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RESUMO

O presente trabalho realizado no dmbito da dissertacdo do Mestrado em Melhoramento de
Plantas Autogamicas, pretendeu analisar a variabilidade genética intra e inter populacional
do sobreiro (Quercus suber I.). Deste modo, foram efectuados estudos comparativos de
DNA isolado a partir de folhas de 4rvores com diferentes proveniéncias e que apresentavam
diferentes caracteristicas fenotipicas.

A analise comparativa foi efectuada utilizando marcadores de RAPD.

Palavras Chave: Sobreiro, RAPD, Polimorfismo, Variabilidade, Melhoramento.
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I- Introducdo

1- O Sobreiro

1.1- O Sobreiro desde a Antiguidade

A primeira descrigdo do sobreiro (Quercus suber L.) foi realizada por Plinio (AD 77) ¢
mencionava a sua capacidade de renovagfio da casca sempre que a mesma era retirada
(Ashby, 1989; Gi1,1998).

O sobreiro é uma arvore que data da Era Terciaria (Oliveira, 1991, Natividade, 1950) do
Periodo Oligocénico (Natividade, 1950).

De acordo com Natividade (1950), é provavel que o centro principal de difusdo do sobretro
estivesse localizado na regifio actualmente ocupada pelo Mar Tirreno, tendo posteriormente
migrado para Ocidente.

As modifica¢des sofridas pelo clima terrestre ao longo do tempo (glaciagdes e pos-
glaciagdes) conduziram a uma reducdo da area ocupada pelo sobreiro (Natividade, 1950;
Alves, 1982), a qual foi agravada pela acgdo humana.

A protecgio legal ao sobreiro é muito antiga, tendo Portugal sido o pioneiro e principal
legislador nesse campo (Vieira, 1988).

No reinado de D. Dinis apareceram as determinagdes para a protecgdo ao sobreiro, punindo
as queimadas, varejamento de frutos e cortes de arvores (Rodrigues, 1992). Posteriormente,
em 1488 (reinado de D. Jodo II) foi proibido o corte dos sobreiros (Pinto, 1992 cit. Gil,
1998).

De acordo com uma lei de 1602 (reinado de D. Filipe) era proibido cortar os sobreiros ou
extrair a sua cortiga (Vieira, 1988). No entanto, as iniciativas levadas a cabo no sentido de
evitar o seu desaparecimento ndo foram proveitosas e no espago de um século grande parte

dos montados desapareceu.



No século XVI, devido ao aumento populacional e ao largo incremento da utilizacdo da
madeira de sobreiro nos estaleiros, a desarborizagdo comecou a ser tida como um problema
nacional {Natividade, 1950).

A partir do século X VII], iniciou-se a explora¢do do montado associado a agricultura sob
coberto e & alimentagdo do gado (Gil, 1988). E também neste século que o sobreiral,
nomeadamente o Alentejano, passou de floresta a montado (espagos mais abertos onde se
pratica exploragdo agro-silvopastoril) (Nogueira, 1977 cit. Gil, 1998).

No micio do século XX, a crescente procura da cortiga levou a sua explorag@o em termos de
aproveitamento maximo das suas capacidades produtivas, a proteccdo da regeneracgio
espontdnea e ao repovoamento de areas anteriormente ocupadas pelo sobreiro (Gil,1998).
Em Portugal, no periodo entre 1900-1950, a area ocupada pelo sobreiro duplicou,
acompanhando a progressiva valorizacdo da cortiga. Na ultima década, embora ndo existam
altera¢des alarmantes, muitos dos sobreiros ardidos foram substituidos por eucaliptal. No
entanto, também se tem verificado um aumento da area ocupada por esta espécie em zonas
em que a cultura agricola foi abandonada e a regeneragdo natural devidamente protegida

(Rodrigues, 1992).

1.2- Aspectos Botanicos do Sobreiro
O Sobreiro (Quercus suber L.) é uma dicotiledénia da familia Fagaceae, Género Quercus.
Entre as caracteristicas que o distinguem dos restantes carvalhos, ha a salientar:
r o consideravel desenvolvimento que pode atingir o revestimento suberoso do
tronco e dos ramos;
- a faculdade de regenerar uma nova assentada de células geradoras de cortica
quando se despojam aqueles 6rgdos do revestimento protector;
w a homogeneidade e pureza do tecido suberoso e as suas notdveis propriedades
fisicas, quimicas e mecanicas (Natividade, 1950; Gil, 1988).
O sobreiro é um mesofanerdfito de 10-15 metros, de copa ampla € pouco densa (Franco,
1971; Fabido, 1996), folhas persistentes, tronco revestido por um ritidoma espesso, fendido

e suberoso (Franco, 1971; Fabido, 1996), frequentemente tortuoso (Fabido, 1996). A
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tortuosidade das ramificacdes ¢ devida ao facto do prolongamento dos ramos nem sempre se
fazer pelo gomo da extremidade, porque este morre e € substituido na sua funcdo pelos
olhos laterais que se encontram nas imediagdes (Natividade, 1950).

As folhas sio claras e aveludadas enquanto novas (Gil,1998), tornando-se posteriormente
verde escuras e brilhantes na pagina superior e acinzentadas na inferior, em regra com
indumento (Fabido,1996; Mitchell, 1985; Fischesser,1980; Franco, 1971). De acordo com
Fabidio (1996), tém forma ovada, por vezes um pouco alongada, e margens tateiras ou muito
pouco recortadas (e nesse caso, com recorte serrado ou dentado incipiente).

A Figura 1 mostra o aspecto geral da planta, folhas e glandes do sobreiro:

Fig. 1- Aspecto geral da planta, folhas ¢ glandes do sobreiro
Fonte: Fabido (1996)

A glande de cor acastanhada (Goes, 1991 cit. Gil, 1998) ¢ ovoide-oblonga (Mitchell, 1985),
com pedinculo curto (Fabifio, 1996), requerendo o seu desenvolvimento cerca de um ano
(Goes, 1991 cit. Gil, 1998).

Em Portugal, a flora¢do ocorre entre Abnl ¢ Junho (Natividade, 1950; Goes, 1991 cit. Gil,
1998), podendo no entanto prolongar-se (Goes, 1991 cit. Gil, 1998).

O sobreiro inicia a sua frutificacio quando atinge a maturidade, ou seja por volta dos 15-20
anos, estando a frutificagio anual dependente das condigdes climaticas anteriores (Gil,
1998).

A idade maxima de um sobreiro sio 300-400 anos (Fischesser, 1980), sendo o seu poder

germinativo de 70% (Alves, 1980).
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[.3- Distribuigdo Geogratica do Sobreiro
Nos anos 80, a distribuigdo subericola estava circunscrita a regidio que envolve tode o Mar
Mediterraneo, litoral do norte de Africa e sul da Peninsula ibérica {Alves, 1980). De acordo
com Suber 2000 cit. Gil (1998), o desenvolvimento dos sobreiros esta associado ao ciima do
sudoeste e noroeste extremo africano, que apresenta valores de humidade atmosférica
elevados durante o verfio. Pode dizer-se que nesta regidio prefere as oscilacdes entre o
paralelo 44 e o paralelo 36, podendo chegar a 33 (Marrocos) de latitude Norte. Deste modo,
o montado de sobro € um bosque tipicamente mediterrineo que se estende:

w Desde os macigos franceses até Oulmés e Khénifra em Marrocos;

= Da Secilia e Sul de Italia até Sagres.
Em Portugal, embora exista no Norte, Litoral Centro ¢ Norte, tem 0 seu centro principal a
sul do Tejo, zonas Litoral e Central, vales do Douro ¢ afluentes (Alves, 1980). Estende-se
ainda para uma mancha no nordeste espanhol {Gil, 1988).
O sobreiro € a segunda espécie em area, correspondendo os montados de sobro a cerca de
20% da superficie florestal total (Fabido, 1996; DGF, 1993).
No conjunto dos paises produtores de cortiga, a drea ocupada pelos montados de sobro é de
2 330 000ha, situando-se 58% no sudoeste da Europa e 42% do Maghreb (Bendahmar, 1988
cit. Gil, 1998).

1.4 - Sobreiro: Solos e Climas

A distribui¢do do sobreiro € heterogénea e difusa, nio obedecendo as fronteiras usuais da
fitogeografia (Gil, 1998).

O chima tipico ¢ o de transi¢do entre o de caracteristicas atlanticas e o de caracteristicas
mediterraneas, sem grandes oscilagdes térmicas anuais, com verdes prolongados e humidade
atmosférica relativamente elevada (Gil, 1998; Fabido, 1996; Fischesser, 1980; Normandine,
1986).

O sobreiro adapta-se bem a uma gama alargada de solos, exigindo condigles que
proporcionem livre expansdo radicular, destacando-se um grau de arejamento elevado. boa e

regular drenagem interna, nfio existéncia de compactacdo dentro do limite de exploracdo das
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raizes, preferindo solos acidos, ndo tolerando solos salinos (Diniz, 1994), calcarios (Alves,
1982; Fabido, 1996; Fischesser, 1980: Normandine, 1986} nem os muito compactados
{Fabifio, 1996) e suportando mal o excesso de humidade quando refida persistentemente no

solo {Diniz, 1994).

1.5 - Reproducdo do Sobreiro

O processo reprodutivo do sobreiro ¢ bastante complexc mas muito mal conhecido. Para
além da floraciio primaveril normal, a espécie apresenta floragdes de caricter marcadamente
irregular. S3o possiveis floragBes atipicas de um s6 sexo {Corti, 1955; Natividade, 1950;
Varela, 1994), mas também ha abrolhamentos outenais com flores hermafroditas e com dois
sexos {Machado, 1938). A ocorréncia dos trés tipcs de flores fo1 detectada durante a
tloragdo primaveril (Varela, 1994; Varela & Valdiviesso, 1995).

A ¢€poca de recolha de semente ocorre de Setembro a Janeiro (Alves, 1982).

O periodo em que as sementes do sobreiro conservam a sua capacidade de germinacdo, tem
uma duragdo de cerca de seis meses (Costa, 1980; Fabido, 1996), devendo as sementes ser
colhidas no solo, logo apds a sua queda para evitar a perda da capacidade germinativa. Os
primetros ¢ os ultimos frutos ndo devem ser aproveitados, por serem de pior quahidade
(Costa, 1980).

As sementes sdo de conservacgdo dificil, pelo que a sementeira se deve processar antes da
Primavera que se segue a colheita. Se ndo existir o perigo de excesso de humidade e
temperaturas baixas na regido, deve optar-se pela sementeira imediata (Costa, 1980). As
glandes devem ser conservadas em ambientes nio muite hiimidos ¢ a temperatura ambiente
(Gil, 1998).

A protecgdo aos novos sobreiros obtidos por regeneragdo natural € suficiente para conseguir
em muitos locais o povoamento desejado, nomeadamente em grande parte da area europeia
com aptidio para o sobreiro, excepto em regides sub-aridas € onde o solo se encontra num
estado de degradagdo avancado (Natividade, 1954 cit. Gil, 1998). Alias, de acordo com
Carvalho (1990). a regeneragdo natural esteve na origem da maioria dos actuais montados

portugueses, sendo um processo pouco dispendioso. No entanto, a introdugdo de novas
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técnicas de cultivo da terra, a utilizagdo intensa da terra e a mecanizagdo, entre outros,

fazem com que a regeneragdo natural do sobreiro seja cada vez em menor nimero.

1.6- Sobreiro: Genética e Aplicagdes ao Melhoramento
De acordo com Poehlman (1978), o melhoramento das plantas ¢ a arte ¢ a ciéncia que
permitem madar e melhorar a hereditariedade das plantas. Por outras palavras, € a evolugdo
orientada pela vontade do Homem (Vavilov 1949-50).
O melhoramento genético das plantas tem sido praticado com sucesso desde os primoérdios
da civilizagio ( Ferreira & Grattapaglia, 1995), podendo ser alcangado desde que:

® haja variabilidade genética acessivel,

@ o ambiente ndo mascare completamente a variabilidade;

® possa ser realizada a selecgdo e recombinagdo de genotipos superiores para

estabelecimento da geragio seguinte (Grattapaglia, 1994).
Ao principio inconscientemente e agora com plena consciéncia e assente em bases
cientificas, o que o melhoramento faz é imitar 0s processos evolutivos naturais, mas
dirigindo-os para uma direc¢do determinada: a obtengdo de genotipos que resultem mais
benéficos para o Homem (Lacadena, 1970).
No caso do sobreiro (Quercus suber L.) alguns dos objectivos a alcangar sdo: criagdo de
boas condi¢des para uma evolugdo futura, conservagio genética das espécies companheiras
ou até que dele dependem (Varela & Eriksson, 1995), obtengdo de arvores de crescimento
mais rapido, em que seja possivel antecipar a idade da exploragdo e que fornegam maiores
produgdes, melhoramento das caracteristicas mecanicas e fisicas da corti¢a de acordo com
as exigéncias da indastria, supressdo de certos defeitos devidos a factores genéticos,
aumento do valor altriz da glande e redugdo do teor de principios amargos € adstringentes,
eliminagdo ou atenuagio do habito de frutifica¢do alternada, obtengdo de individuos com
maior resisténcia a algumas doengas (Natividade, 1950), e pragas como Armillaria mellea L.
(Natividade, 1958 cit. Gil, 1998), Rosellinia necatrix L., Endothiella gyrosa Sacc.,
Nummularia regia Sacc. on Hypoxylon mediterrancum L. (Fabido, 1996; Natividade, 1950;

Neves, 1992), Lymantrea L. (Natividade, 1951-52 cit. Gil, 1998; Fabido, 1996), Fuproctis
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chrysorrhvea, Periclista andrei e P. dusmeli, Coroebus  florentinus, (. undatus,
Crematogaster scuteliaris (Fabido, 1996), a coleopteros de varias espécies do género
Balanius (Natividade, 1950), Tortrix viridana, Malacosoma neustria, Catocala nymphacea,
Ephesia nymphacea, Eupoctris chysorrhoea, Cerambix cerdo, Curculio glandium, Curculio
elephas, Platypus cylindrus, Sinoxylon sp., Cremastogaster scutellaris ¢ Microtus agrestis
rozianus (Gil, 1998).

O melhoramento genético tem sido um dos principais objectivos da optimizagdo das
culturas, sendo por isso imprescindivel adquirir conhecimentos sobre a variabilidade
genética, uma das forma de ultrapassar as fortes limitagGes da analise fenotipica tradicional.
Recentemente, as técnicas de Biologia Molecular vieram enriquecer e complementar os
métodos tradicionais da Genética Quantitativa, permitindo alcangar resultados de uma forma
mais rapida. Em relagdo & Biologia Molecular do sobreiro, os conhecimentos sdo escassos
ou praticamente inexistentes.

A reduzida diferenciacio morfolégica observada dentro do género Quercus, levou Borzi
(1911) cit. Natividade (1950), a dizer que o sobreiro representa a perfeita negacdo do
conceito de espécie. Levou também Schwarz (1936) cit. Natividade (1950), a chamar-lhe
“crux botanicorum”. A propria identidade cariolégica denuncia relagBes intimas entre as
espécies deste género e que s6 podem ser explicadas atribuindo as Quercinias uma origem
filogenética comum. O teduzido couhecimento que possuimos sobre as afinidades do
sobreiro com outros carvalhos, torna dificil a determinagdo da sua posigdo exacta dentro do
género QJuercus.

A urgéncia de realizagio de um trabalho de seleccdo e melhoramento como forma de
aumentar a produgdo qualitativa e quantitativa da cortiga, constou das conclusdes do
encontro “Future Expectations of Portuguese Forestry”, organizado em 1983 pelo
JINICT/NAS/USAID. Posteriormente outros autores, referiram a necessidade desse trabalho,
tendo surgido estratégias distintas (Gomes, 1989; d’Alpuim & Rolddo, 1993; Varela &
Eriksson, 1995). No entanto, at¢ ao momento ndo foi efectuado qualquer trabalho

sistematico com o objectivo de caracterizar a variabilidade genética do sobretro.
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Estudos realizados em outras espécies do género Quercus, revelaram a utilidade de técnicas
da Biologia Molecular para a deteccio da variabilidade genética inter e intrapopulacional,
em estudos de hibridagdo. O estudo da hibridagio do . suber com O. ilex (Rossello et al,
. 1992), representa um dos raros trabalhos de Biologia Molecular em sobreiro.

De acordo com Natividade (1950), as espécies do género Quercus seriam halotetraploides,
derivadas de uma forma ancestral com doze cromossomas SOmMAticos.

A constituigio genética do sobreiro € muito complexa (Natividade, 1934, 1937 cit.
Natividade, 1950) e os produtos obtidos por via sexual, em que existe segregacdo e
recombinacdio génica, sdo instdveis e geneticamente distintos dos progenitores. Por esse
motivo, s6 recorrendo & propagagdo vegetativa se podera perpetuar as formas botinicas com
maior interesse cultural e, apesar da heterozigotia da espécie, criar povoamentos
constituidos por individuos fenotipicamente iguais e dotados de caracteristicas favoraveis.
Nesse sentido, é necessario seleccionar os individuos que mais se aproximam do sobreiro
ideal e com base neles estabelecer clones ou linhas vegetativas (Natividade, 1950).

Na selecgdo, deve considerar-se ndo apenas a quantidade e qualidade da cortiga € o tipo de
fuste, mas também a velocidade de crescimento, a qualidade da glande ¢ da madeira, a
resisténcia a doengas e climas adversos (Gil, 1998).

Como a propagagdo do sobreiro, tanto vegetativa como a particr da bolota apresentam
problemas, existem estudos sobre sistemas alternativos de propagagdo, tais como a cultura
de tecidos e a embriogénese somatica.

Gallego et al (1997), testaram a variagio somaclonal de embrides somaticos de Quercus
suber L. durante a embriogénese, utilizando os perfis de bandas RAPD (vide [.2). Os
padrdes de RAPD ndo eram idénticos para cada gendtipo e tempo de cultura, o que permitia
a diferenciagio de todos os gendtipos. O agrupamento de genotipos, com base na sua
distincia genética e utilizando diferentes indices de similaridade, eram consistentes com a
proveniéncia conhecida das linhas embriogénicas.

O conjunto de resultados obtidos por Fonseca et al (1997), pode ser considerado um bom

indicio acerca da potencial qualidade nutricional das proteinas de Quercus suber.

19



Puigderrajols et al (1996) estudaram a origem ¢ desenvolvimento precoce de embrides
secundarios em sobreiro. Os resuitados obtidos, permitem afirmar que as condigdes de
cultura podem determinar o caminho pelo qual a embriogénese secundaria € realizada.
Os resultados obtidos por ElenaRossello & Cabrera (1996), ao estudarem a diversidade da
estrutura populacional, a diferenciag@o € os genes da floracdo em populagdes mediterraneas
espanholas naturais de Quercus suber L., utilizando isoenzimas, revelaram que as mesmas
possuiam uma fonte genética comum. O niimero de alelos, gendtipos e niveis de diversidade
genética indicam que estas populag3es sdo geneticamente ricas. Estes elevados niveis de
variabilidade genética associados 4 importancia ecologica e econdmica desta espécie, fazem
dela uma forte candidata para programas de conservagio genética.
A diversidade genética do sobreiro ¢ muito ampla. Os cruzamentos originam fenotipos
intermédios, com gradagdes insensivels de um exiremo ao outro, o que leva a supor que a
hereditariedade seja dos principais factores governados por genes cumulativos. Por esse
motivo, é conveniente trabalhar com populacdes grandes e efectuar cruzamentos Sucessivos
para se alcangarem os resultados desejados.
O longo periodo necessario para se poderem apreciar as caracteristicas que mais interessam
para a cultura, bem como o espago exigido para as grandes populagdes com que € preciso
trabalhar, dificultam os trabalhos de melhoramento do sobreiro (Natividade, 1950).
As caracteristicas que apresentam maior variabilidade sdo:

* a morfologia do porte (vigor ¢ arborescéncia);

* ¢ recorte e dimensio das folhas;

x flores e frutos;

* singularidade da corti¢a {porosidade, cor, densidade e inclusdes);

* o arranjo lenticular da periderme (Carvalho, 1994).
O sobreiro apresenta um polimorfismo tdo grande que se pode considerar cada arvore

como uma forma botanica distinta (Natividade, 1954 cit. Gil 1998).



