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APRESENTACAO

Espécies florestais representam uma fonte imensuravel de
recursos genéticos atuais e potenciais para a humanidade. Dessa forma,
o conhecimento e caracterizacdo desses recursos sao essenciais para
elucidar aspectos relevantes da biologia das espécies para fins de manejo,
conservacao e melhoramento genético. Nesse sentido, o emprego de
técnicas moleculares € fundamental, visto que fornece informacoes
adequadas e precisas, em comparacao as informacoes fenotipicas ou uso
de marcadores morfologicos. Especialmente, a analise molecular de
plantas com base em marcadores microssatélites possui diversas
aplicacoes na conservacao genética e melhoramento de plantas. Portanto,
esse trabalho teve como objetivo apresentar uma revisao da literatura
cientifica sobre os principais aspectos relativos aos marcadores
microssatélites, suas vantagens e desvantagens em relacdo aos demais
marcadores, suas principais aplicacoes na conservacao genética e
melhoramento florestal. A bibliografia analisada mostrou que devido aos
avancos na area molecular e estatistica computacional, sdo possiveis
diversas aplicacoes e analises para os microssatélites, tornando os
métodos moleculares um instrumento imprescindivel para a
conservacao, gestdo, manejo e melhoramento florestal, fornecendo
informacoes essenciais no sentido de nortear as melhores estratégias e
auxiliar na tomada de decisoes.




CAPITULO 1

INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

Espécies florestais representam wuma fonte imensuravel de
recursos genéticos atuais e potenciais a humanidade. Entretanto, grande
parte desses recursos € destruida de modo irreversivel, antes mesmo de
seu inteiro conhecimento e uso, exigindo medidas urgentes de sua
conservacao (KAGEYAMA, 1987). Dessa forma, conhecer e caracterizar
esses recursos € fundamental para elucidar aspectos relevantes da
biologia das espécies para fins de manejo, conservacao e melhoramento
genético.

Nesse contexto, o emprego de técnicas moleculares fornece
informacdoes adequadas e precisas, em comparacao as informacoes
fenotipicas ou uso de marcadores morfologicos, pois devido ao seu poder
de detectar diferencas genéticas sem o efeito de fatores ambientais, e
ainda em idade precoce, sem necessitar que o organismo se desenvolva
(KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015; SANTOS et al.,, 2016). A analise
molecular de plantas possui diversas aplicacoes na conservacao genética
e melhoramento vegetal, como: estudos de diversidade genética,
inferéncias acerca da estrutura genética, fluxo génico, sistema
reprodutivo, tamanho efetivo, analise de parentesco, reconstituicao de
pedigrees, resolucao de problemas taxondémicos, estudos filogenéticos,
mapeamento genético, sinalizacao de genes e selecao assistida visando
resisténcia a pragas e doencas, avaliacdo e caracterizacdo de
germoplasma, introgressdo de genes, selecdo gendmica ampla e
associacao com caracteres quantitativos, estudos de interacao genoétipo-
ambiente, registro e protecdo de materiais genéticos desenvolvidos
(BOREM; CAIXETA, 2009; KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015; OLIVEIRA,
2006; TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Atualmente, ha um vasto numero de marcadores disponiveis, os
quais diferem nos seus principios, metodologias e aplicacoes potenciais,
bem como os recursos técnicos, financeiros e laboratoriais necessarios.
Entre os marcadores disponiveis, o mais popular atualmente sao os

microssatélites (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Esses marcadores sao
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sequéncias repetidas, constituidas de 1 a 6 nucleotideos que se repetem
lado a lado em forma de tandem. Esse tipo de marcador € amplamente
usado em analises genéticas, em uma vasta gama de seres vivos,
sobretudo, devido ao seu elevado grau de informacoes e transferibilidade
entre espécies (BOREM; CAIXETA, 2009).

Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo apresentar uma
revisao da literatura cientifica a respeito dos principais aspectos relativos
aos marcadores microssatélites, suas vantagens e desvantagens em
relacao aos demais marcadores e suas principais aplicacoes na area de

conservacao genética e melhoramento florestal.
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CAPITULO 11

MARCADORES GENETICOS MORFOLOGICOS,
BIOQUIMICOS E MOLECULARES
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2 MARCADORES GENETICOS MORFOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
MOLECULARES

Os marcadores morfolégicos sdo caracteristicas fenotipicas,
geralmente de facil visualizacdo, e com mecanismos de heranca
mendeliana, que podem ser utilizados para avaliar diferencas genéticas
entre dois ou mais individuos. Esses foram os primeiros marcadores
genéticos utilizados, sendo base para o melhoramento genético
convencional em caracteres discretos, de modo que as caracteristicas
fenotipicas desejaveis sdo selecionadas nos genitores. As aplicacoes para
esse tipo de marcador incluem: identificacao de genotipos, caracterizacao
da variabilidade, diferenciacdo entre acessos, agrupamentos (SOUZA;
SORRELLS, 1991; ZHONG-HU, 1991) e, de maneira menos eficiente, em
mapas de ligacao genética para varias espécies de plantas.

