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RESUMO

O estudo filogenético possui a capacidade de explicar de forma analitica a vasta variabilidade genética apresentada em nosso planeta. A partir de técnicas relati-
vamente simples e baratas como o PCR e o sequenciamento de Sanger, houve a possibilidade de se explicar como se dava essa variabilidade, que é o polimorfismo.
O polimorfismo é quando a sequéncia de DNA apresenta mutag¢des, que podem ser pontuais, que causam ou ndo alteragdo fenotipica no individuo. Mesmo que na
maioria dos casos essa alteragdo ndo acarrete em grandes mudangas, em alguns casos ela pode ser tdo drastica, que o individuo ndo serd mais parte de uma espé-
cie, e assim se da a diversidade. Através do estudo do polimorfismo é que atualmente podemos agrupar as espécies ndo s6 por suas caracteristicas fenotipicas,
mas também por suas caracteristicas genotipicas, o que refina mais ainda o agrupamento. O reino Plantae além de apresentar vasta diversidade no planeta, possui
os elementos basicos para manter a vida dos outros reinos, sendo alvos importantes na biologia molecular. A presente revisdo teve o objetivo de demonstrar
técnicas mais utilizadas para a detecgdo de polimorfismo em plantas.
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ABSTRACT

The phylogenetic study has the ability to explain analytically the vast genetic variability presented on our planet. Using relatively simple and inexpensive tech-
niques such as PCR and Sanger sequencing, it was possible to explain how this variability, which is the polymorphism, took place. Polymorphism is when the DNA
sequence has mutations, which can be punctual, whether or not they cause phenotypic changes in the individual. Even though in most cases this change does not
lead to major changes, in some cases it can be so drastic, that the individual will no longer be part of a species, and so is diversity. Through the study of polymor-
phism, we can currently group species not only for their phenotypic characteristics, but also for their genotypic characteristics, which further refines the grouping.
The Plantae kingdom, in addition to presenting vast diversity on the planet, has the basic elements to maintain the life of other kingdoms, being important targets
in molecular biology. The present review aimed to demonstrate techniques most used for the detection of polymorphism in plants.
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INTRODUGCAO

O polimorfismo genético ¢ a frequéncia de variantes nas
populacdes. Caso uma populacao apresente uma frequéncia
alélica >1% em um ldcus, é denominado como polimorfis-
mo, porém, quando a presenca de alelos variantes for infe-
rior, ela é denominada como particular. Essa variagdo pode
ser detectada em todas as espécies e ¢ justamente um dos
mecanismos que permitem a diversidade de espécies no
nosso planeta (LEITE, 2015; CARVALHO, 2018; SINGH;
SINGH, 2018).

As plantas, assim como qualquer outro organismo vivo na

com menor pressdo de sele¢do normalmente estdo em re-
gides de ndo codantes, ja as regides de DNA que codificam
proteinas parecem sofrer maior pressdo de selecdo. Esse
padrdo de regides com maior ¢ menor pressdo de selegdo
funcionam de forma natural, visto que alteragdes drasticas
em um organismo levara a uma ndo conformidade em suas
fungdes e/ou estrutura e o individuo ndo sera viavel (SCH-
NEIDER et al., 2019).

O uso de marcadores moleculares auxilia na obten¢do de
um numero praticamente ilimitado de polimorfismo genéti-
co, possui baixa influéncia de variagdes ambientais e po-
dem ser utilizados em qualquer estagio de desenvolvimento

Terra, apresentam variabilidade genética, e esse tipo de
mecanismo influencia ndo s6 na diversidade natural como
na sustentabilidade, pois ha melhor adaptagdo ao ambiente.
A detecgdo de polimorfismos em um organismo pode pos-
suir o objetivo de avaliar, melhorar ou comparar o espéci-
me. Para conseguir realizar a deteccdo, a caracterizagdo
molecular possui um papel fundamental, pois consegue
detalhar o contetido génico de um individuo (LEITE, 2015;
CARVALHO, 2018; TABATABAEI et al., 2019).

Os marcadores moleculares sdo comumente utilizados para
se obter um padrdo de fendtipo molecular de um gene ex-
presso ou de um segmento de DNA. Para se obter um pa-
drdo molecular de uma determinada espécie, pode-se reali-
zar técnicas de clivagem de DNA com enzimas de restricdo
que foram selecionadas de acordo com o padrdo de restri-
¢do presente no DNA do individuo (DA SILVA et al., 2011;
SHARMA et al., 2018).