2 - Marcadores Moleculares para Analise Genetica

2.1- Conceitos Gerais

Em Genética e Melhoramento Vegetal, o termo marcador molecular inclui qualquer fenotipo
molecular oriundo de um gene expresso (isoenzimas, por exemplo) ou de um segmento
especifico de RNA ou DNA que pode ou ndo corresponder a regies codificantes do genoma.
A sua funcio e sequéncia nucleotidica pedem ou ndo ser conhecidas. Quando se comportam
de acordo com as leis de Mendel, sio denominados marcadores genéticos. (Ferreira &
Grattapaglia, 1995 , Grattapaglia, 1994).

Nas altimas décadas, com o desenvolvimento da Bioquimica ¢ Biologia, os estudos
relacionados com a Genética Molecular de Plantas cresceram exponencialmente, existindo
varias técnicas que permitem detectar a variabilidade genética ao nivel de sequéncias de DNA
(polimortfismo genético) (Ferreira & Grattapaglia, 1995: Anderson & Fairbanks, 1990 cit.
Heliodoro, 1997).

Nos anos 70, a descoberta ¢ uso das enzimas de restri¢do, bem como da hibridacdo do DNA,
permitiram a analise de RFLPs.

Mais recentemente, com o advento do PCR, processo pelo qual segmentos de DNA pedem
ser amplificados usando uma DNA polimerase termoestavel (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et
al, 1988), foram descritas varias classes de marcadores moleculares que cobrem todo o
genoma do organismo (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Os marcadores moleculares normalmente usados sio RFLP (Fragmentos de Restrigdo de
Comprimento Polimérfico), RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado Aleatoriamente),
AFLP (Fragmentos Amplificados de Comprimento Polimérfico) e Microsatélites (Demeke et
al, 1997).

As técnicas RFLP. RAPD, AFLP, VNTR ¢ SSR diferem no medo como resolvem diferengas
genéticas, no tipo de dados que geram € nos niveis taxonomices, aos quais devem ser

apropriadamente aplicados.



E imperativo entender os diferentes modos pelos quals os dados de diferentes técnicas
moleculares pedem ser utilizades, antes de embarcar num programa de aplicacdes desses
dados a estudos particulares de diversidade (Kamp et al, 1996).

£ de salientar que a técnica RAPD apresenta maior simplicidade ¢ rapidez do que a técnica
RFLPs (Hahn et al,1995; Rasmussen & Rasmussen, 1593). Este facto ¢ devido ao facto dos
marcadores RELP se basearem na hibridacio de DNA, enquanto os RAPD se baseiam na sua
amplificagdo. Por outro lado, enquanto que para 0s RFLPs sic necessarias grandes
quantidades de DNA , a analise RAPD exige uma quantidade minima de DNA para a analise
senotipica de um individuo (Ferreira & Grattapaghia, 1995).

O custo da técnica RAPD ¢é mais baixo que o da técnica RFLP. Este facto € devido
principalmente a diferencas nos gastos com mao-de-obra e no consumo de reagentes
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A técnica RAPD é mais eficaz que as isoenzimas, em virtude da possibilidade de
processamento de um maior niimerc de amostras, evidenciando portanto mais detalhes sobre
o genoma. Este facto, foi detectado por Swazaki et al (1997), ao estudar a variabilidade
genética em couve manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala D. C);

A maior vantagem dos marcadores RAPDs em relagdo aos microsatélites € a facilidade com a
qual novos marcadores polimorficos sdo formados (Lagercrantz et al, 1993). Além disso, sdo
faceis de desenvolver e mais baratos (Wu et al, 1994);

A técnica RAPD permite a utilizacio de um conjunto universal de iniciadores para andlise
gendmica numa variedade de espécies (Williams et al, 1990); ndo requerendo investimentos
preliminares em termos de analises de sequéncias nucleotidicas, caracterizag¢do de sondas ou
sintese de iniciadores (Williams et al, 1990; Vos et al, 1995).

Os marcadores moleculares sdo Gteis em estudos genéticos & no methoramento de plantas pois
permitem a identificacdo e selecgdo de gendtipes (Carboni et al, 1995). sendo actualmente
usados para estudar muitas das limitagdes correntes da cultura de tecidos, para a pesquisa de
mecanismos que servem de base as varagles somaclonais nos genomas nucleares,

mitocondriais e cloroplastidiais, determinagdo precisa da origem de plantas derivadas da



cultura de microsporos ou anteras, fusdo de protoplastos e outros estudos de cultura de
tecidos em que estas informagdes sdo importantes (Cloutier & Landry, 1994).

Os cereais, a batata ¢ o tomate tém sido usados como sistemas genéticos modelo porque sdo
extremamente importantes para a produgdo de alimentos. Até cerca de 1993, praticamente
todos os progressos nos varios melhoramentos estavam ligados a andlises fenotipicas do
genétipo. Devido ao facto da eficiéncia de um esquema de selecgdo ¢ da andlise genética
baseada no fendtipo serem uma fungdo da heritabilidade das caracteristicas, factores como o
ambiente, multigénicos e quantitativos, ou domindncia completa ou parcial frequentemente
confundem a expressdo duma caracteristica genética. Muitos dos problemas das analises
morfolégicas podem ser diminuidos mediante a identificacdo directa do genétipo com
analises de diagnéstico baseadas em DNA. Por esta razdo, os marcadores genéticos baseados
em DNA estio a ser integrados em varios sistemas de plantas e espera-se que desempenhem

um papel importante no futuro do melhoramento de plantas (Tingey & del Tufo, 1993).

2.2- Marcadores Isoenziméticos

O termo isoenzimas foi proposto em 1959, por Markert & Moller (Simpson & Withers, 1986;
Royo et al, 1989a,b) e designa as formas moleculares distintas de uma mesma enzima que
apresentam especificidade pelo mesmo substrato. Por este motivo, as isoenzimas diferenciam-
se na carga total, no tamanho ¢ na forma.

As isoenzimas tém provado ser ndo apenas uma preciosa ajuda em muitos estudos biologicos,
mas tém fornecido novas e excitantes perspectivas para a interpretacdo de problemas
inerentes a diferenciagiio celular, desenvolvimento ontogenético e evolugdo (Brewer & Sing,
1970), sistematica, processos evolutivos, genética populacional, citogenética, melhoramento €
conservagdo dos recursos genéticos vegetais (Konishi, 1995 cit. Heliodoro, 1997).

Foram dos primeiros marcadores moleculares a ser usados para caracterizagdo ¢
posteriormente no melhoramento, como alternativa aos marcadores morfolégicos, em virtude
de serem produto de genes individuais (Hahn et al, 19953).

Um dos laboratérios mais activos no estudo das isoenzimas ¢ o Dr. George Brewer na

Universidade de Michigan (Brewer & Sing, 1970).
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A ocorréncia de isoenzimas pode ser explicada, como o produto de mutagdes a nivel do DNA
que se irdo reflectir na composigdo € sequéncia dos aminoacidos das cadeias polipeptidicas
traduzidas a partir de sequéncias nucleotidicas de genes estruturais. Estas mutagdes podem
provocar diferengas significativas nas cargas ionicas das cadeias polipeptidicas e, ainda, nas
suas dimensdes e formas. Ao serem submetidas a uma diferenga de potencial num gel
semiporoso de amido ou de poliacrilamida, estas diferencas provocardo velocidades
diferentes, devido ao efeito eléctrico e 4 clivagem molecular facultada pela estrutura do gel, o
que levara a produgdo de uma banda distinta para cada forma isoenzimatica {Castro, 1989 cit.
Heliodoro, 1997).
Os marcadores isoenzimaticos apresentam diversas vantagens:
> possibilidade de analise das bandas observadas uma vez que © controlo genético
para a maioria das isoenzimas ¢ conhecido;
> relativamente baratos (Simpson & Withers, 1986; Ferreira & Grattapaglia, 1995;
Heliodoro, 1997), rapidos (Brown, 1990) ¢ bastante acessiveis em termos técnicos. Os
métodos de separacio das enzimas (electroforese de zona e focagem isoeléctrica) sdo de
realizagdo simples e compativeis com a analise de muitas amostras (Roux, 1987 cit.
Heliedoro, 1997);
X a expressdo das isoenzimas ¢ co-dominante (Simpson & Withers, 1986), isto &, os
dois alelos de um /ocus de um individuo dipléide sdo expressos e podem ser
visualizados, o que permite diferenciar homozigéticos e heterozigdticos. Este facto,
permite estimar directamente parimetros tais como a frequéncia genotipica ou alélica e
o coeficiente de diversidade genética (Ferreira & Grattapagha, 1995).
X> sdo marcadores selectivamente neutros;
B> a correspondéncia entre a variedade de mondmeros proteicos de um determinado
conjunto de isoenzimas ¢ a sua determinago genética permitir a interpretagdo de varios
Joci simultaneamente, através da observagio do padrdo de bandas. No entanto, existem
conjuntos de isoenzimas aos quais ndo ¢ possivel aplicar este técnica devido ao grande

namero de bandas correspondentes;



X os efeitos pleiotropicos ou epistaticos sdo reduzidos ou nulos;

BO apresentam grande estabilidade face aos factores ambientais, uma vez que sdo

produto quase directo dos genes. As condigbes ambientais nfio parecem intervir na

composigio e sequéncia dos aminoacidos enzimaticos e, consequentemente, na posicido

das bandas dos perfis enzimaticos ( Eiras - Dias et al, 1989).
De acordo com Brown & Moran (1981) cit. Simpson & Withers (1986), a técnica
electroforética podé ser descrita como o melhor método correntemente usado para medir a
variagio genética, relativamente livre dos efeitos ambientais e num namero de amostras
manejavel.
No entanto, o reduzido namero de /oci e alelos por locus que podem ser detectados constitul a
sua grande limitagdo. Em alguns tecidos vegetais, as formas isoenzimaticas sdo especificas, o
que pode ser uma limitagdo para anlise genética pois podem ndo ser boas discriminadoras da
variabilidade entre plantas devido a reduzida frac¢io do genoma da planta que é expressa €
analisada (Dias, 1990). E 6bvio que, com uma cobertura apenas parcial do genoma, ¢ dificil
encontrar associagdes entre as isoenzimas e os genes que controlam caracteristicas de
interesse agrondmico. Este facto, € especialmente limitante no mapeamento de caracteres
quantitativos. Mesmo assim, continuam a ser muito Gteis para analises genéticas que ndo
requeiram uma amostragem ampla do genoma ¢ detecgéo rapida de polimorfismos (Ferreira &
Grattapaglia, 1995; Grattapaglia, 1994).
Nos Gltimos 27 anos, muitas investigagdes tém utilizado a tecnologia das isoenzimas no
sentido de: estimar os niveis e entender a estrutura da variabilidade genética de populagdes
naturais, estudar o fluxo genético entre populagdes, estudar os processos de hibridizagdo
natural, estudar a dispersdo de espécies, analisar filogenias (Ferreira & Grattapaglia, 1995),
construir mapas genéticos do cromossoma das plantas (Tanksley, 1983 cit. Ferreira &
Grattapaglia, 1995 ), identificar genotipos particulares, facilitando deste modo a remogdo de
amostras duplicadas nos bancos genéticos (Simpson & Withers, 1986), obter informagdes
elementares sobre a distribui¢do da diversidade intra-especifica e entre populagdes da espécie,

permitindo definir as 4reas a serem poupadas para a preservagdo do patriménio genético €




No melhoramento de plantas, as isoenzimas tém sido utilizadas na: detecgdo de ligagdes
oénicas com caracteristicas mono e poligénicas, identificagio de variedades, selecgdo
indirecta de caracteristicas agrondmicas, introgressio génica, avaliagdo de germoplasma
(Ferreira & Grattapaglia, 1995), determinagdo de relagles genéticas entre linhas de
populagdes melhoradas ( Heun et al, 1994) e distingdo de cultivares de soja (Payne &
Koszykowski, 1978).

2.3- Fragmentos de Restri¢io de Comprimento Polimorfico - RFLP

Da-se o nome de RFLP, as variagdes no comprimento de fragmentos do DNA resultantes da
digestdo com endonucleases de restrigdo (Dias, 1990).

Ha vinte e dois anos, estes marcadores foram estudados pela primeira vez para detectar
mutacdes do DNA viral, o que levou a sua utilizagdo na analise dos genoma (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Esta metodologia methorou a capacidade de descoberta de marcadores
moleculares genéticos (Beckman & Soller, 1986; Paterson et al, 1988 cit. Striem et al, 1990).
Na técnica de RFLP, o polimorfismo ¢ evidenciado pelos fragmentos de DNA obtidos através
de enzimas de restricdo e observado por hibridagdo de sequéncias homologas (Tingey e del
Tufo, 1993; Fermreira & Grattapaglia, 1995), marcadas radicactivamente ou por
quimioluminescéncia (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Esta técnica so é possivel devido a especificidade das endonucleases de restri¢do que tém a
capacidade de cortar a molécula de DNA em determinados pontos definidos por sequéncias
curtas e especificas de 4-8 nucledtidos. O comprimento dos fragmentos de DNA assim
obtidos depende da localizagio dos locais de restrigio ¢ tem uma distribui¢do especifica para
cada combinagdo particular enzima - DNA (Dias, 1990).

Os padrdes de restrigio para determinadas enzimas podem ser alterados por inser¢des,
deleccdes ou inversdes que modificam significativamente todo o comprimento da sequéncia
génica (Dias, 1990). Muitas alteragdes nucleotidicas ndo sio detectadas pelas analises RFLPs
porque ndo afectam o local de corte com as enzimas de restri¢do (Kornher & Livak, 1989).

A maior vantagem dos marcadores de RFLP, na identificagdo de variedades, reside na

disponibilidade de uma infinidade de combinag¢des entre as enzimas de restrigdo ¢ as sondas
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que cobririo mais eficientemente o genoma dos individuos a caracterizar (Dias, 1990;
Ferreira & Grattapaglia, 1995). A proporgio do genoma que pode ser abrangido com 0s
RFLPs ¢ apenas limitado pelo nimero de sondas, enquantc que o namero de caracteres
bioquimicos € morfolégicos que podem ser usados como marcadores genéticos € muito
limitado devido ao facto de apenas uma pequena fracgio do genoma da planta ser expressa
(Dias, 1990; Smith et al, 1990).

Os marcadores RFLP sio co-dominantes, revelam variagdes em regides codificantes e nao
codificantes (Ferreira & OGrattapaglia, 1995), sdo independentes de factores externos e
altamente reprodutiveis (Bourquin et al, 1992; Cotrim & Pais, 1998).

A metodologia dos RFLPs ¢ muito complexa ¢ requer técnicas de isolamento de DNA,
digestio, electroforese, transferéncia para membrana, hibridacio e autoradiografia, que sdo
muito demoradas e trabalhosas (Dias, 1990; Tingey & del Tufo,1993; Lin et al, 1996b),
necessitando de pessoal altamente especializado na manipulagdo de radioisotopos. Deste
modo, torna-se muito cara (Dias, 1990). Por outro lado, requer grandes quantidades de DNA
genoémico. (Lin et al, 1996a)

Devido ao facto das tecnologia dos RFLPs ser recente, dispendiosa e estar ainda em pleno
desenvolvimento, ha falta de sondas adequadas para certas regides do genoma (Dias, 1990;
Moreno et al, 1995). Por esse motivo, o processo de obtengdo dessas sondas leva geralmente
varios meses (Cotrim & Pais, 1998).Este facto constitui uma limitagdo a identificagdo de
novas variedades, a avaliacdo do seu grau de pureza (Dias,1990) e para estudos de
diversidade genética (Cotrim & Pais, 1998).

Nas analises de rotina de mapeamento genémico, os RFLP tém vindo a ser substituidos por
marcadores baseados na variagdo do nimero de pequenas sequéncias repetidas (Griffiths et
al, 1996). ‘

Wang et al (1994) cit. Fukuoka et al (1996), determinaram a relacdo entre 138 marcadores
RFLP e a resisténcia /susceptibilidade nas linhas F; de plantas de arroz tendo verificado que
existe uma correlacdo entre a resisténcia ao vento e a frequéncia genética em 0ito regides do

cromossoma. Estes autores, verificaram que os foci ligados aos marcadores RFLP nos



cromossomas 4 ¢ 11 desempenham um papel principal na expressdo da resisténcia ac vento
em condigdes de campo

Os RFLP tém sido aplicados com sucesso na identificagdo de marcadores genéticos nas
plantas (Helentjaris et al, 1985; Tanksley et al, 1989 cit. Wang et al, 1994; Wang et al, 1992;
Zhang et al, 1992; Ishii et al, 1993 cit Wang et al, 1994). Tém sido usados na identificagdo de
cultivares em muitas espécies de plantas, incluindo arroz (Dallas, 1988 cit. Bowers et al,
1993; Wang et al, 1992; Zhang et al, 1992; Ishii et al, 1993 cit Wang et al, 1994), amoreiras
silvestres (Nybom et al, 1989 cit. Bowers et al, 1993), macieira (Nybom et al, 1990 cit.
Bowers et al, 1993), pimenta {Livneh et al, 1990 cit. Bowers et al, 1993), roseiras { Hubbard
et al, 1992 cit. Bowers et al, 1993). E também a base para a tecnologia de DNA “fingerprint”,
largamente aceite como uma evidéncia conclusiva e legal para identificagdo criminal e
paternidade (Neufeld & Colman, 1990 cit. Bowers et al, 1993).

Os marcadores RFLP tém sido utilizados para sinalizar genes principais envolvidos na
resisténcia a doengas em tomate (Young et al, 1988; Klein- Lankhorst et al, 1991a; Sarfatti et
al, 1989 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995) e soja (Muehlbauer et al, 1991; Diers et al, 1992
cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995), tendo sido usados no mapeamento genético de arroz
(Causse et al, 1994), soja, e trigo (Akkaya et al, 1992; Zhao & Kochert, 1993; Rongwen et al,
1995; Roder et al, 1995 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Como os RFLPs fornecem um meio de medir as similaridades genéticas entre cultivares,
podem ser usados para examinar relacdes entre variedades e talvez inferir dessas relagdes
algo sobre a origem e migrac¢do de cultivares de videira (Meredith et al, 1992).