Entretanto, diversas limitacoes sao associadas aos marcadores
morfolégicos (BOREM; MIRANDA, 2017; PATERSON; TANKSLEY;
SORRELLS, 1991): ha um numero reduzido de caracteristicas que podem
ser utilizadas; um numero reduzido de caracteres podem ser estudados
simultaneamente devido aos efeitos de interacdes génicas; o acentuado
efeito de genes determinantes podem afetar a analise genética para
caracteres de importancia silvicultural; o resultado da interacao
decorrente dos genes com ambiente ira alterar a expressao do fenoétipo,
refletindo na analise (HARTL; CLARK, 2010).

Devido aos avancos tecnologicos obtidos, por volta da década de
1950, surgiram os chamados marcadores bioquimicos, como exemplos,
os terpenos e as proteinas (isoenzimas e aloenzimas) (TURCHETTO-
ZOLET et al., 2017). As primeiras moléculas a serem empregadas como
marcadores genéticos bioquimicos foram metabolitos secundarios, como
antocianinas e compostos fenolicos, usados para diferenciar variedades
de espécies vegetais (GROVER; SHARMA, 2016). Logo apds, os
marcadores enzimaticos, apesar de detectarem um baixo grau de
polimorfismo, foram utilizados em diversos estudos como analises

filogenéticas, acesso da variabilidade genética, identificacao de acessos e
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de forma mais limitada na associacao de caracteres de importancia
(BOREM; MIRANDA, 2017), além de servir de base para teorias
evolutivas, citando-se principalmente a teoria neutralista da evolucao, e
a teoria quase neutra da evolucao (KIMURA, 1968; KIMURA; OHTA, 1974;
OHTA; GILLESPIE, 1996). E importante ressaltar que a base desse tipo
de marcador vem das modificacoes pos-traducao das enzimas, podendo
produzir proteinas conformacionais, ocasionando polimorfismos em
resposta a condicoes ambientais, diferencas nas atividades enzimaticas,
podendo haver alteracoes associadas a diferentes niveis de
desenvolvimento, além de ter uma reduzida cobertura do genoma
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Apods alguns anos, esses marcadores perderam popularidade
devido ao surgimento das técnicas de marcadores moleculares de DNA
com capacidade de detectar maiores polimorfismos, possibilitando a
analise do genodtipo sem a necessidade de ocorréncia da expressao
fenotipica; excluindo-se a influéncia do ambiente no polimorfismo, com
uma amostragem mais ampla do genoma, pois os marcadores
bioquimicos amostram apenas as regioes ativas na expressao génica
(GROVER; SHARMA, 2016; KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015).

Nos anos 1980, a tecnologia de marcadores moleculares foi
rotineiramente usada nas mais diversas espécies e, desde entdo, eles vém
sendo aperfeicoados e suas metodologias evoluem em conjunto com os
avancos nas técnicas de sequenciamento em larga escala (GROVER;
SHARMA, 2016). De maneira genérica, os marcadores de DNA podem ser
classificados em trés categorias, sendo os baseados em hibridizacao,
baseados em PCR e baseados em sequenciamento.

Em espécies vegetais, os marcadores microssatélites sdao usados
sobretudo em estudos relacionados a testes de parentesco, sistema de
reproducao, diversidade genética e estudos evolutivos, por se tratarem de
sequéncias com alta taxa evolutiva. Mesmo em comparacoes de
germoplasmas com estreita base genética, geralmente, € possivel detectar
um alto numero de alelos por loco SSR (SELKOE; TOONEN, 2006). Como

vantagens, esses marcadores sdo codominantes, multialélicos, baseados
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em PCR, estdo distribuidos de forma ampla no genoma e necessitam de

pequena quantidade de DNA coletado dos individuos a serem analisados

(BUSO et al., 2003).
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CAPITULO III

ASPECTOS IMPORTANTES NA ESCOLHA DE
MARCADORES MOLECULARES
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3 ASPECTOS IMPORTANTES NA ESCOLHA DE MARCADORES
MOLECULARES

Os marcadores diferem nos seus principios, metodologias e
aplicacoes potenciais, bem como os recursos técnicos, financeiros e
laboratoriais necessarios (Tabela 1). Nesse sentido, dependendo de seus
propositos especificos, a escolha de um ou mais desses marcadores nem
sempre € uma tarefa simples. O marcador genético ideal deve ser
altamente polimorfico, apresentar heranca codominante e distribuir-se
uniformemente por todo o genoma, devem ser de facil acesso, as analises
devem ser de baixo custo, alto rendimento, reprodutiveis entre
laboratorios, e transferiveis entre populacoes e/ou espécies (GROVER;
SHARMA, 2016). Infelizmente, ndo existe nenhum tipo de marcador que
atenda a todos esses requisitos.