Normalmente esse tipo de abordagem utiliza locais do
DNA que apresentam menor pressdo de selecdo, ou seja,
caso ocorra variagdo, o organismo ndo possuira alteragoes
tdo marcantes e conseguird manter suas funcdes. As regides
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da planta.

Os marcadores podem ser classificados de acordo com o
tipo de heranga alélica em dominantes e codominantes. Os
marcadores codominantes possibilitam diferenciar indivi-
duos homozigotos e heterozigotos, o que ndo ¢ possivel
com marcadores dominantes, para os quais apenas ¢ possi-
vel identificar a presenca ou auséncia de um determinado
alelo. Entdo os marcadores codominantes normalmente
geram mais informagao sobre polimorfismo, e ¢ utilizado
amplamente para diversos tipos de analises genéticas. E
uma ferramenta util para selecdo de genitores contrastantes
para os genes de interesse, aumentam o grau de discrimina-
¢do de linhagem e indicam a pureza genética. Os métodos
de marcadores codominantes mais utilizados em plantas
sdo: SCAR (Regides amplificadas caracterizadas por
sequéncias), SSR (Sequéncias simples repetidas), SNP (Po-
limorfismos de base unica) (MOTA, 2015).

O método SCAR foi desenvolvido logo apés o RAPD, em
que consiste basicamente na utilizagdo de sequencias ja
caracterizadas. Dessa forma os marcadores sdo obtidos por
clonagem, sequenciamento e sintetizacdo de um par de
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primers, que ¢ realizado utilizando o perfil nested, utilizan-
do o produto inespecifico de RAPD. Os marcadores STS
sdo desenvolvidos por sequencias utilizadas & partir dos
marcadores sintetizados de RFLP, essa técnica consiste em
amplificar o DNA com sequéncias repetitivas no primeiro
amplificador e no segundo DNA de copia simples (MOTA,

2015).

Os marcadores SSR (Sequéncias simples repetitivas) ou
STR (Sequéncias curtas em tandem) amplificam unidades
repetitivas de DNA denominadas como microssatélites, que
sdo locais do DNA onde nao ha forga seletiva elevada, au-
mentando as possibilidades de haver alteracdes de bases. O
marcador SSR apresentam elevado nivel de informacao,
pode detectar multiplas formas alélicas por marcador e
possui alta frequéncia em genomas de plantas. Os minissa-
télites, também denominados na literatura como VNTR
(Variable number of tandem repeats) sdo sequéncias repeti-
das em tandem (6 a 100 bp), e apresenta polimorfismos.
(MOTA, 2015; OLIVEIRA, 2015).

Geralmente para se detectar alteragdes na sequéncia do
DNA e SNPs (single nucleotide polymorfism) sao utilizadas
as técnicas de PCR, qPCR e enzimas de restrigdo (RFLP).
Porém, para se realizar os métodos de PCR citados acima, ¢
necessario conhecer previamente a sequéncia de nucleoti-
deos da espécie estudada, e nem sempre ¢ um procedimen-
to rapido. Por esse motivo, houve o desenvolvimento do
chamado Arbitrarily Primed - PCR (RAPD) em que se
utiliza primers (oligonucleotideos iniciadores) com sequén-
cias aleatorias possuindo cerca de 20 nucleotideos (DA
SILVA et al., 2011; MAZROOEI, GHAZALA, 2018;
SCHNEIDER et al., 2019).

REFERENCIAL TEORICO

Os marcadores moleculares sao fortes instrumentos na area
de biotecnologia que permitem a caracterizagdo de diferen-
tes espécies, podem selecionar variabilidade em nivel de
DNA e assim, comparando distintos genotipos diferenciar
dois individuos segundo o padrdo de polimorfismo singu-
lar. Apds essa identificacdo, € possivel entdo verificar a
relag@o entre os genotipos e fendtipos e diversidade genéti-
ca (COSTA, 2018; DI SALVO et al., 2018; ROSA, 2018;
SCHNEIDER et al., 2019).