Através de programas de melhoramento assistido por marcadores tentou-se transferir a
capacidade de acumulagdo de agucares acilados exsudados por tricomas do tipo IV que
medetam a resisténcia a peste mualtipla de plantas de tomate selvagem (Lycopersicon
pennelliiy para plantas cultivadas. Nesse sentido, a tecnologia RFLP foi usada durante trés
geragdes de retrocruzamento para seleccionar plantas que contivessem a regido flanqueadora
5 associada a anahise QTL com acumulacio de aguacares acilados. Observou-se que de mil
plantas intercruzadas BC3F, apenas trés continham trés a cinco regides flanqueadoras e

acumulavam agucares acilados, embora a niveis baixos. A descoberta da acumulacdo de
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agucares acilados na descendéncia de plantas intercruzadas BC3F, suporta o envolvimento de
pelo menos cinco regides flanqueadoras na biossintese dos agtcares acilados. Contudo, como
o nivel de agucares acilados acumulado por essas plantas € menor que o da Fy interespecifica,
pensa-se que seja provavel que uma outra regido ainda nio identificada seja necessaria para a
acumulacdo de niveis elevados de acticares acilados (Lawson et al, 1997).
Ling et al (1996), caracterizaram, através da RFLPs, dois mutantes expontaneos de tomate,
defeituosos em etapas chave que controlam os processes de absor¢do activa de ferro:
+*» a mutagdo recessiva chloronerva (chin) afecta o gene que controla a sintese do
aminoacido ndo proteico nicotianamina (N.T), um compoente chave na fisiologia do
ferro;
% o sistema radicular do mutante recessivo fer ¢ incapaz de qualquer resposta
caracteristica 4 deficiéncia de ferro ¢ assim a absor¢do do mesmo é completamente
blogueada.
Estes autores mostraram que o gene fer é epistatico em relagdo ac gene chin, sendo por isso
muito propicio para ser um dos maiores elementos genéticos que controlam a fisiologia do
ferro em tomate.. Com base nestes estudos, concluiram que o gene chin esta localizado no
cromossoma 1 € o gene fer no cromossoma 6. O isolamento do gene fer fornecerd novos
conhecimentos sobre o mecanismo molecular de controlo de absor¢do de ferro em plantas.
A 1identificagdo de espécies baseadas em RFLP ¢ possivel mas depende das sequéncias alvo
escolhidas, das enzimas de restricio utilizadas e do comprimento dos fragmentos

amplificados (Meyer & Candrnian, 1996).

2.4- Repetigdes em Tandem em Numero Variavel - VNTRs

Os minisatélites ou VNTRs sdo sequéncias repetitivas (Griffiths et al, 1996; Ferreira &
Grattapaglia, 1995; Lewin, 1997; Jeffreys et al, 1985; Hom et al, 1989; Caetano-Anollés,
1996a), que possuem de quinze a cem pares de bases (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Gnffiths
et al, 1996) e, em cada /ocus hipervariavel podem ser repetidas até 50 vezes (Ferreira &

Grattapaglia, 1995).



Segundo Caetano-Anoliés (1996a), os minisatélites estdo geralmente localizados em regioes
eucromaticas, mas frequentemente agrupadas junto aos telomeros.

A primeira regido hipervaridvel foi isolada por acaso pot Wyman e White (Barker et al, 1984
cit. Jeffreys et al, 1985), de uma biblioteca de segmentos aleatorios de DNA humano
(Jeffreys et al, 1983).

O nome minisatélite deriva do facto das sequéncias repetitivas formarem um pico satélite
distinto do pico principal de DNA gen6mico na separagao do DNA em gradientes de cloreto
de césio, por conter uma proporgdo de pares de bases GC diferentes da média do resto do
genoma ( Lewin, 1990 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995).

As variaces genéticas no loci hipervariavel t€m sido usadas extensivamente em analises de
ligagio (Weissenbach, 1992 cit. Bowcock et al, 1994) e na identificagdo individual (Pena et
al, 1993 cit. Bowcock et al, 1994), podendo ser dteis em estudos inter-populacionais (Pena et
al, 1993; Chakraborty et al, 1992 cit. Bowcock et al, 1994).

O polimorfismo dos marcadores minisatelites resulta de diferencas no namero de alelos das
sequéncias repetidas, resultando presumivelmente de trocas mitoticas ou meidticas desiguais
ou por “slippage” do DNA durante a replicagdo (Jeffreys et al, 1985). A alta variabilidade nos
minisatélites torna-os especialmente uteits no mapeamento gendmico porque ha uma alta
probabilidade de que os individuos variem nos seus alelos como um /ocus (Lewin, 1997).
Como esta técnica ¢ muito idéntica 2 dos RFLP, as suas vantagens sdo muito semelhantes
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Assim, ¢ um método rapido, codominante que explora
qualquer parte do genoma. O nivel de polimorfismo ¢ elevado e permite revelar variagdes em
populagBes muito proximas.

Os padrdes de bandas sdo muito complexos devido ao elevado polimorfismo dos
minisatélites. Deste modo, cada individuo possui um perfil de bandas diferente {“genetic
fingerprint”). Por outro lado, é quase impossivel identificar os alelos correspondentes a cada
Jocus, o que compromete a determinagdio de genotipos e o teste de hipoteses de segregagdo
mendeliana. Assim, nio sdo Gteis no mapeamento genético ou testes de ligagdo génica entre

marcadores ¢ genes de interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1995).
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Esta metodologia ndo permite definir fenétipos (Dias, 1990), ¢ demorada (Schnell et al,
1985). tem um custo elevado e ha a possibilidade de usar radiois6topos (Dias, 1997; Schneil
et al, 1995).

Os minisatélites existem em muitos genomas de plantas (Wang et al, 1994), tendo sido usados
para a identificago de variedades, cultivares e clones, na analise genética, determinagdo da
paternidade (Dallas, 1988; Nybom & Hall, 1991; Rogstad et al, 1988; Gepts et al, 1992;
Broun et al, 1992 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995) ¢ identificaclio forense (Hom et al,

1989).

2.5- Repetigdes de Sequéncias Simples - SSRs

O termo repetigdes de sequéncias simples (SSR) também denominado microsatélites designa
regides dispersas compostas por dinucledtidos repetidos em tandem (Ferreira & Grattapagha,
1995; Taramino & Tingey, 1996; Powell et al, 1996a; Lewin, 1997; McCouch et al, 1997). O
mais comum ¢é a repeticio de CA e o seu complementar GT (Grffiths et al, 1996), em
mamiferos (Dow et al, 1995). A qualidade de um determinado /ocus microsatélite depende do
niimero de elementos repetitivos (Cotrim & Pais, 1998).

A existéncia de microsatélites foi documentada ha cerca de 16 anos, por Hamada e seus
colegas (Hamada, 1982 cit. Powell et al, 1996a).

De acordo com Caetano-Anollés (1996a), os microsatélites localizam-se geralmente em
regides eucromaticas, mas mais ou menos aleatoriamente dispersas por todo o genoma.

Em termos absolutos, os microsatélites parecem ser mais abundantes nas plantas do que nos
vertebrados ( Lagercrantz et al, 1993).

Os microsatélites sio uma classe de marcadores moleculares relativamente recente,
encontrando-se largamente distribuidos nos genomas eucarioticos (Taramino & Tingey, 1996;
Powell, et al, 1996a; Ferreira & Grattapaglia, 1995), como confirmado pelos estudos de Tautz
e Ranz (Powell et al, 1996a).

O valor dos microsatélites resulta da sua natureza multialélica, da sua transmissdo
codominante, de ser baseado em PCR, da sua abundéncia relativa, da cobertura extensiva do

enoma, de possuierem um elevado contetido de informagio polimoérfica (PIC) (Ferreira &
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Grattapaglia, 1995; Powell et al, 1996a), e requererem apenas uma pequena quantidade de
DNA iniciador. £ um método robusto e reprodutivel. Permite analisar genomas
cloroplastidiais ou nucleares, possibilitando a identiticagio de fenomenos de hibridagdo
{Cotrim & Pais, 1998).

A maior limitagdo dos marcadores microsatélites na andlise genética ¢ melhoramento de
plantas refere-se 4 grande quantidade de trabatho necessario para o desenvolvimento prévio
do marcador (Cifarelli et al, 1993), exigindo pessoal especializado ¢ equipamento sofisticado
(Ferreira & Grattapagha, 1993).

As analises de microsatélites requerem um par de “primers” por cada locus do marcador, mas
essa sequéncia iniciadora ¢ facilmente distribuida a volta do mundo por correio electronico €
rapidamente construida usando um sintetizador de oligonucleotidos (Griffiths et al, 1996).
Como requerem algum conhecimento prévio do genoma a analisar, 0 método tem sido pouco
usado em estudos de conservagdo, sendo um dos poucos exemplos o de Swietenia humilis
(White & Powell, 1997 cit Cotrim & Pais, 1998).

A primeira aplicagio dos microsatélites em plantas foi na identificacfio de cultivares, tendo
sido usados na genotipagem da soja, por exemplo (Powell et al, 1996a).

De acordo com Dow et al (1995), a aplicago das analises de microsatélites tem sido
relativamente rara em cereais e praticamente inexistente em populagdes naturais de plantas.

O primeiro exemplo de um microsatélite ligado a genes de resisténcia a doengas nas plantas
foi publicado por Yu et al (1994) cit. Powell et al (1996a). As ligagGes a marcadores
microsatélite diagnostico permitiram a transferéncia de genes de resisténcia, incluindo os de
Peanut mottle virus (Rpv), Phytophthora (Rps3) e Javanese root-knot nematdide em
cultivares elite de soja (Powell et al, 1996a).

No futuro, a necessidade de protecgdo aos proprietarios de germoplasma aumentara, € 0s
microsatélites terdo um papel importante na certificagio da propriedade de variedades de
plantas (Powell et al, 1996a).

Os marcadores baseados em microsatélites tém sido desenvolvidos para aplicagdes de
mapeamento genético para algumas culturas, tais como soja, arroz ¢ trigo (Akkaya et al, 1992;

Zhao & Kochert, 1993 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995).
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Com base num mapa, com cente € vinte marcadores microsatélites, McCouch et al (1997),
demonstraram que estes marcadores estdo bem distribuidos pelos doze cromossomas do arroz
e identificaram cinco sequéncias de copia miiltipla que podem ser mapeadas para localizagdes
independentes.

Sampaio (1998), detectou o primeiro microsatélite composto em Q. suber L., constituido por

dez repetigdes da sequéncia TC.

2.6- Fragmentos Amplificados de Comprimento Polimérfico - AFLP

A tecnologia de marcadores de DNA de alta densidade foi desenvolvida por Keygene N. V.
(Wageningar, Holanda) (Cervera et al, 1996), fornecendo uma contribuigdo versatil e
universal para a analise de 4cidos nucleicos. Foram estudadas cerca de trezentas espécies de
plantas igualmente espalhadas pelo reino vegetal incluindo muitas de importincia comercial
(Caetano-Anoilés, 1996b).

E uma técnica de DNA “fingerprinting” (Lin et al, 1996a; Vos et al, 1995; Janssen et al,
1996-1997; Hongtrakul et al, 1997), rapida e eficiente (Hongtrakul et al, 1997), que detecta
fragmentos de restrigio (Janssen et al, 1996). Por esse motivo ¢ semelhante a técnica RFLP,
com a principal diferenga de que em vez da hibridagio Southern se usa a amplificagdo via
PCR. As semelhangas com a técnica RFLP foram a base para a escolha do nome AFLP (Vos
et al, 1995).

A técnica AFLP ¢ baseada na deteccio de fragmentos de restricdo genomicos por
amplificagdo via PCR (Vos et al, 1995; Janssen et al, 1997; Otsen et al, 1996, Breyne et al,
1997), podendo ser usada para DNAs de qualquer origem ou complexidade ( Vos et al, 1995)

et al,

e nio requerendo informagdes prévias sobre as sequéncias de DNA gendmico (Otsen
1996).

Constitui a técnica mais recente para obtencdo de um grande numero de marcadores
moleculares distribuidos por genomas procaridticos ¢ eucarioticos. Combina a especificidade,
resolugdo ¢ poder de amostragem da digestdo com enzimas de restri¢do com a velocidade e

facilidade de detecgdo do polimorfismo via PCR.

D
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Os marcadores AFLP apresentam vantagens relativamente a outros marcadores.Ha formagdo
de um grande namero de fragmentos que sdo resolvidos num finico gel. Deste modo, o
nimero de marcadores analisados no gel, é o mais elevado entre os varios existentes. Este
facto, leva a que os AFLP sejam mais eficientes na amostragem ampla ¢ simultinea do
genoma.

A analise AFLP ¢ altamente segura e reprodutivel podendo ser facilmente adaptada e usada
para uma série de aplicagdes que vio desde os estudos de Biologia Molecular 4 utilizagdo em
programas de Melhoramento de Plantas (Breyne et al, 1997).

A principal limitagdo destes marcadores ¢ o baixo centetido de informagao genética por /ocus.
Uma vez que os marcadores AFLP sdo “dominantes”, ndo ¢ possivel diferenciar os gendtipos
heterozigoticos dos homozigoticos.

Por outro lado, segundo Ferreira & Grattapaglia (1995), a andlise de marcadores AFLP
envolve uma série de etapas, necessitando por isso de uma maior quantidade de enzimas de
restri¢do, adaptadores, “primers” especificos e equipamento.

Deste modo, esta técnica ¢ trabalhosa e dispendiosa, requerendo sondas especificas (Lin et al,
1996a) ¢ grandes quantidades de DNA genomico o mais puro possivel para garantir uma
digestdo completa pelas enzimas de restricio em todas as amostras, o que torna a sua
extracgio demorada. A digestio parcial ou a ma qualidade de DNA pode levar a
interpretagdes erradas em termos de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A técnica AFLP tem sido usado para o estabelecimento de mapas de ligagdo genética (Mackill
etal 1996; Vos et al, 1995; Thomas et al, 1995 cit. Lin et al, 1996a; Otsen et al, 1996) e para
a localizaciio de genes de resisténcia a doengas ( Vos et al, 1995; Thomas et al, 1995 cit. Lin
et al, 1996a).

Permitem a diferencia¢do genomica de espécies do género Acinetobacter. Além disso, como
permitem um conhecimento mais detalhado da estrutura interespecifica dos taxa
Acinetobacter, representam um meio efectivo para a confirmagéo da identidade de estirpes na

epidemiologia desta bactéria (Janssen et al, 1997).



No Reinc Unido, desde 1953, a tormagdo de AFLPs em cultivares de cevada de Primavera,
fornece informagdes genéticas relativas ao desenvolvimento de plantas cultivadas (Ellis gt al,
1997).

Mackill et al (1996), ensaiaram iniciadores AFLP em plantas de um cruzamento de arroz,
Indica versus Japonica previamente mapeado por RFLP. Os dados obtidos indicaram que 0s
AFLPs sdc marcadores promissores 1o mapeamento genético em arroz.

Lin et al (1996b), compararam a capacidade de identifica¢do dos marcadores moleculares no
desenvolvimento de mapas de ligagdo, empregando técnicas de AFLP, RAPD e RFLP em
germoplasmas idénticos de soja. Verificaram que das trés técnicas utilizadas, a AFLP € a mais
atil para esse efeito.

A deteccdio de polimorfismo em Arachis hypogaea L. fo1 relatado pela primeira vez por He &
Prakash (1997). Estes autores referem que a técnica AFLP pode ser usada no melhoramento
genético assistido por marcadores € na avaliagdo do germoplasma desta cultura.

Maughan et al (1996), verificaram que os AFLP sdo marcadores ideais para um amplo leque
de mvestigacio genéticas, em virtude da sua capacidade detectar milhares de loci genéticos
independentes com custos ¢ tempos minimos. Observaram ainda que os valores de
diversidade fenotipica sdo maiores na soja selvagem do que na cultivada.

Maheswaran et al (1997), exploraram a técnica AFLP para estudar o polimorfismo, a
distribui¢do e heranga dos marcadores RAPD com uma populagdo de duplos hapldides de
arroz derivados de ‘IR 64°/°Azucena’. As bandas polimérficas foram mapeadas e distribuidas
pelos doze cromossomas. Concluiram que a utilizagdo de marcadores AFLP torna rapida a
realizacdo de um mapa de ligagdo, 0 que os torna muito teis em retrocruzamentos assistidos
por marcadores.

Os resultados dos estudos de Huys et al (1996), mostraram que os AFLPs sdo uma valiosa
analise genotipica de alta resolugdo para a classificagdo de espécies de Acromonas.
Enfatizaram também a importancia deste método para a taxonomia bacteriana em geral.

Qi & Lindhout (1997), ao compararem os quarenta ¢ oito padrdes AFLP de linhas
progenitoras de cevada verificaram que era facil identificar entre populagdes ou cruzamentos,

mais de cem marcadores comuns (possivelmente locus especifico). A existéncia de um
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nimero tio grande de marcadores comuns & populagdo facilita a fusdo de dados fornecidos
por marcadores moleculares e outros dados genéticos num mapa genético integrado.

Habu et al (1997), utilizaram AFLPs para o desenvolvimento de um protocolo para a
obtencdo de “fingerprinting” de mRNA que permitisse a comparagdo sistematica da expressdo
diferencial de genes.

Greef et al (1997), verificaram que a técnica AFLP ¢ adequada e poderosa para a avaliagdo da
_diversidade genética, para analisar o sucesso da hibridagdio e de encontrar classificagdes
erradas. De acordo com Paul et al (1997), permitem ainda a detecg¢do da diversidade e
diferenciagdo genética entre populagdes indianas e quenianas de cha.

A tesisténcia da cevada (Hordeum vulgare) ao fungo Erysiphe graminus f. sp. Hordei ¢
conferida por varios genes dominantes, ¢ também por alelos recessivos do locus Mlo
mapeado no brago longo do cromossoma 4. Por outro lado, estes factores que medeiam a
resisténeia sdo activos contra todas as racas fisiolégicas do parasita. Assim, o mecanismo
baseado na resisténcia mediado pelo Mlo pode diferir significativamente do mediado pelos
genes dominantes. As técnicas AFLPs foram utilizadas na identificagdo de marcadores
firmemente ligados ao locus Mlo € na produgdo de mapas genéticos locais de alta resolugio.
O uso da tecnologia AFLP permite o rastreio rapido de cerca de 250,000 foci ligados a0 Mlo
(Simons et al, 1997).

Quando se compararam “fingerprints” AFLP obtidos de raizes e caules de plantulas
individuais de trigos aparentados Aegilops mutica e Aegilops speltoides, observaram-se um
grande namero de fragmentos especificos dos diferentes orgdos amplificados. Este fenoémeno,
salienta a importincia, nos estudos filogeneticos baseados em “fingerprints” AFLP, de
assegurar que o DNA seja extraido de um tecido fisiologicamente uniforme. Para esse fim, as

sementes maduras sdo uma fonte conveniente (Donini et al, 1997).
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2.7- Polimorfismo de DNA Amplificado Aleatoriamente - RAPD

2.7.1- Conceitos Gerais

Por volta de 1990, foi criada uma nova técnica (Tingey & del Tufo, 1993; Jianhua et al, 1996;
Jean-Jaques et al, 1993), em dois laboratorios diferentes (Welsh & McClelland,1990;
Williams et al,1990). Esta técnica a que se chamou RAPD, detecta polimorfismos de
sequéncias nucleotidicas mediante amplificagio do DNA via PCR (Tingey & del Tufo, 1993;
Jean-Jaques et al, 1993; Caetano-Anollés, 1996a; Demeke et al, 1997; Costa et al, 1996),
usando um “primer” de sequéncias nucleotidicas aleatérias (Tingey & del Tufo, 1993;
Williams et al, 1990; Lagercrantz et al, 1993; Costa et al, 1996), de base 10 (Welsh &
McClelland, Williams et al, 1990; Manen et al, 1995; Jean-J aques et al, 1993).

Um “primer” aleatério para PCR da-nos a chance de amplificar diversas regides diferentes no
genoma. As sequéncias simples descobertas no DNA estdo flanqueadas por duas copias
invertidas do “primer” (Griffiths et al, 1996). Por cada grupo especifico de iniciador usado,
resulta um conjunto de polimeros de diferentes tamanhos, que separados em gel, ddo padrdes
de bandas caracterisiticos (Costa et al, 1996).

De acordo com Manen et al (1995) da-se o nome de RAPD ao padrio observado apos
electroforese e que € resultante da amplificagio. Estes padroes sdo normalmente polimérficos
nas populagdes € assim os varios padrdes obtidos por amplificagdo com diferentes iniciadores
sdo caracteristicos do genoma.