Porém, de acordo com o tipo de estudo, é possivel escolher entre os
diferentes marcadores moleculares para encontrar aquele que melhor se
adapte as necessidades, considerando-se: disponibilidade dos
marcadores; complexidade da técnica e investimento de tempo; niveis
polimorfismos estimados na populacao estudada; quantidade e qualidade
do DNA disponivel; transferibilidade entre laboratoérios, populacoes,
pedigrees e espécies; tamanho e a estrutura da populacao a ser estudada;
disponibilidade de técnica e laboratorial; custo por wunidade de

informacao e orcamento disponivel; tipo de heranca do marcador

(dominante/co-dominante) e informacdo genética necessaria na

populacao (KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015).




Tabela 1. Caracteristicas importantes em relacdo a marcadores moleculares popularmente utilizados em genética e
melhoramento florestal com base Farooq e Azam (2002); Kordrostami e Rahimi, (2015); Portela, 2019)

Caracteristicas RELP RAPD AFLP SSR’s SNP’s
DNA necessério (ug 10 0,02 05al0 0,05 0,05
Baseado em PCR Néo Sim Sim Sim Sim
Qualidade do DNA Alta Alta Moderada Moderada Alta
Tipo de Mydangg e b'ilse Mydangg de b'ilse Mu@angg de bailse Muangana Mu‘dgn@alde ba§e
Unica, insercdo, dnica, insercdo,  inica, insercdo, . {nica, insercéo,
Polimorfismo delecdo delecdo elecdo Teetao delecéo
Domindncia Co-dominante Dominante Dog;ﬁg;i{fo domcig;mte Co-dominante
Reprodutibilidade Alta Instavel Alta Alta Alta
Custo por andlise Alto Baixo Moderado Baixo Baixo
Custo de desenvolvimento Baixo Baixo Moderado Alto Alto
Precisa de dados de sequéncia Sim Néo Néo Sim Sim
Acurécia Muito alta Muito baixa Media Alta Muito alta
Abundancia no genoma Alta Muito alta Muito alta Media Media
Nivel de polimorfismo® Baxo  Baixoamoderado  Baixo a moderado Alto Alto
Heranca Codominante Dominante Dominante ~ Codominante  Codominante
Utilidade na selecdo assistida Moderada ~ Baixaamoderada  Baixa a moderada Alta Alta

*0 nivel de polimorfismo (heterozigosidade média) ¢ uma média da probabilidade de que dois alelos tomados aleatoriamente possam ser
distinguidos; RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism; RAPD = Random Amplified Polymorphism DNA; AFLP = mplified Fragment Length

Polymorphism; SSR = Simple Sequence Repeats; SNP's = Single Nucleofide Polymorphism.
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CAPITULO IV

MARCADORES SSR: CARACTERISTICAS GERAIS
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4 MARCADORES SSR: CARACTERISTICAS GERAIS

Para estudos necessitem de muitos polimorfismos entre sequéncias
de DNA, uma das técnicas mais indicadas € SSR (“Simple Sequence
Repeats”) ou microssatélites. Essa técnica tem como base o uso de pares
de primers na reacao de PCR para detectar variacdoes em loci de
sequéncias repetitivas. Os polimorfismos em um loco sao em decorréncia
das diferencas no numero de vezes em que os nucleotideos se repetem
em determinado loco, podendo ser mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexa-
nucleotideos. Os microssatélites podem ainda ser classificados de acordo
com as sequéncias repetidas, podendo ser perfeita (quando as sequéncias
nao sao interrompidas por bases que nao sejam do motivo), imperfeita
(quando ocorre a presenca de alguma base alheia ao motivo),
interrompida (ocorre de forma intercalada uma pequena sequéncia alheia
ao motivo) e composta (ocorrem duas sequéncias repetidas de forma
adjacente) (BUSO et al., 2003). Consequentemente, essas variacoes
geram diferencas nos comprimentos dos segmentos, as quais podem ser
detectadas pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) e visualizadas na
etapa de separacao de fragmentos amplificados no gel de eletroforese.

Esses marcadores tém como vantagem o fato de serem
codominantes, multialélicos, baseados em PCR, estarem distribuidos de
forma ampla no genoma e necessitarem de pequena quantidade de DNA
coletado dos individuos a serem analisados (BUSO et al., 2003). A
dinamica mutacional dessas regidoes genomicas ainda nao € totalmente
bem compreendida (SCHLOTTERER, 2000), embora saiba-se que a taxa
de mutacao de microssatélites € muito elevada em relacdo a outras partes
do genoma, geralmente variando em cerca de 10-2 a 10-° nucleotideos por
locus em cada geracao (SIA et al.,, 2000). Diversos mecanismos
mutacionais vem sendo sugeridos e propostos, de modo a buscar explicar
e elucidar a alta taxa de mutacao, citando-se os erros durante a
recombinacao; crossing-over desigual; deslizamento da polimerase

durante a replicacao ou reparo do DNA (STRAND et al., 1993).
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Em relacado a inclusao de erros durante a recombinacao, cepas de
E. coli, com ou sem sistema de recombinacao funcional, apresentaram
uma taxa de mutacao semelhante, sugerindo que a recombinacao nao é
o mecanismo predominante na geracao de variabilidade de
microssatélites (LEVINSON; GUTMAN, 1987).

