéncias sejam também amplificadas. Como
as DNA polimerases comuns nao resistem a variagao
de temperatura, ¢ utilizada a Taq DNA polimerase,
produzida pela bactéria Thermus aquaticus. Esta
bactéria € adaptada a viver normalmente na agua
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fervente de determinadas formacdes geologicas,
por isso sua DNA polimerase ¢ altamente resistente
a temperatura (Biswas et al., 1999). Finalmente os
produtos da PCR sdo visualizados num gel de agarose
apos eletroforese. Esta visualizacao ¢ possivel com
o0 auxilio do brometo de etidio, que quando presente
no gel se interpde entre as duas fitas do DNA e se
torna avermelhado na presenca de luz ultravioleta
(Bergeron & Ke, 2001).

RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic
DNA)

Ainda na década de 1980, com base na PCR foi
desenvolvido um novo tipo de marcador molecular
denominado RAPDs (Randomly Amplified Poly-
morphic DNA, ou DNA polimérfico amplificado ao
acaso; Welsh & McClelland, 1990; Williams et al.,
1990). Utilizando pequenos iniciadores, de seqiién-
cias conhecidas, mas sem especificidade de anela-
mento, podem ser amplificadas na mesma reagao de
PCR regides com seqiiéncias similares distribuidas
aleatoriamente no genoma. O pequeno tamanho dos
iniciadores (variando em torno de 10 nucleotideos),
torna possivel seu anelamento e amplificagcdo de
varias regides complementares no genoma simulta-
neamente. Os produtos resultantes da amplificagao
podem ser visualizados como bandas em géis de aga-
rose ou poliacrilamida, ap6s a eletroforese. Diferen-
cas no nivel de DNA sao inferidas pela presenca ou
auséncia de um determinado fragmento amplificado,
observado como banda no gel. Uma diferenca entre
dois organismos que ocorra na regiao de anelamento
do iniciador ¢ identificada pela auséncia da referida
banda em uma delas e presenga da banda na outra.
Em relagdo aos RFLPs, os RAPDs sdo mais baratos
e requerem menor tempo de trabalho. Devido a isso,
nos ultimos anos foram desenvolvidos mapas gené-
ticos de varios organismos com marcadores RAPD,
combinados ou ndo com RFLPs (Borges et al., 2000;
Teixeira et al., 2004). Em plantas, os RAPDs t€m
facilitado a realizac¢do de estudos de melhoramento,
até entdo considerados inexeqliiveis com as técnicas
tradicionais (Herzberg et al., 2002; Faleiro et al.,
2003; Zimback et al., 2003; Gauer & Cavalli-Molina,
2000). Também para o estudo de microrganismos
a técnica de RAPD tem sido largamente utilizada
para detectar variabilidade genética (Brasileiro et
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al., 2004) entretanto, algumas restrigdes podem ser
feitas a utilizagdo do RAPD, principalmente pelo
fato de ser um marcador dominante, ou seja, que
ndo permite separar os individuos homozigotos dos
heterozigotos, uma vez que cada heterozigoto produz
a mesma banda que o respectivo homozigoto.

AFLPs (Amplified Fragment Length Polymor-
Pphism)

Os polimorfismos de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLPs, Amplified Fragments Lenght
Polymorphism), sao resultantes do uso combinado de
enzimas de restricdo ¢ da PCR (Mueller & Wolfen-
berger, 1999; Bikandi et al., 2004). Suas principais
caracteristicas sdo a alta especificidade, resolucao
e poder de amostragem. Apds a digestdo do DNA
gendmico sao obtidos varios fragmentos de diversos
tamanhos e durante a amplificacao por PCR sao adi-
cionados adaptadores para enzimas de restri¢ao, cujos
fragmentos podem ser amplificados e analisados em
um unico gel. Apesar da alta reprodutibilidade, os
marcadores AFLPs sdo dominantes, nao distinguindo
os heterozigotos de cada um dos homozigotos, além
desta tecnologia ser protegida por patente (Zabeau,
1993), condig¢des que restringem o seu uso. Mesmo
assim, esta tecnologia tem sido usada principalmente
em plantas (Xu et al., 2000; Coulibaly et al., 2002)
e microrganismos (Gzyl et al., 2005) em analises de
diversidade genética e grau de parentesco.

Minissatélites (VNTR) e Microssatélites
(STR)

O DNA gendmico apresenta regides de copia
unica e outras com niveis variaveis de repeti¢des.
Estas repeticdes podem ser longas (satélites), curtas
(minissatélites) ou muito curtas (microssatélites). Os
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats, ou Nimero Variavel de Repeti¢des
em Tandem, em portugués) sdo regides dispersas no
genoma que contém um ntimero variavel de seqiién-
cias de nucleotideos repetidas e enfileiradas lado a
lado (Tandem) que possuem um nucleo comum de
10 a 15 pares de bases (Jeffrey et al., 1985; Hanssen
etal., 1999). As VNTR podem ser analisadas através
de RFLP ou PCR. Muitos dos minissatélites sao alta-
mente polimorficos, produzindo um grande nimero
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de bandas. Estdo espalhados por todo o genoma e
apresentam um numero variavel de repeticdes em
diferentes individuos em relagdo a uma mesma regiao
cromossodmica (loco). Por serem individuos-especifi-
cos, os minissatélites proporcionam um conjunto de
marcadores genéticos denominados de “impressao
digital de DNA” capazes de discriminar espécies
e tipos dentro de grupos complexos (Skuce et al.,
2002; Ruas et al., 2003; Brasileiro et al., 2004). Para
a obtengdo do padrao de bandas utiliza-se 0 mesmo
procedimento utilizado para o RFLP, com excegao
de que a sonda contém repeticdes conhecidas de
sequéncia.