I uma das técnicas mais populares dos ultimos anos, quer pela sua acessibilidade, quer por
ndo requerer o conhecimento prévio do genoma em causa. Deste modo, tem sido amplamente
usada em estudos de variabilidade genética (Dawson et al, 1993; Russel et al, 1993; Rosseto
et al, 1995 cit Cotrim & Pais, 1998), mas também em estudos de certificagdio genética como
marcadores moleculares (Cotrim & Pais, 1998).

Os marcadores de RAPD distribuem-se regularmente por todo o genoma (Hahn et al, 1995).
De acordo com Williams et al (1990), a informagio contida num tinico marcador RAPD &
muito pouca. Deste modo, s6 quando muitos marcadores sdo usados para definir um genoma,

€ que comegam a ser uteis.
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2.7.2- Base Genética dos Marcadores RAPD

A tecnologia RAPD baseia-se na utilizagdo de um “primer” oligonucleotidico de sequéncias
aleatérias que amplificam sequéncias de DNA genomico, usando PCR {(Wang et al, 1994;
Williams et al, 1990), sempre que encontre regides de homologia a uma, distancia favoravel e
com orientacdo convergente para duas cadeias de DNA (Wang et al, 1994).

Nesta reacgdo, uma fnica espécie de “primers” liga-se ao DNA genomico em dois locais
diferentes em cadeias opostas do DNA alvo, promovendo através da actividade da Taq DNA
polimerase na presenca de desoxirribonucleosidos a sintese do DNA cépia. Como a sequéncia
destas pequenas moléculas ¢ aleatoria e as temperaturas usadas sdo de baixa extringéncia, isto
ira traduzir-se na sintese final de varios segmentos de DNA de diferentes tamanhos (Cotrim &
Pais, 1998). Nestes locais, quando os iniciadores estio a uma distancia amplificavel um do
outro, um produto de DNA ¢é formado mediante um termociclador de amplificacdo. A
presenga de cada produto de amplificagdo, identifica por completoc ou parcialmente
homologias em sequéncias nucleotidicas entre 0 DNA gendmico e os “primers” em cada
exiremidade do produto amplificado. Em média, cada iniciador dirige a amplificacdo de
varios loci discretos, 0 que torna esta técnica Optima para a pesquisa de polimorfismo de
sequéncias nucleotidicas entre individuos. Exige pequenas quantidades de DNA e € praticavel

(Tingey & del Tufo, 1993).

2.7.3- Deteccdo dos Marcadores RAPD

Como o polimorfismo RAPD ¢ o resultado de trocas de ambas as bases nucleotidicas que
alteram os sitios de ligagdo do iniciador, ou de inser¢des ou delec¢des na regido amplificada
(Williams et al, 1990), sdo usualmente notados pela presenca ou auséncia do produto de
amplificagdo de um s locus (Tingey & del Tuto, 1993).

Os fragmentos produzidos s3o facilmente visualizados em um gel corado com brometo de
etidio, ¢ o polimorfismo entre genotipos reflecte diferengas herdaveis no genoma. Um grande
nimero de bandas, ou floci, podem ser gerados facilmente. Devido a natureza aleatoria dos
primers, os marcadores RAPD, ao contrario dos RFLP, VNTRs e i1soenzimas, representam

uma amostra aleatoria do genoma inteiro (Schnell et al, 1995).



2.7.4- Vantagens dos Marcadores RAPD

Este método usa concentragdes baixas de DNA (Rasmussen & Rasmussen, 1993; Demeke et
al, 1997; Gogorcena et al, 1993; Wang et al, 1994), ndo necessita da digestio do DNA
(Gogorcena et al, 1993), nem de radioisotopos, ¢ facilmente automatizado (Rasmussen &
Rasmussen, 1995; Williams et al, 1990) e permite a exploragio da maior parte de genoma
{(Wang et al, 1994).

A tecnologia RAPD permite a visualizagdc directa das bandas no gel, ndo requer ©
desenvolvimento prévio de um banco para a extracgdo das sondas (Caetano-Anollés, 1996b),
permite mostrar regides de DNA repetitivo uma vez que os iniciadores utilizados sdo
arbitrarios, ndo requer instalagdes sofisticadas sendo por isso bastante acessivel em estagdes

experimentais € os resultados sdo geralmente de facil interpretacdo.

2.7.5- Limitagdes dos Marcadores RAPD

E um método caro (Hedrick, 1992), pois o termociclador e os iniciadores tém um preco
elevado.

Esta técnica apresenta problemas de reprodutibilidade (Hedrick, 1992; Moreno et al, 1995),
podendo ocorrer contaminagdes.

A principal limitagdo dos marcadores RAPD ¢ a pouca informagdo por locus porque apenas
um alelo é detectado no fragmento amplificado. Estes marcadores ndo detectam variagdes
alélicas e requerem um largo numero de /oci para serem identificados e pesquisados no
sentido de recolher a mesma informagdo que com RFLP, VNTR ¢ isoenzimas (Schoell et al,
1995).

Em virtude do seu comportamento dominante ( Ferreira & Grattapaglia, 1995; Williams et al,
1990; Schnell et al, 1993; Lagercrantz et al, 1993; Cifarelli et al, 1995; Caetano-Anollés,
1996a), os marcadores RAPD sdo pouco eficientes em analises que envolvam inferéncia de
frequéncias alélicas e genotipicas.

O problema da domindncia pode ser ultrapassado, através da obtencdo de mais marcadores,
incrementando deste modo, o poder estatistico ou pela marcagdo de variantes com locais de

restri¢io codominantes (Hedrick, 1992).



Uma vez que os marcadores RAPD se basetam na amplificagio via PCR, ficam sujeitos a
variaces nos parimetros fisicos e quimicos da reac¢do (Caetano-Anollés, 1993 cit. Caetanc-
Anollés, 1996a). Sdo sensiveis a muitos factores tais como: seleccdo e concentracdo de
iniciadores, concentracio de magnésio nos tampdes PCR ¢ o termociclador para PCR (L et
al 1996).

Diminui¢des na concentragdo de DNA ou aumento da concentracdo do “primer” conduzem a
uma melhor amplificagio dos produtos mais pequenos. Este efeito pode ser explicado pela
diferente validade dos “primers” para os locais de ligacdo do DNA, dado que o comprimento
dos produtos de amplificagdo ¢ determinado pela distancia de dois iniciadores ligados em
ligagGes opostas. Se nem todos os locais de ligagio estiverem ocupados (devido a uma menor
concentragdo do “primer”), a distincia média ¢ maior € por isso a quantidade relativa de
produtos longos ¢ mais elevada (Bischer et al, 1993).

Biischer et al (1993), demonstraram ainda que embora todas as Tag DNA polimerase sejam
adequadas para esta técnica podem existir diferencas em termos de amplificagéo.

A analise genética pode ser obscurecida pela amplificagio de artefactos ou produtos
ambiguos. Na analise RAPD, podem ocorrer artefactos ndo genéticos na auséncia de
optimizagdo cuidadosa da concentragdo dos “primers” e temperatura de reassociagdo

(Muralidharan et al, 1993; Ellsworth et al, 1993 cit. Caetano-Anollés, 1996a).

2.7.6- Utilizagdo dos Marcadores RAPD na Analise de Variabilidade e no Melhoramento
Genético

A tecnologia RAPD tem emergido na pesquisa biotecnolégica como uma determinante atil na
identificacdo genética pratica no melhoramento de plantas, producdo € programas de testes de
sementes (McDonald et al, 1994).

As aplicagdes dos marcadores RAPD na analise genética e no melhoramento de plantas
permitem: a obtengdo de “fingerprints” genémicos individuais, varietais e populacionais, a
analise da estrutura e diversidade genética em populagdes naturais, de melhoramento e bancos.
de germoplasma, o estabelecimento de relages filogenéticas entre diferentes espécies, a

construcdo de mapas de ampla cobertura genomica ¢ a localizagdo de genes com interesse
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econdmico (Ferreira & Grattapaglia, 19953), a identificagao ¢ diferenciacdo de cultivares de
arroz {Welsh & McClelland, 1990), soja (Caetano-Anolles et al, 1991; Williams et al 1991
cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995) ¢ cevada (Weining & Langridge, 1991 cit. Ferreira &
Grattapaglia, 1995), a quantificagao da diversidade genética favoravel em linhas de arroz
propostas para a produgdo de heterose (Wang et al, 1994) ¢ o mapeamento de genes que
controlam a resisténcia a doengas em tomate (Klein-Lankhorst et al, 1991ab; Michelmore et
al, 1991 cit. Ferreira & Grattapaglia, 1995).
A tecnologia RAPD foi usada para evidenciar variacdes somaclonais em plantas transgénicas
de arroz {Bao et al, 1993 cit. Wang et al, 1994).
Os marcadores de RAPD demcnstraram ser um instrumento conveniente para a deteccdo €
estimacdo de fendmenos a nivel molecular, em plantas de arroz do tipo Indica, cultivar
Chinsurah Bore 1I, recuperadas de protoplastos ¢ a sua transmissdo 4 descendéncia
autogamica. £ também um instrumento rapido para a seleccdo de plantas transgénicas
individuais que ret€ém a estrutura gendmica mais equilibrada ¢ para o controlo dos resultados
de retrocruzamentos planeados para restaurar 0 genoma original (Bao et al, 1996).
O polimorfismo RAPD permitiu a construgdo de mapas genéticos de DNA de arroz. Este
facto, pode abrir o caminho para a pesquisa de ligagdes entre marcadores RAPD e
caracteristicas genéticas de importdncia na agricultura, incluindo os determinantes da
esterilidade masculina (Wang et al, 1994).
Os marcadores RAPD permitem analisar as relagdes genéticas entre variedades de plantas.
Deste modo:
& Ko et al (1994), estudaram a relagdo entre as variedades de arroz Australian e USA,
tendo confirmado a estreita relagdo genética entre estas variedades, com indices de
similaridade de 88-97%;
#Sckeepers et al (1997), analisaram nove amosiras de diferentes proveniéncias
Europeias de Picea abies. Verificaram que as proveniéncias eram separadas em dois
grupos principals: uma com as proveniéncias nordicas (Suécia ¢ Bielorissia) e outra as

Alpinas (Franga, Austria, Alemanha e Bélgica):
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#3 técnica RAPD é ideal para o estudo dos genétipos de arroz usados para a produgdc
de hibridos F,. Além disso, sendo um modo molecular de verificar o grau de
dissimilaridade entre as linhas parentais, as analises RAPD podem ser também usadas
para encontrar novas combinacdes parentais (Wang et al, 1994);
# os resultados obtidos por Momol et al (1997), mostraram que 2 técnica RAPD
permitiv a detecgdo da variabilidade genética existente entre estirpes de Lrwinia
amylovora, podendo ser usada para a distingdo ¢ estudo de relagdes entre as estirpes.
Os marcadores de RAPDs sdo também bem sucedidos na produgdo de dendogramas
mostrando as distAncias genéticas entre cultivares de arroz italianas (a ser publicado, cit.
Wang et al, 1994).
A tecnologia RAPD tem ainda sido aplicada no estudo da diversidade de plantas:
% de ginsengue Norte Americano em Ontario (Bai et al, 1997);
% de cebola e chalota. Com este fim e também para classificar as culturas entre os
gendtipos de Allium cepa foram utilizados RAPD conjuntamente com caracteristicas
morfolégicas (DEnnequin et al, 1997);
% de subpopulagdes de Afkanna orientalis do Deserto do Sinai. Os resultados de
estudos preliminares sugeriram que 0 compoftamento das abelhas é o responsavel por
uma limitada dispersio dentro da populagdo e que as subpopulagdes talvez tenham
divergido umas das outras geneticamente (Wolff et al, 1997);
% de arroz (Oryza sativa) obtidas da mator colecgdo de germoplasma detida pelo [RRI
(International Rice Research Institut) (Virk et al, 1995).
As bandas de RAPD demonstraram a existéncia de diferencas genéticas entre os isolados
holandeses de Mycosphaereila graminicola. Mostraram ainda que ocorreram contaminagoes
nio significativas das manchas inoculadas com a populagdo natural de Mycosphaerella
graminicola (Kema & van Silthout, 1997).
Hu et al (1997), identificaram trés marcadores RAPD estreitamente ligados a um gene de
resisténcia do trigo (7'riticum aestivum 1. em Thell) a Blumeria graminis Dc. F sp. Tritici EM.

Marchall que causa o mildio pulverulento. Observaram que OS marcadores RAPD
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estreitamente ligados a genes alvo podem facilitar a selecgdo € permitir a pirimidizagdo de
penes para a resisténcia ao mildio pulverulento em programas de melhoramento de trigo.

Seo et al (1997), utilizando linhas de trigo proximas da isogenia ¢ a analise de segregacdo em
grupos, identificaram um marcador RAPD associado ao gene H21 que confere resisténcia ac
bidtopo L da larva de mosca Hessian [ Mayetiola destructor (Say)]. O uso deste marcadot
pode facilitar o rastreio mais rapido da populagio de plantas para a resisténcia a mosca
Hessian e monitorizar a introgressdo do gene HZ1.

Helms et al (1997), calcularam o coeficiente de parentesco para cada par de progenitores de
plantas de soja usados no desenvolvimento de populacdes segregantes ¢ a distancia genética
baseada em marcadores RAPD. Verificaram que estes cram polimérficos para cada par de
progenitores. A distincia genética ndo foi associada ao coeficiente de parentesco ou a
magnitude da varidncia genética. Verificou-se que a varidncia genética nas populagdes
aparentadas ¢ menor do que Das populagdes obtidas através de cruzamentos de pais nao
aparentados para as quatro caracteristicas avaliadas.

O polimorfismo molecular pode ser utilizado para validar a pureza genética das linhas Peking
utilizadas como hospedeiros diferenciats no sistema de classificagdo de ragas do “Soybean
cyst nematode”, bem como €m programas de melhoramento genético {Skorupska et al, 1994).
Peltonen et al (1996), diferenciaram isolados de Drechslera teres originaria de diferentes
locais na Filandia, utilizando o polimorfismo RAPD.

As analises efectuadas por Hong et al (1996). forneceram polimorfismo suficiente para a
diferenciagdo de dois grupos distintos de isolados (Ragas KI e KJ), com uma similaridade
total de 0,85. O MGR-DNA baseado em analises de DNA forneceu uma similaridade total de
0.78. Contudo, a analise do teor em gt do DNA gendmico dos varios isolados entre ragas Kl
apresentavam dissimilaridades genéticas relacionadas com as ragas. Com base nestes estudos,
Hong et al (1996), verificaram que 0O polimorfismo RAPD forneceu agrupamentos
filogenéticos muito mais Seguros para ragas de fungos de crescimento rapido na Coreia do

que 0 MGR-DNA baseado em RFLP.



Os marcadores moleculares foram usados para mapear € caracterizar /oci caracteristicos
quantitativos (QTLs) para dezanove caracteristicas de importincia biologica e agronomica
num retrocruzamento interespecifico de tomate (Grandillo & Tanksley, 1996).

A tecnologia RAPD permitiu a determinagdo das distincias genéticas entre variedades de
Hordeum vulgare e a integragio dessas variedades em grupos. Por outro lado, € possivel,
com base neste tipo de analises, construir dendrogramas de relacdes entre espécies do genero
Hordeum e espécies de alguns cereais cultivados (Sivolap & Kalendar, 1995).

A combinagdo de temperaturas de corrida da electroforese em gel com andlises RAPD
permitiu a detecgdo de dois marcadores para o gene que governa o aumento do baixo nivel de
cadmio em trigo duro canadiano (Triticum turgidum L., var. durum). A seleccdo assistida por
marcadores no sentido de aumentar 0s genes com aiveis baixos de cadmio oferece uma
alternativa efectiva (Penner et al, 1995).

Um estudo comparativo entre soja selvagem ¢ cultivada, utilizando RAPD, forneceu
informagdes basicas para o uso de soja selvagem no melhoramento desta espécie, como
também para um melhor entendimento da sua origem e evolugdo. A técnica RAPD tem sido
muito usada desde que foi desenvolvida por William (1990) e Welsh (1991), porque ¢
simples, rapida, extremamente sensivel e ndo & afectada pelo desenvolvimento da planta ou
por condi¢Ges ambientais (Zhuang et al, 1995).

Tancred et al (1994), utilizaram a técnica RAPD para a diferenciagio de uma nova cultivar de
macieira Queensland de maturagdo precoce de 3 cultivares de aparéncia semelhante
(Summerdel, Jonathan e Royal Gala).

Chacon et al (1994), utilizaram marcadores de RAPD para a identificagdo de varias espécies €
racas de nematodos parasitas de plantas.

Heun et al (1994), compararam analises RAPD e isoenzimas, com base nas relagbes entre
“accessions” de uma aveia hexaploide selvagem ( Avena sterifis L.). Verficaram que a
analise RAPD permitia a separagdo mais definitiva dos “clusters” das “accessions”.

delRio et al (1997). referiram a capacidade dos RAPDs para a separagdo de “accessions” do

género Solanum.
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BlackSamuelson et al (1997), foram os primeiros a comparar a quantidade e os padrdes de
variabilidade genéticos, através das analises RAPD ¢ morfologicas em espécies ameagadas de
Vicia pisiformis.

Palacios & GonzalezCandelas (1997), utilizando esta técnica, verificaram que a variabilidade
genética numa pequena populagdo de Limonium cavanillesii é extremamente baixa.

Goehrig et al (1997), utilizaram a técnica RAPD para a comparagdo de espécies
seleccionadas de género Kalanchoe. Os rtesultados obtidos por estes autores, sugerem que a
técnica RAPD ¢ rapida, sensivel e atil para o estudo das relagdes filogenéticas vegetais ao
nivel infragenético.

As analises RAPD mostraram a homogeneidade genética da espécie Panax notoginseng
regeneradas por embriogénese, 0 que sugere que a embriogénese somatica pode ser usada
para micropropagagio clonal destas plantas (Shoyama et al, 1997).

Os resultados obtidos por RAPD indicaram que a variabilidade encontrada em populagdes
naturais e na maioria das plantas cultivadas de Carpoxylon macrospermum H. Wendl &
Drude, derivava aparentemente de um niamero limitado de arvores (Dowe et al, 1997).

Os marcadores RAPD foram utilizados na diferenciagdo de genotipos seleccionados de
plantas selvagens de Digitalis obscura, tendo-se verificado uma grande variabilidade de
acordo com o gendtipo. Foi ainda possivel confirmar a identidade da planta dadora e dos
regenerantes de um isolamento & micropropagagio de um gendtipo elite com elevada
produgdo (Gavidia et al, 1996).

Messner et al (1996), utilizaram a técnica RAPD para estimar a variabilidade genética
intraespecifica de 34 isolados de Verticillium dahliae Kleb. de nove géneros diferentes de
plantas hospedeiras em varias regides. Observaram que o fenograma obtido agrupava oS
isolados em dois grupos: um contendo os isolados de Brassica napus napus € outro contendo
isolados de uma gama de plantas hospedeiras. Nao encontraram correlagdes entre os padrdes
RAPD e a localizagio geografica.

Os marcadores de RAPD foram utilizados para estimar a variabilidade inter e

intrapopulacional de espécies do género Orobanche (Paran et al,1997). Pequenas sementes de
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sete espécies diferentes de ervas daninhas do mesmo género foram tambeém identificadas por
esta analise (Joel et al, 1996).

Warburton et al (1996), estabeleceram o comportamento dos feci RAPD para a identificagdo
de ligagBes genéticas a genes de interesse econémico em pessegueiro. Os tesultados obtidos
sugerem a utilidade destes marcadores neste programa de melhoramento.

Os resultados obtidos com marcadores RAPD por Neuffer (1996), apoiaram as hipoteses da
colonizagio precoce da Capsella bursa pastoris e ajudaram a perceber a histéria da
colonizagdo desta cultura. Revelaram ainda que a estrutura populacional colonial esta de
acordo com os padres de variabilidade genética intra e interpopulacional.