Sobre o crossing-over desigual, quando ele ocorre pode carretar
mudancas acentuadas, como a perda ou ganho de um grande numero de
repeticoes. Isso decorre porque quando regides repetitivas de
microssatélites estao presentes, um grampo pode ser formado durante a
sinapse, o que significa que apenas partes, geralmente de comprimento
diferente, de cada cromossomo serdao trocadas e um cromossomo
recebera um maior fragmento por causa do maior numero de repeticoes
de microssatélites trocados, enquanto o cromossomo homoélogo recebe
um numero menor de repeticoes (OLIVEIRA et al., 2006).

No caso da replicacao ou reparo do DNA, pode ocorrer deslizamento
(slippage) da DNA polimerase, onde uma fita de DNA dissocia-se
temporariamente da outra e revincula-se rapidamente em uma posicao
diferente da anterior, ocasionando erros de emparelhamento de bases,
podendo ocorrer adicao ou perda de sequéncias (OLIVEIRA et al., 20006).

Segundo Oliveira et al. (2006), os modelos teoricos para estimativa
das taxas de mutacao sao usados para derivar o numero esperado de
alelos em uma populacdo a partir da heterozigosidade observada e
também nas analises estatisticas de variabilidade genética, entretanto,
todos os modelos apresentam algumas desvantagens quando aplicados a
dados de microssatélites. Quatro modelos podem ser usados, sendo o
modelo de alelos infinitos (Infinite alleles model), mutacao passo-a-passo

(Stepwise mutation model), modelo de duas fases (two phase model) e o

modelo de K-alelos (K-alleles model).
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CAPITULO V

PRINCIPAIS APLICACOES DOS MARCADORES SSR NA
CONSERVACAO GENETICA E NO MELHORAMENTO
FLORESTAL
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5 PRINCIPAIS APLICACOES DOS MARCADORES SSR NA
CONSERVACAO GENETICA E NO MELHORAMENTO FLORESTAL

5.1 Estrutura genética em plantas

A estrutura genética diz respeito a maneira que a variabilidade
genética se encontra distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos
populacionais, no tempo e espaco (YOUNG; BOYLE; BROWN, 2001).
Nesse sentido, os marcadores microssatélites, em comparacdao com
outras classes de marcadores, sao altamente polimorficos e amplamente
utilizados para responder varias questoes relacionadas a genética de
populacoes de plantas.

O conhecimento da distribuicao da variabilidade genética entre e
dentro das populacoes de plantas naturais é essencial para adotar
estratégias competentes para germoplasma ex situ e in situ conservacao
(NASS, 2007; TAMBARUSSI et al.,, 2016) e microssatélites sao
extremamente Uteis para estimar parametros genéticos da populacao
como estrutura populacional, analise de parentesco, paternidade e fluxo
génico (COELHO et al., 2018).

O modo como a variabilidade genética esta distribuida entre e
dentro das populacoes florestais no tempo e espaco, € influenciada por
forcas evolutivas (mutacao, selecdo, migracao, deriva genética e fluxo
génico) e fatores ecologicos, como os atributos da espécie, citando-se o
modo de reproducao, sistema reprodutivo, sistema sexual, polinizacao e
dispersdao de sementes, fenologia e estagio sucessional; Atributos da
populacao, citando-se tamanho, dinamica, densidade e padrao espacial;
Atributos da paisagem, tais como distancias, heterogeneidade ambiental
e perturbacoes antropicas o (HAMRICK; GODT, 1990; KEVIN et al., 2004;
LOVELESS; HAMRICK, 1984; 1987; MARQUARDT; EPPERSON, 2004).

Conhecer e identificar os padroes em que a variabilidade esta
distribuida em populacoes naturais possibilita estabelecer praticas
conservacionistas eficientes (FRANKEL et al., 1996), sendo esse
entendimento a base para técnicas de manejo nas florestas naturais e

conservacao genética.
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Diferentes medidas biométricas tém sido propostas e usadas para
o estudo da diversidade genética, visando elucidar os efeitos da deriva
genética, estimar e predizer o nivel de variacao genética existente e
verificar sua distribuicao. Uma métrica eficiente e muito utilizada para
avaliar a estrutura genética populacional € baseada na estatistica F de
Wright (1951, 1978), onde descreve uma estrutura para mensurar a
variacao na frequéncia génica entre subpopulacoes, propondo trés
indices de fixacao: Fis, Fir e Fsronde as letras subscritas indicam os niveis
hierarquicos populacionais, como no caso o ‘I € individuo, ‘S’ é
subpopulacao e ‘T’ € o total de subpopulacoes.