No caso da técnica de PCR ¢ realizada a amplificacdo do
fragmento génico com um primer especifico, que apos sera
detectado em eletroforese de gel de agarose ou entdo da
propria reagdo de polimerizagdo, ¢ realizado o sequencia-
mento de Sanger, que a partir do manejo do software € ob-
tido o alinhamento das sequéncias (Figura 1) em busca de
bases nitrogenadas ausentes, com adi¢cdo ou até mesmo
troca de bases. Os SNPs podem impactar em alteragcdes
significativas em uma proteina, mas também podem ser
apenas um recurso para a diferenciagdo de uma espécie
para a outra (GANESH et al., 2018).

Figura 1. Gel de agarose. Em M: Marcador molecular de
1kb; Em 5: Controle negativo; Em 6: Controle positivo;
Em 1-4 e 7-8 amostras reais. Fonte: GANESH e cols.
(2018).
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Utilizando as enzimas de restricdo (Figura 2), com o en-
saio de RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism), como informado anteriormente ocorre a cliva-
gem das sequencias de DNA com padrdo especifico. Quan-
do realizado o estudo in silica deve-se entdo verificar quais
os alvos, para ser possivel observar a diferenca quando esse
DNA for submetido a eletroforese em gel de agarose, ou
seja, se o objetivo € verificar a alteracdo de padrao de res-
tricdo, deve-se utilizar pelo menos duas enzimas: uma que
¢ promiscua, ou seja, cliva diversos tipos de sequéncias e
uma que ¢ mais seletiva. Assim provavelmente sera obtido
dois padroes distintos (MAZROOEI; GHAZALA, 2018;
MARILLONNET; WERNER, 2019).

Reglon| Region II

Beta Vulgaris TACATGTTTAAGTACGACAGTGTTCACGGTCAATGGAAGCA GTCCACTGGTGTCTTCAC

Atriplex nummularia TACATGTTTAAGTACGACAGTGTTCACGGTCAATGGAAGCA GTCCACTGGTGTCTTCAC
Mesembryanthemum crystallinum TACATCTTCAAGTACCACACTGTCCACGCTCAGTCCAACAG ATCCACCGGAGTCTTCAC
Arabidopsis thalians TACATGTTCAAGTACGACAGTGTTCACGGTCAATGGAAACA GTCTACTGGTGTCTTCAC
Petroselinum crispun TACATGTTCAAATACGACAGTGTTCATGGTCAATGGAAGAA ATCTACTGOTCTTTTTAC
Ranunculus acris TATATGTTCAAATATGATACTGTTCATGGTCAATGGAAACA ATCTACTGGAGTTTTCAC
Antirchinum majus TACATCTTCAAGTATCACAGTGTTCACGGTGCGTGCAAGCA GTCCACTGOTCTCTTCAC
Pisum sativum TATATGTTTAAGTACCACAGTGTTCACGGACAGTGGAAGAA GTCTACTGGTGTTTTTAC
Glycine max TACATCTTTAAATACGACAGTGTTCATCCACACTOGAACCA GTCCACCOGACTTTTCAC

Cucumis sativus TACATGTTCAAGTACGACAGTGTTCACGGTCACTGGAAGCA GTCCACCGATCTTTTCAC
Solanum lycopersicum TATATCTTTAAGTATCATAGTGTACACGGCCAGTGCAACCA CTCCACCGOTCTTTTCAC
Magnolia lififlora TACATGTTCAAGTATGATAGTGTCCATGGGCAATGCAAGCA GTCAACTCCACTCTTTAC
Taxus baccata TCTCTCTTCAACTATCACACTCTCCATCCCCAGCTCCAACAA ATCCACACGACTCTTTAC

Ginko biloba TATATCTTCAAGTATGACAGTGTCCATGGCCAATGCAACAA ATCCACCCEACTCTTCAC

Pinus sylvestris TATATCTTCAAATATCACACTCTCCACGCCAAATCCAAGCA ATCCACTCCTCTCTTCAC
TACATGTTCAAGTACGACAGTGTTCACGGTCAATGGAAGCA GTCCACTGCTCTCTTCAC

173 Primer §1 102 4 Primer §2 34

Figura 2. Exemplo de alinhamento de sequéncias. A es-
querda as espécies foram listadas; as regides I e II foram
divididas para produzir in silico os primers nos locais con-
tendo SNPs. Fonte: MAZROOEI; GHAZALA (2018)