A analise RAPD foi realizada para estudar somaclones de Latirus sativus contrastantes com a
a progenitora. Embora , com um anico “primer”, ndo fosse possivel a identificacdo de um
somaclone particular, a combinagdo de dois ou mais “pimers” podia ser utilizada para esse
fim (Mandal et al, 1996).

Os resultados obtidos por Ko et al (1996), indicaram que a técnica RAPD ¢ qtil para o
estabelecimento da diversidade genética em Ozothamnus diosmifolius (Vent) DC [Syn.
Helichrysum diosmifolium (Vent) Sweet], bem como na protecgdo comercial dos direitos dos
melhoradores de plantas.

Pooler et al (1996), determinaram utilizando a técnica RAPD as relagBes genéticas entre

os isolados de Xanthomonas fragaria de diferentes proveniéncias. Foi possivel a
identificacdo de nove genotipos de isolados. Apenas um ndo patogénico nao fo1
identificado por este método.Por outro lado, ndo existiam correlagbes entre 0s padroes
RAPD e a proveniéncia geografica, 0 que sugere a disseminacdo destas bactérias atraves

de trocas de germoplasma infectado.

Anastassopoulos & Keil (1996), estudaram a variabilidade genética de diferentes
genotipos de Alstroemeria obtidos por melhoramento classico, através dos marcadores
RAPD. Os perfis de RAPD permitiram a distingdo de todos os gendtipos, mas ndo eram
apropriados para um “‘screening” rapido da variabilidade induzida neste género de

plantas.
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Xie et al (1995), transferiram DNA total de soja selvagem rica em proteinas para soja
cultivada ¢ estudaram a variabilidade genémica dos descendentes através da analise
RAPD. Os autores inferiram que a recombinagio homogénia do DNA exogeno ¢ a causa
principal da variabilidade.
Heinze & Schmidt (1995), utilizaram técnicas RAPD para a andlise de embrides
somaticos ¢ regenerantes de plantas de linhas celulares embriogénicas em abeto
noruegués [Picea abies (L.) Karst]. Esta analise facilitou a identificagdo clonal.
Benner et al (1995), utilizaram a metodologia RAPD para a detecgdo de polimorfismo
molecular em orquideas do género Cattleya. Reportaram um elevado nivel de
variabilidade molecular interespecifica. A identificagdo e mapeamento do polimorfismo
de DNA por esta técnica:
s facilitaram o uso deste faxa para a identificagdo de caracteristicas especificas de
espécies € generos;
s permitiram medir a recombinagfo e introgressao em populagdes hibridas. Este
facto levou os geneticistas a concordar nos processos de especiagdo, evolugdo
morfoldgica e alteragdes moleculares nesta familia de plantas.
Ronning et al (1995), demonstraram que 0S marcadores RAPD podem ser utilizados em
estudos gendmicos do cacaueiro (Theobroma cacao L.).
As analises RAPD diferenciam eficientemente cultivares de cana de agicar (Taylor et al,
1995).
Os marcadores RAPD mostram uma grande potencialidade para a analise genética de
Spartina alterniflora, particularmente em populagdes invasoras (Stiller & Denton, 1995).
Os resultados da andlise RAPD, com 23 plantas micropropagadas de um clone (L34) de
Populus deltoides, mostraram que esta técnica podia ser utilizada para a obtengdo de
informacgBes rapidas e precisas sobre similaridades e dissimilaridades genéticas em
sistemas de micropopagagdo que podiam ndo ser tdo evidentes quando se usavam outras

técnicas (Rani et al, 1995).
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As analises RAPD permitiram a identificagdo de variedades de feijdo branco australiano e
forneceram informacdes sobre as relagdes genéticas dessas variedades para fins de

melhoramento (Graham et al, 1994).

3- Objectivos do Trabalho

O presente trabalho encontra-se inserido num projecto de ambito nacional financiado pelo
programa Praxis XXl (“Estudo da Variabilidade Genética do Sobreiro com Vista ao
Melhoramento e a Conservagdo dos Recursos Genéticos”), no qual participam o ITQB,
ESAB, INETI, FFCUL, UAL, ISA/DEF/EFN.

O objectivo deste trabalho foi a analise da variabilidade genética inter € intrapopulacional
de Q. suber L. de diferentes proveniéncias (Evora/Azaruja, Besteiros, Santiago do Cacem

e S. Bras de Alportel).
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11- Métodos Experimentais

1- Material e Métodos

1.1- Material Vegetal

Para estudo, foram seleccionadas 90 arvores de sobreiro (Quercus suber L.) de diferentes
proveniéncias: 25 espécimens de Evora/Azaruja ( Populagdo V-01), Santiago do Cacém
(Populagdo VI-02) e S&o Bras de Alportel (Populagdo VI-03), e 15 de Besteiros (Populagio
V-02).

Como fonte de DNA total foram utilizadas folhas colhidas em Setembro- Qutubro pelo
grupo da Dr* Helena de Almeida, do ISA.

O DNA total foi também extraido de dois espécimens de Q. iex L. que coabitavam com a
populagdo de Evora/Azaruja (Qi 02 ¢ Qi 03) ¢ de plantulas presumivelmente livres de
parasitas, regeneradas por cultura de meristemas realizada na FCUL (QsFCUL).

Estas folhas, depois de devidamente separadas, embaladas em sacos Zip-Cock
hermeticamente fechados e etiquetados de acordo com a sua proveniéncia, espécie €

individuo, foram armazenadas a -70°C para uso posterior.

1.2- Reagentes
Todos os reagentes utilizados possuiam um grau de pureza adequado para Biologia
Molecular.
Neste trabalho foram utilizados:
@& Tag polimerase EcoTaq (5U/ul) [bem como tampdo da enzima (10X) e MgCl
(50mM)] fornecidos pela Ecogene;
@ dNTPs obtidos da Pharmacia Biotech;
© oligonucledtidos iniciadores (“primers™) de 10 bases de comprimento de
sequéncias aleatorias do Kit AB1, adquiridos 4 Advanced Biotechnologies Ltd. com

as seguintes sequéncias:
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“Primers” Sequéncias
AB1-05 TGCGCCCTTC
AB1-10 . CTGCTGGGAC
AB1-18 CCACAGCAGT

€@ tampio de aplicagdo - “Blue Juice” (vide anexo 1);

€ agarose NA obtida da Pharmacia Biotech;

o5 restantes reagentes, salvo referéncia em contrario, foram fornecidos pela Sigma.
O material de plastico descartavel foi esterilizado por autoclavagem a 121°C durante 20

minutos.

1.3- Equipamento
- Arca congeladora a -70°C;
v Sistema de purificagio de agua Milli-Q;
s Almofariz e respectivo pildo;
s Estufa de incubagio da Cassel modelo THP 72;
e Micropipetas (P10, P20, P1oo, Paoo € P1ooo) - Pipetman da Gilson;
re Espectrofotometro - Modelo Ultrospec IT 4050 da LKB;
w Cuvettes de quartzo;
re Balanca analitica da Sartorius Universal;
v Banho maria - 2019 Multiheat da LKB;
w Centrifuga de vacuo- Modelo RL5C da Sorvall Instruments;
s Microcentrifuga - Modelo Sigma 113 da B. Braun Biotech Internacional;
w Vortex 2 Genie da VWR Scientific;
e Forno de microondas- Modelo Precise 190 da Ufesa;

e Termociclador da BIO-RAD - personal cycler;
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w Tinas de electroforese -Modelo EC 160. DNA Sequencing System da E.C.
Apparatos Corporation;

= Fonte de alimentacdo - Modelo EC 650 ¢ EC 4000 P da E.C. Apparatos
Corporation System,;

m Transiluminador de U.V - Modelo LKB 2011 Macrovue Transiluminator
Bromma,;

= Sistema de Bioprofil/Biocapture;

= Programa de software “NTSYS”.

1.4- Métodos

1.4.1- Isolamento do DNA Total a Partir de Folhas de Quercus suber L.
A extrac¢do do DNA total foi realizada de acordo com os protocolos de dois métodos
utilizando:

3«2 0 Kit 69106: "DNeasy Plant Mini Kit" da Qiagen;

s 0 Kit 1667319: “Plant DNA Isolation Kit” da Boehringer Mannheim Corporation.

O "DNeasy Plant Mini Kit" é de muito facil utilizagdo e de execugdo rapida, sendo possivel
0 isolamento de DNA a partir de mais de 100mg de tecido vegetal. Este Kit contém um
conjunto de solugdes especificas (AP, AP,, AP;, AW e AE) que foram optimizadas para
uma recuperagdo de DNA e remogdo de contaminantes. Este conjunto de reagentes
utilizados sdo marca registada da Qiagen. Contém ainda o “DNeasy Plant Mini Handbook™,
do qual consta o protocolo utilizado.

Retiraram-se cuidadosamente as folhas de sobreiro da cAmara a -70°C e lavaram-se cerca de
lg com 4gua corrente. Depois de secas com papel absorvente foram cortadas em pedagos
pequenos (cerca de 0,5cm).

Teve-se o cuidado de ndo aproveitar a nervura principal ¢ todas as zonas escuras

(possivelmente infectadas).



As folhas cortadas foram depois submetidas a maceragdo em almofariz com azoto liquido

at¢ a obtengdo de um pd fino.

A Figura 2 representa o protocolo de extracgdo de DNA utilizado com o "DNeasy Plant

Mini Kat" .

Tecido vegetal

r, Moagem, lisee
precipitagio

|

% Centﬁfugagﬁo
g com (lAshredder
ﬁ Adicdo de etanol

Ligacio do DNA
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Fig. 2 - Protocolo de extracgio do DNA utilizando o “DNeasy Plant Mini Kit"
Fonte: DNeasy Plant Mini Handbook. 1996

Iniciou-se o processo de extracgdo com este método colocando 100mg da amostra reduzida

a po fino em tubos de microcentrifuga de 2ml.



Ressuspendeu-se o p6 fino resultante em 400 pl de tampdo AP, € 4 pl de RNAse (20mg/ml).
Esta mistura foi posteriormente homogeneizada por agitagdo no Vortex, no sentido de evitar
os aglomerados.

Incubou-se em banho maria a 65°C durante 10 minutos, agitandc duas a trés vezes no
Vortex para homogeneizar a mistura. Esta etapa provoca o inicio da lise das células.
Agitou-se a mistura numa microcentrifuga durante cinco minutos a velocidade maxima.
Adicionou-se de seguida 130 pl de AP, e incubou-se em gelo durante cinco minutos. Nesta
etapa, ha precipitagdo dos detergentes, proteinas e polissacéridos.

Aplicou-se o lisado numa "QIA Schredder Spin Column" de cor lilas e centrifugou-se
durante 2 minutos a 4°C, a velocidade maxima. Estas colunas removem a maioria do
precipitado e restos celulares.

Adicionou-se ao precipitado cerca de 400 pl de AP, e 130ul de AP: e transferiu-se o
filtrado para um novo tube, tendo o cuidado de ndo tocar no sedimento.

Adicionou-se ao sobrenadante 300 pl de AP; e 600 ul de etanol. Da solugdo obtida, retirou-
se 650 ul para uma coluna “DNeasy”, a qual possui resina para reter o DNA, e centrifugou-
se durante 1 minuto, a 4°C com 9000 rpm, tendo-se posteriormente decantado o liquido
filtrado. Este passo foi repetido com o restante volume da amostra. A coluna foi colocada
num novo tubo de 2 ml.

Lavou-se a coluna com 650 pl de AW, tendo-se centrifugado durante 1 minuto a 9000 rpm.
Decantou-se o filtrado, retirou-se o sobrenadante e efectuou-se nova lavagem e
centrifugacio.

Transferiu-se a coluna para um novo tubo de microcentrifuga e aplicou-se 50 ul de AE
previamente aquecido a 65°C, arrefecendo-se em gelo durante 5 minutos. Centrifugou-se
durante 1 minuto a 8-9000 rpm, com aproveitamento do sobrenadante para repeti¢do do
passo anterior. '
Retirou-se o sobrenadante e deixou-se 0 DNA secar ao ar.

Este tubo contendo o0 DNA, depois de devidamente identificado, foi guardado no frigorifico

a4°C.
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Para o 2° métode de extracgdo foi utilizado o “Plant DNA lsolation Kit”. Este Kit é rapido e
contém wmn conjunto de tampdes (1, 2, 3 e 4), que sdo marca registada da Boehringer
Mannheim Corporation e um conjunto de esferas de moagem..
Os procedimentos adoptados para o isolamento de DNA podem ser utilizados para 4mg (um
disco foliar) a 1g de tecido em cada amostra.
Em relagdo a este método, foram realizadas duas alteragdes ao protocolo:

% ndo se utilizaram as esferas de moagem,;

seutilizou-se agua em vez de TE no ultimo passo.
Colocou-se 1g da amostra reduzida a p6, num tubo de centrifuga de 30 ml e incubou-se em
gelo. Adicionou-se 15 ml de tampdo 1, invertendo-se ate estar completamente suspenso.
Deixou-se um pouco a temperatura ambiente. Este tampéo limita a oxidagéo e a actividade
de nucleases.
Adicionou-se 1 ml de tampéo 2 e inverteu-se o tubo, cerca de 106 vezes, para homogeneizar.
Este tampdo provoca a lise das paredes celulares. Incubou-se 5 minutos a 65°C ¢ em seguida
adicioncu-se 5 ml de tampao 3, misturando bem e incubando de novo durante 5 minutos.
Centrifugou-se durante 10 minutos a 4°C a 25000 g a fim de retirar os restos da parede
celular e eventualmente as proteinas da amostra. Repetiu-se este passo.
Seguidamente, adicionou-se 10 ml de isopropanol previamente arrefecido a -20°C, o qual
provoca a precipitagdo do DNA. Incubou-se o tubo em gelo durante 10 minutos €
centrifugou-se durante 10 minutos a 20000 g, a 4°C.
Deitou-se o sobrenadante fora e secou-se o sedimento a temperatura ambiente.
Ressuspendeu-se o “pellet” de DNA em 700 pl de tampdo 4 (lavagem), deixando-se em
seguida durante 30 minutos em gelo, tendo o cuidado de agitar ocasionalmente.
Transferiu-se a solugio de DNA para um tubo de microceutrifuga de 1,5 ml limpo e
centrifugou-se 5 minutos a 8000 rpm.
Transferiu-se o sobrenadante para vm novo tubo e adicionou-se 75 pl de acetato de sodio

3M e 500 pl de isopropanol frio. Misturou-se bem, por inversio do tubo.
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Centrifugou-se 5 minutos a 8000 rpm. Deitou-se fora o sobrenadante e secou-se na

centrifuga de vacuo durante 5-10 minutos. Ressuspendeu-se em 80 pl de agua.

1.4.2 - Determinagio da Concentragio e Grau de Pureza do DNA

A concentragio e grau de pureza do DNA podem ser determinados, através da medigdo da
absorvincia a 260 e 280 nm, utilizando um espectrofotémetro.

Colocou-se 995 pl de agua estéril numa cuvette e utilizou-se como branco no
espectrofotometro, efectuando o auto zero do aparelho.

Numa cuvette de quartzo, colocaram-se 5 ul da amostra de DNA e 995 pl de 4gua estéril e
vedou-se a mesma com parafilme. A mistura foi homogeneizada por inversoes sucessivas da
cuvette. Procedeu-se, depois, 4 determinagdo da densidade Optica do DNA diluido a 260 e
280 nm.

A uma avsorvincia de 1.0 a 250 nm correspondem cerca de 50 pg de DNA de cadeia dupla.
O grau de pureza do DNA foi determinado pela razio entre os valores da absorvancia a 260
nm (pico de absorvancia para acidos nucleicos) e a 280 nm (pico de absorvincia para
proteinas). Esta relagdo devera variar, em situagdes ideais, entre 1.5 e 1.8, permitindo
determinar o grau de pureza do DNA em termos de contaminagdes com RNA ou proteinas.
Ap6s a determinagdo da concentragdo e grau de pureza do DNA, utilizou-se a PCR para a

amplificagdo das fragmentos aleatérios.

1.4.3- Amplificagdo Aleatoéria de Fragmentos por PCR
As reacgdes foram preparadas num volume final de 20ul, contendo os seguintes reagentes:

% 50-150 ng de DNA genomico purificado como indicado em 1.4.2;
* 0.8 mM de MgCly;

¥ 2 pl de tampao de reacgdo (10x);
% 200 uM de dNTPs;

¥ 0.5 pl de 7ag polimerase (SU/plj;



% 5 pmol de "Primer"(AB1-05, ABI-10 ou AB1-18). Estes “primers” foram
escolhidos de acordo com resultados de estudos prévios (Roméo et al, 1998).
¥r 4gua para perfazer o volume.
As reacgdes de PCR, utilizando 0 DNA extraido com o "DNeasy Plant Mini Kit", foram
efectuadas num termociclador da BIO-RAD nas seguintes condigdes:
<% Um minuto a 94°C;
% Um minuto a 39°C;
v Um minuto a 72°C.
Este ciclo foi repetido 35 vezes.
As reaccdes de PCR, utilizando o DNA extraido com o “Plant DNA lsolation Kit”, foram
efectuadas num termociclador da BIO-RAD nas seguintes condigdes:
<¥ um minuto a 94°C;
¥ um minuto a 50°C;
+% trinta segundos a 72°C.
Este ciclo foi repetido 35 vezes.
Os produtos de amplificagdo da reacgdo de PCR foram posteriormente analisados por

electroforese em gel de agarose.

-3

ara nos certificarmos da reprodutibilidade de resultados, repetiram-se 10% das diferentes

amostras, pelo menos duas vezes.

1.4.4- Electroforese em Gel de Agarose

Os géis de agarose foram preparados, para uma concentragio de 1%, em TBE 1X (vide
Anexo 1). Este tampdo foi colocado dentro de uma tina de electroforese bem limpa.
Dissolveu-se a agarose no tampdo, utilizando um forno de mnicroondas, durante 3-5 minutos.
Apo0s arrefecimento, até uma temperatura de cerca de 65°C, foram adicionados 7-8 pl de

brometo de etidio (20 mg/ml em agua) por 200 ml de gel.
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A solucdo de agarose foi colocada em tabuleiros de plastico de forma a obter um gel com
cerca de 5 mm de espessura. Seguidamente, colocou-se o pente adequado ao nimero de
amostras a carregar no gel € aguardou-se a solidificag@o da agarose.

Posteriormente, retirou-se o pente € as protecgdes laterais do tabuleiro e colocaram-se os
géis em tinas de electroforese horizontais, de modo a ficarem completamente cobertos por
tampdo TBE 1X ( vide Anexo 1) .

As amostras de 20 pl foram previamente preparadas, adicionando a cada uma, 2,5 pl de
tampdo de aplicagio - “Blue Juice” (vide Anexo 1).

Foi utilizado um marcador de bandas cujos fragmentos estdo separados entre si por 100pb, e
em que a banda mais intensa € correspondente aos 800pb.

A Figura 3 representa os fragmentos de DNA caracteristicos do marcador de multiplos de

100pb.

1600 -

Fig 3- Fotografia ilustrativa dos fragmentos de DNA caracteristicos do marcador de maltiplos de 100pb

Fonte: Pharmacia Biotech

Foi aplicado 0,5 ul de marcador num volume total de 10ml em ambas as extremidades do

gel, ladeando as amostras, para methor monitorizar a separagio das amostras.
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As amostras e o marcador foram entiio aplicados nos pogos do gel. Ligaram-se os eléctrodos
de modo a que o polo positivo se encontrasse na extremidade do gel mais distante dos
POCOS.

A electroforese foi efectuada, salvo referéucia em contrario, a 80V/cm, durante cerca de 5

horas.