Considerando que os marcadores SSR podem possuir muitos alelos
em um locos, uma duvida corriqueira € em relacdo ao o que € mais
eficiente na avaliacao genética: um numero maior de loci ou de alelos.
Embora nao haja critérios comumente aceitos para a selecao desses dos
primers, alguns autores discorrem sobre o assunto.

Merritt el al. (2015) analisaram 6782 marcadores microssatélites
publicados entre 1997 e 2012, onde estudou as correlacoes entre
heterozigosidade observada e esperada (Ho e He) € numero de alelos (4),
de acordo com as caracteristicas do tipo de repeticdo, comprimento de
motivo, regido de motivo, frequéncia de repeticao e tamanho, onde os
motivos dinucleotideos exibiram (A), (Ho) e (He) significativamente maiores
do que a maioria dos outros motivos. A frequéncia de repeticao e a regiao
do motivo correlacionaram-se positivamente com (4), (Ho) e (He), porém
as correlacoes com o tamanho dos microssatélites foram minimas. Dessa
forma, os comprimentos dos motivos dinucleotideos com grandes
frequéncias de repeticao podem ser os melhores, quando o objetivo do
pesquisador for visar alta variacao genética.

Fischer et al. (2017) compararam a variacao de microssatélites em
relacao a SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico, de single nucleotide
polymorphism) gendmicos em Arabidopsis halleri, um organismo modelo
para estudo da biologia genética vegetal. Suas estimativas de
diferenciacao genética entre populacoes (Fs7) com base em ambos os tipos

de marcadores foram correlacionadas, entretanto, as estimativas
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baseadas em microssatélites foram significativamente maiores do que
aquelas de SNPs, possivelmente as causas incluem o numero limitado de
marcadores microssatélites usados (no estudo em questao foram 20), viés
dos marcadores, bem como a alta variancia nas estimativas oriundas de

microssatélites.

5.2 Estudo do fluxo génico

O fluxo génico pode ser entendido como um termo genérico que diz
respeito a migracao de genes entre e dentro de populacdes. Podendo
ainda ser entendido como a mudanca evolutiva na frequéncia dos alelos,
decorrente do movimento de gametas entre populacoes (SLATKIN, 1985;
1989). Esse € um dos parametros genéticos populacionais mais
importantes para fins de conservacao genética e manejo, pois pode
restringir o processo evolutivo por ser capaz de prevenir a adaptacao as
condicoes locais e promover a evolucdao, aumentando a variabilidade,
espalhando novos genes e combinacgoes e genes em populacoes (SLATKIN,
1989). Caso nao se tenha fluxo génico, € possivel que as populacoes
acumulem diferencas genéticas em uma escala temporal, podendo se
tornar espécies distintas (SLATKIN, 1985).

O estudo do fluxo génico pode ser feito basicamente de duas
maneiras, sendo métodos diretos (usando observacoes diretas ou de
estimativas de distancia de dispersdao e de sucesso reprodutivo) e
indiretos (usando dados genéticos de amostras de individuos em varias
subpopulacoes para a inferéncia de taxas de migracao) (BEERLI;
PALCZEWSKI, 2010; SLATKIN, 1985; 1987). Ha varios métodos indiretos
que podem ser estimados com base em marcadores microssatélites,
citando-se estimadores baseados em frequéncias alélicas e analogos a
estatistica Fsr (MICHALAKIS; EXCOFFIER, 1996); no numero de alelos
privados; na autocorrelacdao espacial; estimadores de maxima
verossimilhanca baseados em frequéncias alélicas (RANNALA; HARTIGAN
1996; TUFTO et al., 1996); baseados nas genealogias dos individuos

amostrados, segundo a teoria da coalescéncia (KINGMAN, 1982) com
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taxas de migracao estimadas usando procedimentos de Wakeley (1998),
Bahlo e Griffiths (1998) e Beerli e Felsenstein (1999).

Wu et al. (2016), baseando-se nos conceitos de fluxo génico e
procurando elucidar os efeitos das variaveis geograficas e ambientais no
padrao de diferenciacao genética espacial, utilizaram loci microssatélites
para o estudo de 58 populacoes de Myriophyllum spicatum distribuidas
pela China. Seus resultados indicaram que as cadeias de montanhas
agem como uma barreira ao fluxo génico e revelou que tanto o clima
quanto as barreiras geograficas influenciaram significativamente a
divergéncia genética entre as populacoes de M. spicatum, mostrando que
a geografia e o ambiente juntos desempenharam papéis fundamentais na
formacao da estrutura genética e fluxo génico em M. spicatum.