O PCR em tempo real (Figura 3), denominado qPCR, pode
apresentar resultados quantitativos e/ou qualitativos, essa
técnica ¢ realizada da mesma forma que a PCR, mas tam-
bém ¢é capaz de detectar a temperatura de dissociacdo de
um fragmento génico (de aproximadamente 100 bp). A
ligacdo entre os pares de bases GC ou AT possuem uma
temperatura diferente de dissociacdo de aproximadamente
0,5 °C. Quando um fragmento génico possui o SNP, ¢ pos-
sivel detectar a diferenca de temperatura entre um fragmen-
to génico e outro. O ensaio deve utilizar outro gene que é
sempre expresso no individuo, normalmente ¢ escolhido o
gene GAPDH (LI et al., 2012).
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Figura 3. Resultado de qPCR. No ¢ixo X ¢é possivel obser-
var a temperatura de dissociagdo, ja no eixo Y o nimero de
copias presente em cada fragmento, de acordo com o ciclo.
Fonte: Li e cols. (2012).

O sequenciamento de ultima geracdo (Figura 4) ¢ uma
técnica relativamente barata (se ja houver a disponibilidade
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do equipamento), possui a capacidade de realizar o mape-
amento do genoma total ou parcial do individuo e apresenta
rapidamente o resultado. Apds a obtencdo do resultado,
diversos softwares realizam o alinhamento das sequéncias
de forma relativamente facil também. Essas sequéncias sdo
entdo comparadas com outras de individuos da mesma es-
pécie e até mesmo de outras espécies (LEE et al., 2018).

I * AtPepl |
J ’ * GmPepb
[ * GmPepl
l “ ~ GmPep2 I
* GmPep3
* GmPepda

; GmPep5a
1 * GmPep5Sb
* GmPepdb

Figura 4. Sequenciamento de RNA. Em B: Confirmagéo
do residuo 15; C: Arvore filogenética.

O método de amplificagdo de fragmento de DNA por
RAPD ¢ relativamente simples e mais barato quando com-
parado ao sequenciamento de ultima geracdo, sendo que ¢
necessario utilizar apenas um tipo de primer para cada rea-
cdo. Esses primers sdo formados por diferentes combina-
¢Oes das bases nitrogenadas de forma aleatdria, e o seu
contetdo GC fica entre 50% e 70%. O primer entdo se liga
as sequéncias complementares presentes nas fitas opostas
do DNA alvo e ¢ entdo amplificado o segmento de DNA
(VIEIRA; NODARI, 2007; LEITE, 2015; SILVA et al.,
2015).

O DNA amplificado ¢ entdo aplicado em gel de agarose
(Figura 5) para ser realizada a separagdo dos produtos, e
por meio da aplicagdo do padrdo molecular no gel, ¢ possi-
vel inferir o tamanho de cada fragmento de DNA obtido. O
polimorfismo nessa técnica ¢ detectado pela presenca de
um fragmento amplificado de DNA em uma amostra e a
ndo amplificagdo na outra amostra, que podem ser decor-
rentes de uma delego, duplicacdo ou mutacdo do DNA,
sendo necessario realizar o sequenciamento do DNA caso o
pesquisador queira saber o conteudo obtido no fragmento
génico (LEITE, 2015).

2 3 4 s 6 78 9 101 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

-
»

e e e T T e T 4

Figura 5. Imagem de gel de agarose apds realizagdo de
RAPD. O DNA foi corado com Brometo de etidio, que ¢é
capaz de se ligar a cada 2 pares e meio de base aproxima-
damente. Nas setas o autor identifica os padrdes polimorfi-
cos. Fonte: LEITE (2015)
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CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista as informagdes apresentadas neste trabalho,
¢ possivel afirmar que a area de biotecnologia vegetal esta
crescendo e se modernizando de acordo com a tecnologia.
Os marcadores moleculares utilizados como técnicas de
detecgdo sdo importantes para ser possivel mapear e dife-
renciar a ampla diversidade observada nas espécies vege-
tais. Os estudos filogenéticos baseados no fendtipo ndo sdo
precisos quando comparados com os estudos genotipicos,
estes através de técnicas altamente eficientes permitiram
maior confiabilidade nos estudos da variabilidade genética
de muitas espécies de plantas. Sendo assim, o uso de mar-
cadores ¢ importante para o melhoramento genético de
espécies alimenticias, visto que atualmente os alimentos
geneticamente modificados sdo recomendados para um
plantio mais econémico e mais nutritivo, uma vez que o
combate a pragas se torna mais eficiente e as mutacgdes
inseridas também podem proporcionar um alimento de
maior qualidade.
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