1.4.5- Analise/Tratamento das Imagens dos Produtos de Ampiificagio no Gel

Apos electroforese, os produtos de amplificagio foram visualizados num transiluminador de
ultra-violetas. Os géis de agarose foram analisados no sistema Vilber Lourmat (Bioprofil),
sendo as imagens captadas por cimara de video ¢ digitalizadas para visualizagdo em écran
de computador.

Sempre que a visualizagiio das bandas ndo era muito clara, mergulhou-se o gel numa solugéo

de 200 ml de agua destilada e 10 pl de brometo de etidio, durante cerca de 20 minutos.

1.4.6- Tratamento Estatistico dos Resultados

Neste campo, os dados obtidos foram armazenados informaticamente sob a forma de
imagens digitalizadas para constru¢io de uma base de dados de variabilidade. A imagem
dioitalizada fni impressa e analisada em termos de presenga ou auséncia de bandas, de
acordo com o facto de ser facilmente ou dificilmente visualizada. Por exemplo no perfil
representado na Figura 4 s6 eram considerados 8 fragmentos. Sempre que surgiram davidas
sobre a existéncia dos mesmos, comparou-s¢ a imagem impressa com a imagem

digitalizada.

o

Fig. 4- Perfil de fragmentos de DNA
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Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparagio com o marcador visualmente

ou utilizando o software BicProfil e registados em papel, constituindo uma representagio

grafica.

Esta representagdo grafica que esquematizou o conjunto de bandas reprodutiveis e fidveis

produzido pelos 3 oligonucledtidos iniciadores serviu de base a construgdo de uma matriz

binaria, em que o 1 representa a existéncia de um fragmento de determinado tamanho e 00 a

sua ausancia.

Esta matriz binaria foi posteriormente submetida a analise multivariada (UPGMA-NTSYS),

tendo sido utilizado o coeficiente de Nei & Li (também chamado Dice): ;
coef:a=2nxy/(nx-+ny)

em que:

nx € ny sdo o numero de bandas das linhas x e y respectivamente;

nxy ¢ o numero de bandas detectadas entre duas linhas.

59



111- Resultados

1- Isolamento do DNA a Partir de Folhas de Quercus subei

O DNA extraido com o “Plant DNA Isolation Kit”, apareceu em concentragdes da ordem
dos 0,05 pg/pl, valor obtido por espectrofotometria. No caso da extracgdo com o "DNeasy
Plant Mini Kit", o DNA apareceu em concentra¢des que variavam entre 0,05 € 0,5 pg/ul,
sendo portanto maior o rendimento e tendo-se por isso optado pela extracgdo através deste

método.

As amostras foram analisadas por espectrofotometria, sendo alguns dos valores indicados na

tabela 1.

Tabela 1- Valores de absorvancia a 260 € 280nm, para os 25 individuos da populagdo VI-02

Individuo da populagdo Abs. 20 Abs. 2ro Grau de nurca do DNA| Concentragdo do DNA (pg/pl)
V1-02 (/\bS. 25()’Ab$ mc)
1 0,039 0,028 1,39 0.59
2 0,047 0,047 1,47 047
3 0,022 0,018 1,22 0,22
4 0,046 0,030 1,53 0,46
5 0,030 0,017 1,76 0,30
6 0,031 0,025 1,24 0,31
7 0,028 0,018 1,56 0.28
8 0,025 0,020 1,25 025
9 0,042 0,037 1,14 0,42
10 0,032 0,026 1,23 0,32
1 0,034 0,024 1,42 0,34
12 0,033 0,019 1,74 0,33
13 0,031 0,027 1,15 0,31
14 0,028 0,020 1,40 0,28
15 0,021 0,019 1,11 021
16 0,042 0,028 1,50 0,42
17 0,034 0,019 1,79 0,34
18 0,033 0,018 1,83 0,33
19 0,041 0,035 1,17 0,041
20 0,031 0,018 1,72 0,031
21 0,048 0,028 1,71 0,048
22 0,037 0,021 1,76 0,037
23 0,048 0,026 1,85 C,048
24 0,047 0,045 1,04 0,047
25 0,036 0,029 1,24 0,036

O DNA gendémico utilizado (obtido com o o "DNeasy Plant Mini Kit"), foi analisado por
electroforese em gel de agarose, tendo-se revelado geralmente integro, com baixo grau de
fragmentagdo.
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Quando se analisou 0 DNA extraido com o “Plant DNA Isolation Kit”, em electroforese em
gel de agarose, ndo se observou a existéncia de qualquer banda no gel. Também se¢
efectuaram reacgdes de PCR, utilizando o “primers” MSQ 3, MSQQ 13, MSQ 16, ndo se
tendo verificado qualquer produto de amplificagéo.

A Fig. 5 mostra 0 DNA genémico de folhas de sobreiro testado, analisado por electroforese

em gel de agarose e corado com brometo de etidio.

Fig. 5- DNA genomice de folhas de sobreiro testado (de diferentes individuos da populagio V-01: 20, 21, 24 25, 29,
34,35, 30 ¢ 41 respectivamente). analisado por clectroforese em gel de agarose ¢ corado com brometo de ctidio.

M- nurcador de fragmentos de DNA de maltiplos de 100pb
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2- Anilise da Variabilidade Intra-Populacional

2.1- Analise das Diferentes Populagdes com o “Primer” AB1-05

Os produtos de amplificagdo foram visualizados por UV na presenga de brometo de
etidio. Os perfis polimérficos obtidos foram registados em fotografia para posterior
analise comparativa, visualmente ou utilizando o software BioProfil (especifico para o
efeito) que permite a correc¢do do efeito de “smile”, através da unido de diferentes
pontos. Com base nos resultados obtidos optou-se pela andlise visual dos perfis de
amplificagdo.

A Figura 6 ilustra os perfis de amplificagdo do DNA obtidos com diferentes individuos de

Quercus suber L., para o “primer” AB1-05.
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Fig. 6- Perfis de amplificagio do DNA obtidos de difcrentes individuos a testar, com o “primer” AB1-05
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Os perfis de amplificagio do DNA da populagio V-01 para este “primer”sdo formados por

4 (individuo 37) -12 bandas (nos individuos 39 e 40), o que facilitou a sua analise.

No processo de detecgdo das bandas teve-se em consideragdo que:

s niio existiam bandas entre 1020-1180pb, em virtude da falta de reproductibilidade;
s a banda dos 580pb ndo era facilmente identificada nos individuos 41 e 42 da
populagdo V-01 bem como nos 2 ¢ 4 da populagdo VI-02, nio tendo por isso sido
considerada;

s cntre 300-400pb, foram consideradas todas as bandas.

Com base na analise comparativa visual efectuou-se uma representagdo esquematica do

tamanho aproximado dos fragmentos de amplificagdo, que se encontra ilustrada na Figura 7.
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Fig. 7- Representagdo csquemdtica do tamanho aproximado dos fragmentos de amplificacdo da populacio V-01
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Acima dos 1450 e abaixo dos 280pb, ndo foi considerada a existéncia de bandas devido a
falta de reproductibilidade.

O individuo 23 ¢ o utnico que apresenta um fragmento com cerca de 780pb, um de 640 ¢
outro de 520pb . Por outro lado, a banda dos 500pb s6 aparece em dois individuos: 32 € 34 ¢
a dos 280pb s6 aparece em trés individuos desta populagdo: 29,30 e 31.

E também de salientar que a banda dos 840pb s6 aparece nos individuos 23, 29 e 30 e a dos
440pb nas amostras 24, 26 € 27.

Podemos constatar a existéncia de 24 bandas, das quais 21 sdo polimérficas.

Os perfis de amplificagdo do DNA da populagio V-02 para este “primer”s3o formados por
4 (amostra 33 e 37) a 11 bandas (amostra 39 e 40). No caso da populagéo VI-02, o namero
de bandas varia entre 3 (amostra 24) ¢ 11 (individuo 7). A populagdo VI-03 apresenta um
perfil com 2 (individuo 24) a 12 bandas (individuo 33).

A Figura 8 ilustra esquematicamente, o tamanho dos fragmentos de amplificagdo da

populagdo VI-02.

1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 i1 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24 I3

1450 —— e —

1280 e —

1200 _

1080 — —

1010 e

980 — - — —

910 —_ — ————— — e — — _ _

880 — —

860 J— [ —

840 — —_ —

780 —

740 — S _ =
680 e —_

640 — — _ -

600 — —

580 — = —_ - — — —
540 e _ —_ = -
500 _
460 _— _— — — —_— — - —_— — _—
20—

400 e e ——— e e _— e — - —_— —

380 — ' —

|
l
|
l

350 _—— —_——— e — e — —_ — —_— - - —

300 o —
Fig. 8- Representagio csquematica do tamanho dos fragmentos de amplificacio da populagdo VI1-02
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Acima dos 1450 e abaixo dos 300pb, ndo foi considerada a existéncia de bandas devido a

falta de reproductibilidade.

ficamos que o

ven

Quando se compararam a anilise do gel e a representagdo grafica,

individuo 5 da populagio VI-02 possuia 11 bandas, ndo se tendo considerado bandas entre

400-540pb e 10620-1280pb.

Com base nos resultados obtidos, construiram-se as matrizes binarias, de que sido exemplo

as que se encontram representadas na figura 8 € 9.

A Figura 9 ilustra a matriz binaria obtida para a populagdo V-01 para o “primer” AB1-05.
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Fig 9- Matriz binaria obtida para a populagdo V-01 para o “primer” ABI-05
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A Figura 10 ilustra a matriz binaria obtida para a populagdo VI1-02 para o “primer” AB1-05.
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Fig 10- Matriz binéria obtida para a popnlagio Vi-02 para o “primer” AB1-05

350 0 1

0

.

E importante salientar que as matrizes binarias representam a presenga ou auséncia de um

fragmento de determinado tamanho pelos nimeros 1 e O respectivamente.

40 e no método

~

Com base na analise/tratamento das imagens dos produtos de amplificag

UPGMA do programa NTSYS, foram construidos os respectivos dendrogramas:
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,A Figura 11 representa o dendrograma da populagio V-01 para o “primer” AB1-05

R T T P
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Fig.11- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-05 ¢ populagio V-01. Testes de associagio: mairiz de correlagao
r=90,7% (= estatistica Manicl normalizada Z).

Analisando o dendrograma, verificou-se que os individuos 26 ¢ 27, 32 e 34, 36 e 41 bem
0 40 e 0 42 apresentam 100% de semelhanga. Deste modo, o “primer” AB1-05 néo
diferencia completamente esta populagio.

O individuo 23 ¢ diferente dos restantes, apresentando um indice de similaridade de
apenas cerca de 6%.

Observa-se que de facto ha elevada variabilidade genética entre a totalidade das amostras..

67



A Figura 12 representa o dendrograma da populag@o V-02 para o “primer” AB1-05.

Drimer #E1-05 Anostra U-02

Fig.12- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-05 ¢ populagio V-02. Testes de associagio: matriz de correlagio
1=98.9% (= estatistica Manicl normalizada Z).

Analisando o dendrograma anterior, verificou-se que:

% os individuos 20 e 27 apresentam semelhancas a 100%;

¥ as amostras 33, 34 ¢ 35 formam um grupo que apenas possui 6% de semelhanca

com os restantes;

# o “primer” AB1-05 ndo consegue diferenciar a totalidade das populagdes.
A Figura 13 representa o dendrograma obtido comn o “primer” AB1-05 e populagdo VI-
02, sendo possivel observar que os individuos 3, 8 e 11 apresentavam 100% de
similaridade, pelo que este “primer” ndo ¢ indicado para a sua diferencia¢@o. Por outro
lado, as amostras 13, 15, 17, 20, e 21 formavam um grupo que apenas apresentava 29%
de semelhangas com a restante populacdo. Os individuos 1 e 22 apresentam apenas cerca

de 25% de semelhangas com a populagao restante.
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Orimer BEL-05 Amostra UL-02
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Fig.13- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-05 ¢ populagdo VI-02. Testes de associagdo: matnz de
correlagio r=92.2% (= cstatistica Mantel normalizada Z).

A Figura 14 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-05 e populagdo VI-03
B | Drimer HE1-05 Amostra UI-03
0.4 0.6 (.8 1.0 1.

b
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Fig.14- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-05 ¢ populagdo VI-03. Testes de associagdo: matriz de
correlagio r=91.8% (= cstatistica Mantcl normalizada 7).
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Observando o dendrograma da Figura 14, podemos verificar que:
*este “primer” nio me permitiu diferenciar todos os individuos desta populagdo, pois
as amostras 21 e 26, 23 € 30, 25 ¢ 28, 38 € 41 bem como 42 ¢ 44 apresentavam 100%
de semelhangas;
% os individuos 21, 22, 26, 24, 23, 30, 25, 28 e 29 evidenciavam apenas cerca de
43% de semelhanga com a restante populagéo.
Deste modo, o “primer” AB1-05 ndo é adequado para a diferenciagio das quatro populagdes
estudadas.

Os coeficientes de correlagio para o “primer”AB1-05 sio representados na tabela 2.

Tabela 2- Coeficientes de correlagdo das diferentes populagdes para o “primer” AB1-05

Populagio: 4 Coeficiente de Correlacido
()
V-01 90,7%
Vv-02 98,9%
VI-02 92.2%
VI-03 91,8%

Verificou-se que o coeficiente de correlagdo variava entre 90,7% (populagdo V-01) € 98,9%

(populagdo V-02).
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2.2- Analise das Diferentes Populacdes com o “Primer” AB1-10

Os produtos de amplificagio foram visualizados por UV na presenca de brometo de etidio.
Os perfis polimérficos obtidos foram registados em fotografia para posterior analise visual
comparativa, de acordo com o tamanho e intensidade das bandas.

A Figura 15 ilustra os padrdes de DNA amplificados obtidos de diferentes individuos de

Quercus suber L., com o “primer” AB1-10.
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Fig.15- Padrdes de DNA amplificados obtidos difcrentes individuos 4 testar, com o “primer” ABI-10

Como se pode ver na Figura 15, o nimero de bandas amplificadas por este “primer” na
populagdo V1-03 variou entre 3 (nos individuos 19, 28 ¢ 34 ¢ 9 (no individuo 23)
No intevalo entre 350-1200pb, foram consideradas todas as bandas.
Na 2 coluna (correspondente ao individuo 20 da populagdo V1-02), ndo foram consideradas
bandas entre 820-1180pb em virtude da fraca intensidade apresentada. |
Os fragmentos amplificados para a populagio VI1-03, individuo 27, nao foram consideradas
devido a falta de reprodutibilidade.
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A Figura 16 representa esquematicamente os fragmentos amplificados na populagdo VI-03

com o “primer” AB1-10.

21 22 23 2425 26 27 28 29 30 31 3233 34353637 38394041 42 £ 4 45

1200 — — — — — — e o e — — —— — —
1080 — —_
1010 —
910 — — — — —  — — — — — — — — — —
780 — @ — — — e — — —
740 — — —
680 . - _
660 .- — —
640 —
600 — — —— e e e e —_—
860 — —_ — - —_ = —
540 — —_— —
s00 — — — — — — _ —— S — —_ = — —_— = - —
460 —_— —_ —_
440 —_——— -
400 — — — —
30 — — — — — ——— e e e — — — — — —
300 — —
280 — _
220 —
Fig. 16- Representagio csquemdtica do tamanho dos fragmentos amplificados na populagio VI-03 com o “primer”

ABI1-10.

Acima de 1300pb ¢ abaixo de 200 nd3o foram consideradas bandas devido a falta de
reproductibilidade.

O individuo 33 foi o Gnico a apresentar uma banda entre 1250-1300pb.

O perfil de amplificagic é constituido por 21 bandas, das quais 18 s3o polimorficas.
Utilizando a representagdo esquematica apresentada na figura anterior, construiu-se a matriz

binaria para esta populagdo representada na Figura 17.
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21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 343 36 37 3B 39 40 4 42 43

o %
o &

12800000000000001000000000 0

1200 1 1 1 ¢t ¢t 01 1 1 1 11 1 11 0 0 0 1 1 0 0 1 o 1
1080 0 0 0 1 0 0 0O 0 0 O O O O O O 0 0 0 0 0 0 o 0 o 1
1010 0 0 1 0 0 0 0O 0 O 0 O O O OO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gto 1 1 1 1+ ¢+ 01 1 1 1 11 1 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
780 1 01 01 1001111100 0 o 0 1 1 0 0 1 0 1
7490 0 0 1 0 0 0O 0 10001 00O 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0
680 0 0 0 0 0 0 0 0O O 0 0 O 0 O O 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
660 0 0 1 1 0 0 6 0 O O O O O O O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
640 0 0 0 0 0 0°'0 0 O 0 O 0 O O O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
600 1 1+ 1+ ¢t 1 41001 11 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 0 4]
s66 0 t 0 0 0 0O 0 0 O O0O0OOC OOQ 0 1 0 1 1 0 1 1 1 o]
540 0 0 0 0 0 00 G0 OO0 O0CO0CO OO 1 0 1 0 0 1 o 0 1] 0
so0 1 + 1+ 111001t 1101 10 0 1 0 1 1 0 1 1 i 1
460 0 0 0 0 0 00 O0OCO0OO0OCOOO0 1 0 1 c 0 1 0 0 0 0
440 0 0 0 0 0O 00O OO0OOOOOQ 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0
400 0 0 0 00 DO OOCOOOO OO0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0
3% 1t 1111011106011 11 1 0 1 0 o 1 0 0 1 o]
30 0 00 0CO0O0OOOOOO0O OO0 0 0 0] 0 1 0 0 0 1 0
280 0 00 00 OO OCOOOGOOOCOQ 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
20 ¢ 0 0 00 00O O OOCOO0OG OO0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 o]

Fig. 17- Matriz binaria da populagdo VI-03 para o “primer” AB1-10

Os dados da matriz foram submetidos a4 analise UPGMA do programa NTSYS tendo-se
obtido os dendrogramas correspondentes.

A Figura 18 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 e populagdo V-Ol.
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Fig. 18- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 ¢ populagio V-01. Testes de associacio: matriz de corrclagio

r=80,6% (= cslalistica Mantcl normalizada Z).

A anilise do dendrograma anterior, mosira-nos que este “pnimer’ nio permite a
diferenciagio de todos os individuos desta populagdo. Verificou-se que os individuos 14 e
33,24 € 27, 23 ¢ 42, bem como o 40 e 41 apresentam um indice de semelhanga de 100%.
Por outro lado, as amostras 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, ¢ 43 apresentam apenas cerca
de 45% de semelhangas.

Verificou-se a existéncia de variabilidade genética na totalidade da populacdo.

A Figura 19 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 ¢ populagdo V-02
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Fig.19- Dendrograma cbtido com o “primer” AB1-10 ¢ populagio V-02. Testes de associagao: matriz de correlacdo
=%0,2% (= cslatistica Mantel normalizada Z).

Pela interpretagdo do dendrograma relativo a populagdo V-02 para o “ornmer” AB1-10,
verificou-se que os individuos 32 e 38 apresentavam semelhangas a um nivel de 100%.
Por outro lado, o individuo 35 era diferente de todos os outros, apresentando apenas cerca
de 16% de semelhancas. O mesmo aconteceu em relacdo as amostras 21 e 29 com
semelhangas de apenas 38%.

Este “primer” ndo permitiu a diferenciagio de todos os individuos da populagdo V-02..

A Figura 20 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 ¢ populagdo V1-02.
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Fig.20~ Dcndrograma obtido com o “primer” ABI-10 ¢ populagdo VI-02. Testes de associagfio: matriz de

correlaciio r=77,4% (= estatistica Mantcl normalizada Z).

Observando o dendrograma obtido para a populagio VI-02, verificou-se que o “primer”
AB1-10 diferenciou todos os individuos da populagdo.

Observou-se ainda que as amostras 10, 11, 12, 13, 11 e 16, apresentavam apenas cerca de
40% de semelhangas com o resto da populagdo. Por outro lado, os individuos 2, 3, 5, 6, 8.
14, 17, 19 e 25, apresentavam apenas 46% de semelhangas.