Hevroy et al. (2018) estudaram treze populacdoes naturais de
Grevillea sp. em um hotspot internacional de biodiversidade no sudoeste
da Australia, utilizando a estimativa de fluxo génico baseado em medidas
de diferenciacdao para fazer inferéncias acerca dos processos genéticos,
ecologicos e biogeograficos que determinam os padroes de polinizacao e
dispersao das populacoes estudadas. Seus resultados indicaram altos
niveis de variacdo genética e um fraco isolamento pela distancia nas
populacoes proximas ao rio e populacoes de varzea, sugerindo grandes
tamanhos populacionais efetivos e forte conectividade, com poucas
evidéncias de fluxo genético unidirecional, como seria de se esperar
devido a hidrocoria. Houve, no entanto, uma quantidade surpreendente
de mistura genética em populacdoes de varzeas, o que poderia ser
explicado por inundacoes e/ ou movimentos irregulares e polinizadores
alimentados com néctar. Os autores recomendam que para conservacao
de espécies ribeirinhas raras, deve-se evitar um impacto nos processos
hidrodinadmicos, como lencoéis freaticos e dinamica de inundacao, pois

podem impactar diretamente nas plantas.
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5.3 Estudo do tamanho efetivo populacional

O conceito de tamanho efetivo populacional (IVe) refere-se ao
numero de individuos que se reproduzem e deixam descendentes, desta
maneira, transmitindo os genes para a proxima geracao. Esse conceito é
fundamental para fins de conservacao, genética e melhoramento, pois €
um dos principais fatores determinantes da perda de variabilidade em
populacdes ameacadas de extin¢do (SOLE-CAVA, 2001). Quanto menor o
tamanho efetivo de uma populacdo, maiores sao os efeitos da deriva
genética, como aumento da variancia entre populacoes, diminuicao da
diversidade dentro de populacoes, colaborando para fixacao ou perda de
alelos (RIDLEY, 2006).

O tamanho efetivo € conceitualmente equivalente ao de uma
populacao idealizada em relacao ao modelo populacional de Fisher (1930)
e Wright (1931), considerando que reduz a variabilidade genética na
mesma taxa que a populacao do estudo (SEBBENN; SEOANE, 2005).
Dessa forma, o tamanho efetivo tedrico pode diferir do tamanho senso de
uma populacao, sendo, na maioria das vezes, menor (WRIGHT, 1938). Na
literatura, sdo descritos diferentes tipos de estimadores para o tamanho
efetivo, podendo eles serem baseados em marcadores moleculares
microssatélites, sendo usado como medida de representatividade
genética de a partir determinada amostra (VENCOVSKY; CROSSA, 2003).

Com objetivo de elucidar as implicacdes para a coleta de sementes
com fins de conservacao e melhoramento genético, Mori et al. (2015)
analisaram, usando loci microssatélites, 192 progénies de polinizacao
aberta coletadas de 30 arvores matrizes de Handroanthus heptaphyllus
(Ipé-rosa) oriundas de duas populacoes de Botucatu. Os autores
obtiveram um tamanho efetivo de variancia menor do que o esperado em
progénies de meios-irmaos (Ne=4), o qual variou entre 2,15 a 3,81.
Implicando consequentemente em um numero maior de arvores matrizes
para a coleta de sementes, devido a autofecundacoes e cruzamentos entre

aparentados aumentarem o parentesco dentro das progénies e reduzirem
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o tamanho efetivo, logo, sementes devem ser coletadas de um numero
maior de arvores para conservacao.

Tambarussi et al. (2016) estudaram trés populacoes naturais de
Cariniana legalis (jequitiba-rosa) localizadas uma em Ibicatu e duas em
Mogi Guacu, ambas no Estado de Sao Paulo/Brasil, utilizando
microssatélites. No estudo, foi estimado o tamanho efetivo populacional
de variancia (Ne) de acordo com N.~0,5/0, sendo © o coeficiente de
coancestria. O tamanho do censo foi de 65 arvores com (Ne=32,5), 22
arvores com (N.=10,9) e 4 arvores com (N.=2,3), respectivamente para as
populacoes Ibicatu, Mogi Guacu I e Mogi Guacu II. Os autores ressaltam
que devido a endogamia e a presenca de um elevado numero de
individuos aparentados nas populacoes, e que dessa forma, caso nao
ocorra fluxo de podlen, as populacdes terdo uma reducao no potencial
evolutivo, e mesmo com altos niveis de diversidade genética, os altos
niveis de coancestria dentro das populacdes podem levar a endogamia
devido ao acasalamento entre os parentes, resultando em depressao por

endogamia.

5.4 Analise de parentesco e paternidade

O uso de marcadores moleculares na analise de paternidade de
plantas e estudos de fluxo génico € corriqueiro, pois as aloenzimas
geralmente nao possuem variabilidade suficiente para determinar o
parentesco por exclusao (CHAKRABORTY; MEAGHER; SMOUSE,1988),
enquanto cada loco de microssatélites tem muitos alelos relativamente
raros € na maioria dos casos um individuo pode ser excluido paternidade
usando apenas alguns loci (DOW; ASHLEY; HOWE, 1995; DOW; ASHLEY,
1996). O parentesco pode ser estimado com base em dados genéticos,
que fazem uso dos marcadores moleculares para estimar o parentesco
com base em uma medida quantitativa de parentesco ou por métodos
genealogicos que empregam dados de pedigree baseados em relacoes de

parentesco.
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Os microssatélites, por serem codominantes, quando se trata de
individuos diploides, possibilita a identificacao de dois alelos em um loco
especifico, permitindo estimar sua composicao alélica e genotipica, de
modo que os marcadores microssatélites sdao muito informativos e
recomendados para o calculo dos coeficientes de parentesco (OLIVEIRA
et al., 2000).