Entre as diversas seqiliéncias repetidas em Tan-
dem, algumas sao simples, formadas por um ou pou-
cos nucleotideos. Tais repeti¢des curtas em Tandem
(STR, Short Tandem Repeats) sao denominadas de
microssatélites. Os microssatélites, também chama-
dos SSRP (Simple Sequence Repeat Polymorphisms)
ou STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites),
sdo seqiiéncias repetidas de um, dois, trés ou quatro
nucleotideos e que estdo espalhadas pelo genoma de
um individuo. Sdo altamente polimérficos em plan-
tas, animais € microorganismos. Assim, cada regido
gendmica que contenha um determinado niimero de
repeticoes de uma destas seqiiéncias constitui-se num
loco genético, altamente variavel entre individuos e
multialélico (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Compa-
rativamente aos RFLPs, os microssatélites proporcio-
nam 3 a 4 vezes mais polimorfismo ou informacao.
Entretanto, para o uso rotineiro dos microssatélites,
ha a necessidade de primeiro amplificar uma regiao
por PCR, determinar a seqiiéncia de nucleotidios e
em seguida, sintetizar os iniciadores especificos para
cada loco. Uma vez feito isto, o loco marcador pode
ser utilizado indefinidamente na espécie. O mape-
amento genético e a caracterizagdo de variedades,
para fins de protecdo e de conservacdo de varias
espécies, esta sendo feito com o uso dos marcadores
microssatélites (Garcia et al., 2004; Vianna et al.,
2006; Zucoloto et al., 2006). Outro uso ¢ o estudo
e caracterizagdo de populagdes humanas (Kayser et
al., 2003; Excoffier & Hamilton, 2003; Dellalibera
etal., 2004) e de outros organismos (Magiafoglou &
Hoffmann, 2003; Brasileiro et al., 2004).

Construciao de mapas genéticos

O grande volume de marcadores genéticos dis-
poniveis possibilita o desenvolvimento de densos
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mapas de ligacao, uma ferramenta tanto para pesquisa
basica quanto aplicada. Os marcadores de DNA se-
gregam em propor¢des mendelianas e ndo interferem
na segregacdo de outros genes. Quando em grande
quantidade segregando num cruzamento, € possivel
a constru¢ao de um mapa genético de ligagdo, cuja
densidade depende da quantidade de marcadores.
Devido ao interesse médico ou econdmico, algumas
espécies de mamiferos também sdo exemplos de es-
pécies que tém mapas génicos em construgao, como
¢ o caso do homem (Schuler et al., 1996) e alguns
primatas (De Pontbriand et al., 2002), de bovinos (El
Nabhas et al., 2001; Antoniou et al., 2002), do cavalo
(Caetano et al., 1999), do cao (Dutra et al., 1996),
do porco (Cirera et al., 2003) e do gato (O'Brien et
al., 1997), além de outros. Entre as plantas, algumas
espécies também tém mapas genéticos prontos ou em
andamento, como Arabidopsis thaliana ¢ Nicotiana
tabacum, além do milho e outros cereais (Fourmann
et al. 2002). Em insetos, a técnica de hibridizagao
in situ tem sido aplicada especialmente em cromos-
somos politénicos, como nos géneros Drosophila
(Bonorino et al., 1993; Ruiz et al., 1997), Rhagoletis
(Procunier & Smith, 1993), 4dedes (Brown & Knud-
son, 1997) e Anopheles (Benedict et al., 1993), para
localizagdo de genes das familias das proteinas de
resposta ao choque térmico, genes ribossomais 18S
e 5S e genes de amilase ¢ esterase. Esta metodologia
tem se mostrado util também em estudos evolutivos,
que comparam cromossomos politénicos entre D.
melanogaster e outras espécies (Segarra et al., 1995;
Ranzetal., 1997; Campos et al., 2006). A construcdo
destes mapas utilizou diferentes técnicas, incluindo
mapeamento paquiténico, hibridizagdo in situ e ana-
lise de reassociacao de DNA.

Consideracoes Finais

Toda esta trajetoria dos marcadores genéticos na
caracterizagdoeidentificacdodadiversidadebiologica
e estabelecimento de relacdes evolutivas iniciou-
se com os trabalhos de Mendel e Watson & Crick.
Mendel estabeleceu o principio da hereditariedade
e Watson e Crick revelaram a estrutura do DNA e
o principio da complementariedade das bases A-
T e G-C, fundamental para o desenvolvimento
dos marcadores de DNA e da tecnologia do DNA
recombinante. Agora somos capazes de avaliar
o grau de biodiversidade genética das espécies
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e populacdes e usar esta informagdo para sua
conservacao.

Como resultado geral da aplicagdo destas
tecnologias observamos um grau inesperado de
similaridadeentre plantas, animais, microorganismos
e 0o homem. Somos capazes também de alterar
genomas e, portanto, as espécies existentes. O
homem ¢ a tinica espécie do planeta que pode alterar
drasticamente o ambiente e as outras espécies,
cabendo a nos, portanto, a utilizagao responsavel de
todas estas ferramentas em prol da manuten¢ao da
biodiversidade para as geracdes futuras.
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