A Figura 21 representz o dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 e populagéo VI1-03.
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Fig.21- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-10 ¢ populagdo VI-03. Tesics de associacio: matriz de

correlagio r=88. 8% (= cstatistica Mantel normalizada 7).

O “primer” AB1-10 ndo permitiu a diferenciagdo de todos os individuos da populagdo VI-
03, pois os individuos 25 e 51, 23 e 29, 39 e 43, 38 ¢ 41 apresentavam um indice de
similaridade de 100%.

O individuo 44 era diferente dos restantes, com uma semelhanca de apenas 20%. Verificou-
se ainda que os individuos 36, 37, 38, 41, 42 e 44 formavam um grupo com apenas 24% de

semelhanga com o resto da populagio.
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Os coeficientes de correlagio para este “primer” s3o representados na tabela 3.

Tabela 3- Coeficicntes de correlacio das diferentes populages para o “primer” AB1-10

Populacio: Coeficiente de Correlacio
(n
V-01 80,6%
V-02 80,2%
VI-02 77,4%
VI-03 - 88,8%

Verificou-se que o coeficiente de correlagdo variava entre 77,4% (populagio VI-02) e

88,8% (populagdo VI-03).
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2.3- Anilise das Diferentes Populagdes com o “Primer” AB1-18
A Figura 22 ilustra os padrdes de DNA amplificados obtidos de diferentes individuos de

Quercus suber L., com o “primer” AB1-18.
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Fig. 22- Padries de DNA amplificados obtides dilcrentes individuos a testar. com o “primer” ABI1-18

O perfil da amplificagdo da populagdo V-02 para o “primer” AB1-18 varia entre 10 (amostra
26) € 17 bandas(amostra 23).

A escolha das bandas de acordo com a sua intensidade levou a que, por exemplo, no perfii
apresentado na figura anterior, nas colunas correspondentes aos individuos 20, 22, 23, 24,
2527, 28, 29, 30, 31, 32 e 33 fosse considerada a existéncia de quatro fragmentos com mais
de 1150nb, enquanto na coluna correspondente ao individuo 32 s6 foi considerado um com
cerca de 1200pb.

E ainda de salientar que todos os individuos possuiam bandas comuns com cerca de 910 e

350pb.
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A Figura 23 representa esquematicamente o perfil de bandas da populagdo V-02 de acordo

com o seu tamanho.

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 35

1680 — _ o — — e p— —_ e —
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Fig. 23- Representagio esquematica do perfil de bandas da populagiio V-02 de acordo com o scu tamanho.

Pela observagio da representagdo esquematica, pode verificar-se que o perfil de
amplificagio da populagdo V-02, era constituido por 23 bandas, das quais 17 eram
polimoérficas.
Verificou-se ainda que:
<+ o individuo 26 era o inico que possuia bandas com 780 e 500pb;
% todos os individuos apresentavam fragmentos de tamanho comum com cerca de
350 e 910pb.
Esta representagio esquematica foi posteriormente convertida numa matriz binaria, em que

o 1 representava a presenga de uma banda de determinado tamanho ¢ 0 0 a sua auséncia.

80



A Figura 24 ilustra a matriz bindria obtida com a populagdo V-02 para o primer testado

(AB1-18).

22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 33 34 35

20 21

1
1
1
1

1680
1450
1280
1200
1080
880
910
860
840
800
780
740
680
600
560
540
500
440
400
350
300

280
Fig. 24- Matriz binaria obtida com a populagiio V-02 para o primer testado (AB1-18)

1
1

0
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Os dados fornecidos pelas matrizes correspondentes as diferentes populagdes foram depois

sujeitos a analise através do programa NTSYS (UPGMA), tendo originado os dendrogramas

seguintes.
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A Figura 25 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 e populagéo V-01

L p——

]

Fig.235- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 ¢ populagio V-01. Testes de associagdo: matriz de

correlagio r=84,8% (= cstatistica Mantcl normalizada 7).

Pela interpretagdo do dendrograma obtido com a populagdo V-01, pode verificar-se Gguc:
A este “primer” ndo permitiu a diferenciagio de todos os individuos desta
populagdo, pois os individuos 25, 26, 29 e 35 apresentavam uma semelhanga de
100%;

Aos individuos 1, 2 e 13 apresentavam apenas cerca de 30% de semelhangas com
o resto da populagio;

A os individuos 21, 22 e 23 apresentavam apenas cerca de 40% de semelhangas
relativamente ao resto da populagéo;

A os individuos 38 e 39 apresentavam apenas cerca de 45% de semelhangas com o

resto da populagao.
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A Figura 26 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 e populagdo V-02

Fig.26- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 ¢ populagio V2. Testes de associagio: matriz de correlagdo

=95.3% (= cstatistica Mantci normalizada 7).

Pela observagdo do dendrograma apresentado na figura anterior, pode verificar-se que:
#% o “primer” testado (AB1-18) permitiu a diferenciagdo de todos os individuos
desta populagio;
3% o individuo 26 era muito diferente dos restantes, apresentando apenas um indice
de similaridade de cerca de 41%.

A Figura 27 representa o dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 e populagéo V1-02



FEL-18 Amostra UT-07

Fig.27- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 ¢ populagio VI-02. Testes de associagdo: matriz dc

corrclagio r=89,0% (= estatistica Mantel normalizada Z).

Como se pode observar no dendrograma da figura anterior, os individuos 10 € 11, 24 ¢ 25

apresentam um indice de semelhangas de 100% Deste modo, este “primer” ndo diferenciou

todos os individuos desta populagfo.
No entanto, os individuos 13, 14, 15, 16, 17, 21, 22, 23, 24 e 25 apenas apresentavam uma

semelhanga de 30% em relagdo ao total dos individuos desta populagdo.
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A Figura 28 representa o dendrograma obtido com a populagio V1-03 para o “primer” AB1-
18.
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Fig.28- Dendrograma obtido com o “primer” AB1-18 ¢ populacio VI-03. Testes de associagdo: matriz de

corrclagiio r=89,1% (= cstatistica Mantcl normalizada Z).

Verificou-se que os individuos 25 e 28 apresentavam um indice de similaridade de 100%.
Assim, este “primer” ndo permitiu a diferenciagfio de todos os individuos da populagdo VI-
03.

Verificou-se ainda que os individuos 21, 22, 24, 26, 27, 31, 36, 38, 41, 42, 43, 44 ¢ 45
apenas apresentavam semelhangas da ordem dos 40% com o resto da populago.

Os resultados obtidos indicaram que o “primer” AB1-18 s0 € adequado para a analise da

variabilidade da populagdo V-02.



Os coeficientes de correlagio para este “primer” sdo representados na tabela 4.

Tabela 4- Coeficientes de correlagiio das diferentes populages para o “primer” AB1-18

Populacio: Coeficiente de Correlacao
()
V-01 84,8%
V-02 95,3%
VI-02 89,0%
VI-03 . 89,1%

Verificou-se que o coeficiente de correlagio variava entre 84,8% (populagdo V-01) € 95.3%

(populagdo V-02).

ATabela 5 indica a variagdo do grau de similaridade genética de acordo com a populagdo e

“primer” testado.

Tabela 5- Variagdo do grau de similaridade genética de acordo com a populagio ¢ “primer” testado

Populacao “Primer” utilizado |Variagio do grau de similaridade genética
AB1-05 10-100%
V-01 ABI1-10 40-1060%
ABI1-18 30-100%
AB1-05 10-100%
V-02 AB1-10 10-100%
ABI1-18 41-90%
AB1-05 20-100%
VI-02 ABI1-10 40-90%
AB1-18 30-100%
AB1-05 40-100%
VI-03 ABI1-10 25-100%
AB1-18 40-100%
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O grau de similaridade genética € muito variavel em todas as populagdes.
Nenhum dos “primers” utilizados conseguiu discriminar todos os individuos da populagdo
V-01 E VI-03. O “primer” ABI1-10 diferenciou a populagdo VI-02 na sua totalidade,

enquanto o AB1-18 descriminou a populagdo V-02.
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2.4- Anilise das Populagdes Individuais com o Conjunto dos “Primers”
Com base na analise/tratamento das imagens dos produtos de amplificagdio e com o método
UPGMA do programa NTSYS, foram construidos:
4 dendrogramas isolados para cada um dos trés “primers “ e populagdo utilizados.
Estes permitem o estabelecimento de percentagens de semelhanga genctica entre as
arvores de uma populagio e para cada “primer”;
4+ dendrogramas totais considerando as arvores de populagdes individuais em estudo
e o conjunto dos “primers”.
A andlise e interpretagio de dendrogramas considerando os trés “primers”, permite a
realizagio de uma analise mais representativa do genoma e portanto a obtengdo de
informagdes adicionais ,em termos de diferenciagdo, uma vez que se consideram os valores
de todos os fragmentos amplificados pelo conjunto dos iniciadores.
A Figura 29 representa o dendrograma obtido para a populagdo V-01 com o conjunto dos

“primers” testados.
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Fig.29- Dendrograma obtido com todos os “primers” ¢ populagdo V-01. Testes de associagio: matriz de correlacio

r=81.3% (= estatistica Mantcl normalizada Z).
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Como se pode observar na Figura 29, o conjunto dos “primers” permitiu a diferenciagao

de todos os individuos da populagdo V-01.

Verificou-se que os individuos 23 ¢ 31 apresentavam unicamente cerca de 38% de

semelhangas com o resto da populagéo.
A Figura 30 representa o dendrograma obtido para a populagao V-02 com o conjunto dos

“primers” testados.
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Fig.30- Dendrogrania obtido com todos os “primers” ¢ populagio V-02. Testes de associagio: matriz dec correlacao

=92.0% (= estatistica Mantcl normalizada 7).

Analisando o dendrograma obtido com a populagdo V-02 , verificou-se que:

% 0 conjunto dos “primers” permitiu a diferenciagao de todos os individuos desta

populagio;

¥ os individuos 33, 34 e 35 evidenciavam apenas semelhangas a um nivel de 49%.
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A Figura 31 representa o dendrograma obtido para a populagdo VI-02 com o conjunto dos

“primers” testados.
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Fig.31- Dendrograma obtido com todos os  “primers” ¢ populagdo VI-02. Testes de associagdo: matriz de

corrclacdo r=90. 4% (= cstatistica Mantel normalizada Z).

Pela interpretacio do dendrograma anterior, pode dizer-se que:
Jc a populagio VI-02 foi diferenciada na sua totalidade pelo conjunto dos
“primers” testados. No entanto, os individuos 10 e 11 apresentavam cerca de 97%
de semelhangas;
¢ Os individuos 6, 13, 14, 16 ¢ 17 evidenciaram apenas cerca de 35% de

>

semelhangas com o resto da populagdo.
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A Figura 32 representa o dendrograma obtido para a populagdo VI-03 com o conjunto dos

“primers” testados.
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Fig.32- Dendrograma obtido com todos os “primers” e populagio VI-03. Testes de associagio: matriz de

corrclagido r=80.8% (= cstatistica Mantel normalizada Z).

Pela observagdo do dendrograma anterior, verificou-se que o conjunto dos “primers” nio
permitiu a diferenciagio de todos os individuos desta populagdo, pois os individuos 25 e 28
apresentavam semelhangas a 100%.

A utilizagdo do conjunto dos “primers” diferenciou as populagdes V-01, V-02 E VI-02. A
populagdo VI-03 € dificilmentc diferenciada, quer pelos “primers” individuais quer pelo seu

conjunto.
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3- Analise da Variabilidade Inter-Populacional

As diferentes populagdes quando comparadas entre si revelaram diferengas quanto ao
numero de fragmentos amplificados por reac¢do, namero de bandas polimorficas € numero
de bandas do perfil.

A Tabela 6 representa o namero de bandas do perfil, nimero total de bandas e numero de

bandas polimorficas nas diferentes populagdes para os trés “primers” usados.

Tabela 6- Namero de bandas do perfil, mimero total de bandas e niimero de bandas polimorficas nas diferentes

populagdes para os trés “primers” usados.

“Primer” AB1-05 “Primer” AB1-10 “Primer” ABI-18
Populagio | N°®bandas N°bandas | N°bandas N° bandas N° bandas N° bandas N° banas N°®bandas | N°bandas
do perfil total polimérficas | do perfil total polimorficas | do perfil total polimorficas
V-01 |[4-11 24 21 2-7 10 9 4-12 22 19
V-02  [4-11 19 18 3-8 16 12 10-17 |23 17
VI-02 |3-12 24 22 3-10 18 13 4-15 31 30
VI-03 |(2-11 19 15 3-9 21 18 6-16 27 22

Dadas as caracteristicas do programa NTSYS tornou-se dificil a analise da totalidade dos
individuos (90) para “primers” individuais. Assim, foram construidas matrizes binarias
utilizando um nuamero de individuos representativo de cada uma das popula¢des em analise
e para cada “primer” individual.

Deste modo, para cada “primer”, foram seleccionados aleatoriamente 30 individuos, sendo
nove da populagdo V-01, cinco da populagio V-02, nove da populagao VI-02 e sete da VI-
03 (ver tabela 7).

Tabela 7- Selecgao aleatoria de individuos para analise interpopulacional com os “primers” individuais AB1-05, AB1-
10 ¢ AB1-18

Populacido |Individuos seleccionados

V-01 21,22, 24, 29, 30, 34, 36, 40 e 41
V-02 21,24, 30, 34 ¢ 35

VI-02 4,6,9,13,16, 18, 19,20 e 23
VI-03 24,26, 31,33,36,38 ¢ 42
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A Figura 33 representa o dendrograma obtido para uma amostra aleatoria de trinta

individuos das 4 populagdes com o “primer” ABI1-05.
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Fig.33- Dendrograma obtido para uma ameosira aleatoria de {rinta individuos das 4 populagdes com o “primer” ABI-

05. Testes de assoctagio: mairiz de corrclagiio m=82.7% (= csiatistica Mante!l normalizada 7).

Este “primer” ndo permitin a diferenciagdo de todas as amostras seleccionadas, pois 0s
individuos 36 ¢ 41 apresentavam 100% de semelhangas.

Nio se observou a formagdo de agrupamentos, no entanto, a identidade absoluta so surgiu

entre individuos da mesma populacio.
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A Figura 34 representa o dendrograma obtido para uma amostra aleatoria de trinta

individuos das 4 populagdes com o “primer” AB1-10.
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Fig.34- Dendrograma obtido para uma amostra aleatéria de trinta individuos das 4 populacdes com ¢ “primer” ABI-

10. Testes de associacio: matriz de correlagio r=73.5% (= cstatistica Maniel normalizada 7).

O “primer” AB1-10 ndo diferenciou todos os individuos seleccionados, uma vez que as

amostras 40 ¢ 41 apresentavam 100% de semelhanga. Mais uma vez, se verificon que nio ha
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tendéncia para a formagio de “clusters”, mas identidade absoluta so entre indiviuos da

mesma populagao.

A Figura 35 representa o dendrograma obtido para uma amostra aleatoria de trinta

individuos das 4 populagdes com o “primer” AB1-18.
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Fig.35- Dendrograma obtide para uma amostra aleatoria de trinta individuos das 4 populagoes coiit © “primer” ABI-

18. Testes de associagiio: mairiz de correlagio r=85,3% (= estatistica Mantel normalizada 7).

O “primer” AB1-18 foi o Gnico dos testados que permitiu a diferenciagao de todos os

individuos seleccionados.
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Verificou-se que os individuos 13 da populagio VI-02 e 25 da populagio VI-03
apresentavam cerca de 68% de semelhangas. Por outro lado, o individuo 23 da populagdo
V1-02 evidenciava cerca de 60% de semelhangas com o individuo 35 da VI-03.

Os individuos 21 da populagio V-02 e 4 da populagio VI-02, bem como, o 34 e 35 da V-02,
apresentavam cerca de 85% de semelhangas entre si.

O grau de similaridade genética entre as 30 amostras aleatdrias variou de acordo com o
“primer” utilizado. ATabela 6 representa a variagdo do grau de similaridade genética de 30

amostras aleatérias, para os “primers” utilizados.

“Primer” Varia¢do do grau de similaridade genética
AB1-05 28% - 100%
ABiI-10 20% - 100%
AB1-18 25%-100% |

E importante salientar a elevada variabilidade existente entre os individuos,
independentemente da regido a que pertencem. De facto, individuos de duas regides
diferentes podem ser préximos (€ o que acontece para o “primer” AB1-05 com as amostras
18 da populagdo VI-02 e 22 da populagdo VI-03 que apresentam um indice de similaridade
de cerca de 90%) e individuos da mesma regido podem ser distantes (as amostras 21 e 22 da
populagio V-01 apresentaram apenas cerca de 30% de semelhangas com o individuo 24 da
mesma populagdo).

O mesmo acontece com o “primer” AB1-10. Assim, os individuos 29 da populagdo V-01 e
24 da populagio V-02 evidenciam semelhangas superiores a 80%. Por outro lado, os
individuos 34 ¢ 35 da populagdo V-02 apresentam apenas um indice de similaridade de
cerca de 20%.

E de salientar que as bandas amostradas foram obtidas através da analise de geis diferentes.
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Para além, da constru¢do de matrizes com trinta individuos aleatorios, foi construida com os
noventa individuos uma matriz binaria com a totalidade das bandas escolhidas e
correspondentes a todos os “primers” com o objectivo de uma analise global.

Observando o dendrograma da Figura 36, correspondente a totalidade das bandas escolhidas
e correspondentes a todos os “primers , verificou-se que ndo existe uma formacdo definida
de agrupamentos (“clusters”). No entanto, pela analise efectuada, parece que a identidade
absoluta s6 surge geralmente entre individuos da mesma populagdo, como € o caso dos
individuos 7 € 9 da populagdo VI-02 e 25 ¢ 26 da V-02.

O grau de similaridade das 90 amostras de (. suber L. variou entre 6% ¢ 100%, o que

mostra a existéncia de variabilidade.
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Fig. 36- Dendrograma correspondentc A totalidade das bandas cscolhidas ¢ a todos os “primers”. Testes de

associacio: matriz de corrclagio =81 0% (= estatistica Mantel normalizada 7).
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IV- Discussio e Conclusdes

O objectivo deste estudo era a analise da variabilidade intra e interpopulacional de sobreiro
(Q. suber L.) toamdo por base o polimorfismo dos marcadores RAPD.

A técnica de RAPD é rapida, facil de executar, sensivel e utiliza pequenos “primers” 0 que
origina ligagdes ndo muito especificas.

Para o isolamento do DNA foram utilizadas folhas, em virtude da sua maleabilidade, menor
rigidez o que facilita a extracgdo do DNA e facilidade de obtengdo. |

No processo de extrac¢do deveriam ter sido utilizadas preferencialmente folhas jovens (2-8
semanas). No entanto, as folhas utilizadas eram adultas, o que teve como consequéncia que
os métodos usados nio foram tdo cficientes como sdo para outras plantas. Como foi
referido, o trabatho insere-se num projecto a nivel nacional que envolve varias instituigdes, €
por razdes de trabalho s5 nessa zltura foi possivel a colheita das folhas. No entantc, o DNA
extraido a partir de 1g de folhas revelou ter sido adequado para analise, tanto em termo de
qualidade como de grau de pureza.

A extracgio do DNA total de Q. suber L. foi efectuada, pela utilizagdo de dois métodos
descritos em 11-1.4.1.

A nio utilizagdo das esferas de moagem integradas no “Plant DNA isolation Kit” deveu-se
ao facto da maceragio niio ser total, ndo havendo portanto a destrui¢@o de todas as paredes
celulares.