Ha varios métodos de se estimar os coeficientes de parentesco
usando marcadores moleculares, os quais sao bem discutidos na
literatura (LI; WEEKS; CHAKRAVARTI, 1993; LYNCH; RITLAND, 1999;
QUELLER; GOODNIGHT, 1989; WANG, 2002) e de modo generalista
podem ser categorizados em dois grupos: os baseados no método dos
momentos e os baseados em métodos de verossimilhanca. Os
estimadores fundamentados no método dos momentos buscam estimar
a relacao entre os individuos em termos de probabilidades de identidade
por descendéncia. Ja os baseados em meétodos de verossimilhanca
estimam a probabilidade de individuos se encaixarem em um dado
parentesco (TAYLOR, 2015).

Silva et al. (2015), em estudos com Araucaria angustifolia,
utilizaram quatro métodos de estimacao do coeficiente de parentesco
(LYNCH; RITLAND, 1999; QUELLER; GOODNIGHT, 1989; RITLAND,
1996; WANG, 2002), para trés diferentes distancias entre os pares de
individuos (sem critério de distancia, 25 e 50 metros). O coeficiente
estimado pelo método de Ritland (1996) foi considerado o de melhor
desempenho, enquanto que os outros estimadores de parentesco nao
tiveram robustez, e indicaram inadequacao dos dados aos modelos
utilizados, pois com excecao do método de Ritland, os demais

estimadores pressupoem populacoes em equilibrio de Hardy-Weinberg, o

que nao era o caso devido a endogamia nos regenerantes.
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5.5 Caracterizacao e protecao de cultivares

No caso de genotipos melhorados e espécies com estreita base
genética, objetivando-se provar se determinada cultivar € unica, as
informacoes moleculares sao mais adequadas e precisas em relacao as
informacoes fenotipicas dos marcadores morfologicos. O emprego de
descritores morfologicos na caracterizacao de cultivares € recomendado,
entretanto, apresenta limitacoes, sofrendo influéncia do ambiente, nao
serem estaveis e muitos descritores podem ser avaliados apenas na fase
adulta das plantas, o que requer tempo e espaco fisico para as avaliacoes
(VIEIRA et al., 2001). Além disso, no caso da caracterizacao de cultivares
de base genética estreita, a utilizacao de tais descritores pode nao ser
eficiente, considerando as semelhancas morfolégicas. Assim, € necessario
obter marcadores mais estaveis que, juntamente com os descritores
morfologicos, sejam eficientes na caracterizacao.

Maciel (2014) utilizou nove loci microssatélites para analisar a
divergéncia entre 90 clones-elite de Eucalyptus spp. usando a distancia
genética de Rogers (1972) modificada por Wright (1978). De acordo com
as analises, os genoétipos nao se encontraram organizados em grupos bem
definidos. Entretanto, estimar as distancias genéticas entre os genotipos
auxilia nos cruzamentos, de modo que ao usar individuos mais distantes
no delineamento dos cruzamentos, haja maior segregacdao nos futuros
ciclos de melhoramento, além do aumento da base genética. Dessa forma,
os clones 6045 e A217 foram os que apresentam maior distanciamento
genético.

Moreira (2017), com o objetivo de realizar a caracterizacao
molecular de acessos de Coffea arabica por meio de marcadores
microssatélites, utilizou acessos de Bourbon, variedades antigas e
cultivadas da colecao do banco ativo de germoplasma de café da EPAMIG
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais). Esses acessos e
variedades antigas e cultivadas totalizaram 14 grupos. A discriminacao
das populacoes de acordo com os dados moleculares mostrou que cada

populacao tem similaridade com mais de um grupo, indicando grande
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variacao entre individuos que constituem cada um desses grupos ou
deficiéncia dos marcadores microssatélites usados para caracteriza-las.
A autora destaca, ainda, que o fato de se verificar alta similaridade de um
grupo com ele proprio € indicativo de se tratar de um grupo com
caracteristicas homogéneas. No estudo, nao foram todos os grupos
estudados que tiveram essa similaridade com os respectivos grupos de
origem, possivelmente devido a individuos da mesma populacdao serem
originados de diferentes localidades ou possivelmente serem hibridos,
além do café arabica ter estreita base genética, ocasionando variedades

muito aparentadas e com alta similaridade entre elas.

5.6 Selecao assistida e associacao com caracteres de interesse
silvicultural

O processo de selecao assistida por marcadores moleculares (SAM),
nos programas de melhoramento genético de plantas, da-se pela
associacao entre determinados alelos com caracteristicas desejaveis, de
modo a identificar genotipos superiores em populacoes segregantes. Esse
método oferece beneficios potenciais quando se trata de caracteristicas
da baixa herdabilidade, dificeis e/ou de alto custo de medicao ou que se
medem numa idade avancada (COLLARD; MACKILL, 2008).

Na selecao assistida, o sucesso depende do grau de associacao
entre marcador utilizado e a caracteristica de interesse, de modo que
quanto maior € a associacao, menor a chance de ocorrer recombinacao
marcador e gene que controla a caracteristica, e maior sera a eficiéncia
da selecao. Sua aplicacdo com microssatélites pode ser utilizada com
objetivo de resisténcia a pragas e doencas; de associacao com caracteres
discretos ou continuos de importancia silvicultural; ou quando a
avaliacao fenotipica apresenta custos, ou ambientes especificos, como no
caso de estresse salino, déficit hidrico, eficiéncia fotossintética, ou
quando o carater manifesta-se apenas em fases avancadas do ciclo da

arvore, de modo que a SAM pode ser feita nos estagios iniciais, reduzindo
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consideravelmente o tempo necessario para um ciclo de selecao
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Para que haja a implementacao eficiente da SAM, o gene/QTL
(quantitative traits loci) que € associado a caracteristica desejada deve ter
sido previamente identificado ou mapeado, de modo a monitorar a
presenca dos alelos favoraveis. E importante frisar que nos marcadores
SSR, na maioria das vezes, o que ocorre € a associacao entre alelos e
caracteristicas, nao significando que ele controla as caracteristicas
(COLLARD; MACKILL, 2008). Deve-se ainda considerar se o caractere €
quantitativo ou qualitativo, o modo de acao génica, em relacdo a
aditividade, dominancia ou recessividade, efeito da marca na expressao
fenotipica, e a eficiéncia com que o marcador discrimina o caractere de
interesse.

Zarpelon et al. (2015) mapearam QTLs para a mancha-de-
Calonectria, uma das principais doencas foliares em plantios brasileiros
de Eucalyptus, a qual & causada por Calonectria pteridis. Usando
microssatélites, os autores detectaram cinco QTLs ligados a resisténcia a
mancha, entretanto, apenas um foi validado em dois pedigrees nao
relacionados, e seu efeito foi estimado de maneira conservadora,
controlando entre 5 e 10% da variacao fenotipica para resisténcia.

Rosado et al. (2016) utilizaram 114 microssatélites com o objetivo
de identificar as regides genomicas ligadas ao controle genético da
resisténcia a murcha de Ceratocystis em Eucalyptus por meio do
mapeamento de QTLs em progénies hibridas derivada do cruzamento
entre (Eucalyptus dunnii x Eucalyptus grandis) x (Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus). A populacdo segregante de 127
individuos foi fenotipada para resisténcia a murcha-de-Ceratocystis.
Cinco QTLs foram identificados para resisténcia a doenca, sendo que um
deles se sobrepoe a outros QTLs de resisténcia a doencas fungicas ja
mapeadas anteriormente, sendo consistente com a anotacdo de varios

genes de resisténcia a doencas no genoma de E. grandis.
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5.7 Consideracoes finais

Os métodos e metodologias em biologia molecular estdo em
constante atualizacao e evolucao, sendo um instrumento imprescindivel
para a conservacao, gestdo, manejo e melhoramento, fornecendo
informacdoes imprescindiveis no sentido de nortear as melhores
estratégias e auxiliar na tomada de decisao.

Os avancos nos métodos moleculares e estatisticos computacionais
possibilitaram diversas aplicacoes para os microssatélites em genética e
melhoramento florestal, como por exemplo: verificacdo e mensuracao da
diversidade genética e tamanho efetivo das populacoes; definicao de quais
populacdées ou individuos a utilizar para recuperacao de areas,
conservacao; manutencao da diversidade e cruzamentos controlados;
compreensao da importancia da diversidade genética no sentido de
perpetuacao das espécies e resisténcia a perturbacoes dos ecossistemas;
selecao assistida e associacdo com caracteres de interesses silviculturais;
analise de parentesco e paternidade; caracterizacdo e protecdo de

cultivares.
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MARCADORES SSR: APLICACOES EM
GENETICA E MELHORAMENTO FLORESTAL

As espécies florestais sao fontes vitais de recursos genéticos para
a humanidade, e o entendimento desses recursos € essencial para
seu manejo, conservacao e melhoramento genético. A utilizacao
de técnicas moleculares, especialmente analises baseadas em
marcadores microssatélites, € fundamental, fornecendo informacoes
precisas e detalhadas. Este estudo revisa a literatura cientifica sobre
marcadores microssatélites, destacando suas vantagens, limitacoes
e aplicacoes na conservacao genética e melhoramento florestal.
Os avancos em biologia molecular e estatistica computacional
ampliaram as possibilidades de aplicacao dos microssatélites,
tornando-os instrumentos indispensaveis na conservacao, gestao e
melhoramento de florestas, e cruciais na orientacao de estratégias
eficazes para a tomada de decisoes.
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