Com base nos resultados obtidos e apresentados em 11I-1, concluiu-se que o método mais
eficaz para a extracgdo de folhas de sobreiro foi o que utilizava o “DNeasy Plant Mim Kit”,
0 qual apresentou maior rendimento, menor grau de degradagio e auséncia de RNA
contaminante.

Apbés a extracgBio do DNA procedeu-se a determinagio da sua concentragdo por
espectrofotometria a 260 nm e do seu grau de pureza.

A quantificagio do DNA por espectrofotometria a 260nm € um método-impreciso dado que

o RNA absorve também neste comprimento de onda. A razio absorvancia a
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260nm/absorvincia a 280nm fornece uma indicagio acerca do grau de pureza do DNA. No
entanto, este método fornece por vezes resultados imprecisos.

Por esse motivo, foi conveniente a utilizagio da electroforese em gel de agarose para uma
analise complementar da quantificagdo do DNA. Deste modo, os dois métodos
complementam-se, sendo suficientes para determinar o grau de pureza do DNA, uma vez
que a reac¢do de PCR néo exige DNA com elevado grau de pureza.

Quando se utilizou o “Plant DNA Isolation Kit” para a extracgiio de DNA, verificou-se que
o rendimento era baixo. Quando se analisou este DNA em electroforese em gel de agarose,
niio se observou a existéncia de qualquer banda no gel, enquanto o DNA extraido com o
“DNeasy Plant Mini Kit”, se revelou geralmente integro.

As amostras de DNA foram submetidas a reacgdes de PCR de acordo com as condigdes
descritas em 11-1.4.3. Quando se efectuaram reacgdes de PCR com o DNA extraido com o
«plant DNA Isolation Kit”, ndo se verificou a existéncia de fragmentos de awnplificayéo,
provavelmente porque 0 DNA ndo tinha o grau de pureza suficiente para estas reacgoes.
Este facto, é provavelmente devido 4 existéncia de fenois ou outras substincias inibidores da
enzima 7ag DNA polimerase.

A técnica RAPD apresenta variagdes de acordo com as condi¢des da reacgdo de PCR e falta
de repradutihilidade. Para garantir a reprodutibilidade, utilizou-se sempre a mesina enzima,
a mesma quantidade de DNA e do mesmo lote, bem como o mesmo termociclador.

Os produtos de amplificagdo foram directamente analisados por electroforese em gel de
agarose (11-1.4.3). As condi¢des de PCR parecem ser adequadas a amplificagdo de DNA de
sobreiro, pois as bandas correspondentes aos fragmentos amplificados apresentavam-se mais
or menos nitidas nos diferentes géis elaborados e o “background” foi reduzido.

De acordo com Griffiths et al (1996), a coexisténcia na pepulagio de dois ou mais fenotipos
alternativos, geralmente atribuidos aos alelos de um gene, ¢ chamada polimorfismo (do
grego “presenga de muitas formas”). O mesmo termo tem sido utilizado para classificar
fragmentos variaveis que podem ndo ser necessariamente genes ou sendb genes nao tenham

expressdo fenotipica.
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Consideram-se polimorficos os fragmentos que surgem em algumas amostras € ndo noutras.
A analise comparativa dos perfis de amplificagdo polimérficos foi realizada visualmente ou
utilizando o software BioProfil. Verificou-se que o software BioProfil néio ¢ util neste tipo
de analises, pois considera, por exemplo uma banda mais intensa como duas ou mais. Por
outro lado, em virtude da sua sensibilidade, fornece valores muito diferentes para a mesma
banda. Por esse motivo, optou-se pela analise visual dos perfis de amplificagdo.
A subjectividade inerente a detecgdo do polimorfismo RAPD foi uma dificuldade dificil de
ultrapassar e se ndo existir uma uniformizagdo dos critérios de detecgdo para a pesquisa
destes marcadores, 4 mesma amostra podera ser descrita de modo diferente, em fungdo do
observador. Algumas das bandas eram facil e claramente interpretadas, enquanto outras
eram ambiguas. Esta ambiguidade pode resultar:
v do baixo poder de um “primer” especifico em discriminar locais de amplificacdo
disuntos;
w da competigdo entre diferentes locais de amplificagio pelo substrato e enzima, de
modo que a presenga de certos segmentos pode interferir com a amplificagdo de
outros, num processo equivalente a uma interaccao “gpistatica” entre marcadores, o
que influencia o fenotipo fina! de bandas;
w de problemas relacionados com a padronizagio de condigdes de amplificagdo
(Grattapaglia, 1994).
O facto do polimorfismo RAPD ter natureza binaria (presenga ou auséncia do fragmento de
amplificagio), se por um lado pdo permite a distingdo de heterozigoticos. € uma
caracteristica mais adequada a automatizagio do processo de aquisigio de dados dentro da
sistemética binaria de ambientes computacionais. Deste modo, foi utilizado o programa
NTSYS (UPGMA) para a andlise multivariada. Pode vesrificar-se que esie programa € muito
util e apropriado para este tipo de analises.
Pela interpretagio dos dendrogramas relativos a populagdo V-01, podemos afirmar que:
% nenhum dos “primers” testados permitiu a diferenciagio de tod';ls as amostras desta
populagio. No entanto, o “primer” AB1-18, permitiu a diferenciagdo da maior parte

dos individuos, dado que apenas quatro (25, 26, 29 e 35) apresentam uma semethanga
gcﬁ‘ I




de 100%. Quando muito, € Util para distinguir grupos ou classes dentro de uma
populagio;
% o conjunto dos trés “primers” permitiu a separagdo dc todos os individuos, o que
demonstra um grau de variabilidade bastante elevado;
% as amostras 40 e 41 sdio as mais semelhantes com um indice de similaridade de
cerca de 90%.
Em relagdo a populagdo V-02, verificou-se que dos trés “primers” utilizados, o0 AB1-18 € o
mais adequado porque apresenta um maior namero de bandas, diferenciando todos os
individuos. Por outro lado, observou-se que 0s individuos 21 € 23, 28 € 29, 22 ¢ 27, bem
como o 25 e 30 sdo os mais semelhantes , com cerca de 95% de semelhangas
O dendrograma obtido com o conjunto dos “primers” confirma a diferenciagéo de todos os
individuos, embora os indices de similaridade sejam menores. Por oufro iado, é natural a
existéncia de diferentes agrupamentos cown “primers” diferentes porque se estio a analisar
sequéncias diferentes.
O “primer” AB1-18 mostrou ser o mais adequado para a discriminagdo da populagdo VI-02,
niio diferenciando, no entanto, os individuos 10 e 11 que possuem um indice de similaridade
de 100%. O dendrograma total considerando os trés “primers” confirma a diferenciagdo da
totalidade dz nopulatio,
A utilizagio do conjunto dos “primers” permitiu a diferenciagao dos individuos das
populagdes V-01, V-02 e VI-02. A populagio VI-03 ndo foi diferenciada nem pelos
“primers” individuais nem pelo seu conjunto. Deste modo, nenhum dos “primers” testados €
apropriado para a analise de variabiidade desta populagdo.
No entanto, o “primer” AB1-18 mostrou ser o mais adequado para a diferenciagdo das
amostras das diferentes populagdes
Analisando o coeficiente de correlagdo cofenético ( 1) de cada um dos dendrogramas
apresentados, podemos verificar que variain entre 77,4% para a populagdo VI-02 com o
“primer” AB1-10 ¢ 98,9% para a populagio V-02 com o “primer”.ABl-OS, pelo que
podemos considerar que os resultados sdo fiaveis, na medida em se considera que a partir de

70% as relagBes entre a matriz binaria e os dendrogramas sdo de confianga.
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As variagdes existentes no grau de similaridade genéfica, apresentadas em 11-2.3, permitem-
nos concluir que existe de facto uma elevada variabilidade genética intrapopulacional.

Com o objectivo de analisar a variabilidade inter-populacional, e em virtude do programa
NTSYS ndo permitir a analise simultinea de todos os individuos em estudo (90) considerou-
se uma amostra aleatoria de 30 individuos das diferentes populagdes. Os dendrogramas
obtidos mostram que existe de facto uma separagio entre as referidas populagdes.
Observando o dendrograma obtido com a amostra aleatoria € com o “primer” AB1-05
verifica-se que ha um conjunto de individuos da populagdo VI-N2 diferentes dos restantes. A
populagio V-01 tamibém apresenta valores de similaridade mais proximos entre si do que em
relagdo as restantes amostras.

O grau de similaridade gerética das amostras aleatorias variou de acordo com o “primer”
utilizado. Este facto é perfeitamente 1dgico porque se estdo a analisar sequéncias diferentes.
As variagdes encontradas no grau de similaridade genéuica entre as 30 amostras
seleccionadas aleatoriamente, apresentadas em III-3, permitiram concluir que existe uma
elevada variabilidade interpopulacional. Este facto € l6gico, pois as arvores em estude
apresentam diferentes caracteristicas fenotipicas (caracteristicas da folha, longevidade,
resisténcia a doencas, qualidade da cortiga € vigor) € nao seria natural que diferengas tdo
rrofundas fossem devidas, por exemplo, a microclimas. No entanto, ndo se esperavem
diferengas tio profundas e extensas como as observadas.

Verificou-se que, qualquer que seja o marcador utilizado, a variagdo ¢ muito elevada
independentemente da regido a que pertencem. De facto, ha individuos de regides diferentes
que apresentam indices de similaridade elevados e individuos da mesma regido que sdo
muito diferentes. Deste modo, ndo se encontraram correlagdes com a localizagdo geografica
entre as amostras das diferentes regides, embora a identidade exacta s6 ocorra entre
individuos da mesma populagio

Pode-se concluir que a técnica RAPD ¢ apropriada para a analise de polimorfismo inira €

interpopulacional de sobreiro, ao contrario do que acontece com outros materiais.
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V- Anexo 1 - Composigdo das solugdes ¢ tampoes

v Solugiio Stock ANTPs 2mM:
Solugdo inicial de 100mM dNTPs:
5ul de dATP
5ul de dCTP
5ul de dGTP
S5ul de dTTP
980 pl de agua

- Gel de Agarose
2g Agarose NA
200ml tampao TBE (1X)

- Tampio TBE (5X)
60,55g Tris Base
25.65¢ Acido Bérico
1,86g de EDTA (pH 8) 0,5M

Prefazer o volume com agua a 1000ml

v Tampio de Aplicacio - Blue Juice
10ml de Formamida
10mg de Xileno cianol FF
10mg de Azul de bromofenol
200ml de EDTA (pH 8) 0,5M
Este tampdo foi guardade a 4°C
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w EDTA
18,61g de EDTA
80ml de agua

Prefazer o volume a 100ml

w Brometo de Etidio
Stock: 10mg/ml
1g de Brometo de etidio
100ml de agua
Misturar bem durante varias horas. Deve guardar-se num frasco escuro a

temperatura ambiente
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VI- Anexo 2: Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica de amplificagdo in vitro de
sequéncias especificas de DNA utilizando oligonucleétidos de sequéncias complementares a
das extremidades das sequéncias da cadeia de DNA a amplificar denominados iniciadores ou
“primers”.

A reacgio em cadeia da polimerase (PCR) foi imaginada por Kary Mullis (Mullis. 1990;
Saiki et al, 1985; Mullis et al, 1986; Mullis & Faloona, 1987 cit. Innis & Gelfand, 1990)
numa sexta-feira a hoite, em Abril de 1983 (Mullis, 1990). Introduzida em 1985, alterou o
modo de condugio dos estudos moleculares e as questdes que podem ser postas (Erlich et al,
1991), contribuindo duma forma totalmente nova para o estudo e analise genctica (Watson
et al, 1994).

O maior problema na analise de genes ¢ que eles sdo alvos raros num genoma complexo.
Deste modo, muitas das técnicas de genética molecular estdo preocupadas em ultrapassar
este problema. No entanto, essas técnicas sdo demoradas e envolvem clonagem e métodos
de detecgiio de sequéncias especificas de DNA. A reacgdo em cadeia da polimerase alterou
esta situagdo, ao permitir a produgfio de muitas copias de uma sequéncia de DNA especifica
SEm TeCOITEr 4 clonagem (Watson et al, 1994).

Inicialmente nas reacgdes de PCR, era utilizada a enzima DNA polimerase de E. Coli. Mas,
esta enzima é sensivel ao calor € é destruida as temperaturas necessarias para separar as
cadeias duplas de DNA (Watson et al, 1994; Erlich et al, 1991). Este problema foi
eliminado, ao introduzir a enzima 7ag DNA polimerase, isolada da bactéria terméfila
Thermus aquaticus (Watson et al, 1994; Erlich et al, 1991; Griffiths et al, 1996; Gelfand &
White, 1990), que vive em aguas com temperaturas de 75°C.

A enzima 7ag DNA polimerase tem a sua temperatura 6ptima a 72°C e € razoavelmente
estavel mesmo a 94°C (Watson et al, 1994). A sua actividade ndo ¢ destruida pelas elevadas
temperaturas necessarias para a desnaturagdo do DNA molde (Fenoll et al, 1993). Deste

modo, € a enzima mais usada nas reacg¢des de PCR.
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A incorporagdo da Tag DNA polimerase na reacgio de PCR permite a reassociagdo € a
extensdo dos iniciadores a temperaturas mais altas do que as que eram possiveis com a DNA
polimerase de E. Coli, eliminando muita da amplificagdo néo especifica (Erlich et al, 1991).

A Tag DNA polimerase ndo tem actividade de exonuclease na direcgdo 3° - 5’ (Erlich et al,
1991; Gelfand & White, 1990), mas tem actividade de exonuclease 5° - 3° durante a
polimerizagdo (Erlich et al, 1991);

O sucesso da amplificagdo via PCR ¢ ditado pela escolha correcta dos “primers” € o
primeiro passo na obtengdo de um “primer” ¢ assegurar a sua especificidade (Sharrocks,
1994).

Desenhando adequadamente os iniciadores e as condigbes da reacgdo, pode-se amplificar
praticamente qualquer sequéncia (Fenoll et al, 1993).

A tabela 7 fornece-nos algumas regras para o desenho das sequéncias dos niciadores.

Tabela 7- Regras gerais para o descnho de “primers” para PCR

Parametros Valores Optimos
1- Sequéncia urica de oligonucleotidos
2- Existéncia de ilhas GC na extremidade 3’ 1-2 nucleotidos GC
3- Nio existéncia de homologias proprias Trés ou menos bases contiguas
4- Nio complementaridade na copia anti-sense Trés ou menos bases contiguas
5- Comprimento dos “primers” 18 - 25 bases
6- Distincia e composigdo das sequéncias entre iniciadores 100 - 600 bases separadas

Fontc: Sharrocks, 1994

Na reacgdo de PCR utiliza-se, geralmente, DNA gendmico total extraido dc células.
Contudo, o PCR ndo requer DNA altamente purificado (Watson et al, 1994).

O DNA a utilizar deve estar intacto na regido a analisar. Também ndo devem existir
inibidores da reacgio (detergentes, EDTA, fenol).

A reacgdo de PCR decorre em ciclos sucessivos (Fenoll et al, 1993; Alberts et al. 1989;

Erlich et al, 1991; Watson et al, 1994, Saiki, 1990), oscilando em poucos minutos entre a
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temperatura de desnaturagio das novas moléculas de DNA (90-95°C), a da reassociagao dos
“primers” (37-60°C) e a da extensfio da cadeia pela polimerase (72°C) (Fenoll et al, 1993).
O ciclo de PCR envolve:
e numa primeira fase, a desnaturagio da amostra de DNA de cadeia dupla a
temperaturas da ordem dos 94°C (Watson et al, 1994).
O DNA de cada espécie possui uma temperatura de desnaturacdio especifica,
directamente relacionada com o seu conteudo em pares de bases guanina-citosina
(Lehninger et al, 1993). Quanto mais elevado for este valor, mais elevada sera a
temperatura necessaria para a desnaturagio do DNA. As ligagSes entre a guanina e a
citosina envolvem trés pontes de hidrogénio, sendo por isso mais estdveis e
requerendo mais energia para se dissociarem do que as ligacdes adenina-timina. em
que apenas se estabelecem duas pontes de hidrogénio. Deste modo. a temperatura ¢ a
duracdo da fase de desnaturagdo numa 1eacgdo de PCR dependem directamente das
caracteristicas da amostra de DNA a amplificar;
e numa segunda fase, a reassociagdo dor “primers” com as sequéncias de DNA
complementares, de acordo com os critérios de emparelhamento de nucledtidos
postulados por Watson & Crick.
A quantidade de reassociacdo ¢ uma variavel na determinagdo da espccificidade do
PCR. Deste modo, a temperatura e os tempos usados variam consoante as sequencias
a serem amplificadas;
v na 3° e ultima fase, processa-se a amplificagdo propriamente dita, em que. pela
accdo da DNA polimerase, ocotre o alongamento das cadeias dos nucle6tidos. De
acordo com Saiki (1990), este passo pode ser completamente eliminado se as
sequéncias alvo tivcrem aproximadamente 150 bases ou menos.
O niimero de cépias da sequéncia alvo cresce exponencialmente. Na pratica dobra em cada
ciclo (Lewin, 1995; Alberts et al, 1989; Erlich et al, 1991; Watson et al, 1994, Saiki. 1990)
até atingir um determinado nivel em que o aumento do DNA alvo se tdrna linear (Lewin,

1995).



A Figura 37 pretende mostrar o principio da reac¢do em cadeia da polimerase (PCR).
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Para uma amplificagio efectiva do DNA sdo necessarios vinte a trinta ciclos. Um unico
ciclo requer cerca de cinco minutos pelo que um procedimento automatico permite obter
DNA amplificado em poucas horas (Alberts et al, 1989).
A grande vantagem da reac¢do em cadeia da polimerase € que pode amplificar, por 10° a
10'? vezes, um gene especifico ou uma regidio de DNA a partir de DNA gendmico
(Schneider-Stdck & Roessner, 1997).
Cada nova reacgio de PCR necessita de ser optimizada para evitar o aparecimento de
determinados problemas, como sejam:
> a ndo detecgio de produto ou uma baixa produgio do produto desejado;
=> a presenga de bandas largas ndo especificas;
> a presenga de iniciadores dimerizados que competem na amplificagdo com o
produto desejado;
«> mutagdes (Innis & Gelfand, 1990).
O maior problema inerente a reac¢do em cadeia da polimerase ¢ a contaminagio de
reagentes com material previamente amplificado (Kwoch, 1989; Gibbs & Chamberlain,
1989 cit. Sarkar & Sommer, 1990). Assim, sdo necessarios determinados cuidados na sua
rotina de execugdo.
A reacgiio em cadeia da polimerase é tdo sensivel que contaminacdes da amostra de DNA
podem ser detectadas como marcadores polimorficos. Contudo, limpeza da amostra e o uso
de “primers” aleatérios reduzem a probabilidade de amplificagdo de DNA epifitico (Ho et
al, 1995).
A PCR ¢ caracterizada pela sua elevada selectividade, sensibilidade e rapidez. As principais
vantagens decorrentes da sua utilizagdo em estudos gendmicos s&o:
A necessidade de reduzidas quantidades de DNA molde, pois a elevada eficacia da
amplificagdo leva a sua acumulagdo de forma exponencial;
A obtencdo de amostras de DNA a partir de uma variada gama de fontes, incluindo
vérios 6rgos de plantas, fosseis de plantas de Magnolia do Periodo Miocénico

(Watson et al, 1994), sangue, etc;
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A possibilidade de utilizagdo de “primers” marcados ndo radioactivamente, o que
elimina os riscos inerentes a0 manuseamento de material radioactivo,

A anilise directa dos produtos amplificados utilizando diversas técnicas;

A automatizagio do processo, o que permite a amplificagéio de grandes quantidades
de DNA num curto espago de tempo;

A redugdo do nimero de passos de uma analise e portanto do nimero de produtos e

enzimas necessarios, sendo por isso econémica (Charlieu, 1994).
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