Uso de técnicas moleculares em estudo de diversidade genética em Anthurium
Use of molecular techniques in the Anthurium genetic diversity study
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Entre as plantas tropicais, os antlrios
destacam-se por sua beleza e exuberancia. Per-
tencem ao género Anthurium Schott. (Araceae)
e todas as suas espécies (mais de 800) sdo or-
namentais. O A. andraeanum, ¢ originario da
Colombia e, desde 1876, tem sido intensamente
hibrizado, a origem de variedades cultivadas
comegou com a introdugdo do 4. scherzerianum
da Costa Ricaem 1857, A. andraeanum e outras
espécies da familia na Europa. Como conse-
qiiéncia, os genotipos atualmente encontrados

no comércio sao diferentes da espécie nativa.

O Anthurium andraeanum, uma das
espécies mais cultivadas, ¢ largamente utiliza-
da na floricultura e paisagismo, sendo entre as
flores tropicais a segunda mais comercializada
no mundo, superada apenas pelas orquideas. O
cultivo de anturios ¢ realizado em todo mundo
e no Brasil vem se intensificando nas ultimas
décadas. Atualmente, agregam variedades de
diferentes procedéncias, melhoradas no Brasil e
Europa, além de materiais oriundos de colegdes
particulares. Esta ¢ uma atividade promissora
que deve ser incrementada através de estudos
cientificos e programas de melhoramento ainda
escassos e restritos a algumas regides.

Um dos problemas relacionados ao cul-
tivo € o da caracteriza¢ao do Anthurium andra-
eanum, ja que esta espécie congrega diferentes
tipos de materiais genéticos, muitos dos quais
hibridos interespecificos, dificultando o uso de
descritores morfologicos para tal caracterizacao.
Novas variedades de Anthurium tém sido conti-
nuamente introduzidas em cultivo e a identifica-

¢ao destas plantas tem se tornado um problema,
visto serem identificadas especialmente através
de caracteres morfologicos como cor de flor e
descri¢des de folhas e flores (Kobayashi et al.,
1987). Neste caso, cultivares diferentes apre-
sentam descritores morfologicos semelhantes.
Apesar da caracterizacdo morfoldgica ser muito
importante, pois fornece dados basicos para in-
trodugdo e troca de gendtipos, além de ter papel
fundamental nos programas de melhoramento,
muitas vezes deve ser assessorada por outros
recursos disponiveis.

Deve-se ressaltar que a obtencao, pre-
servacao e catalogacdo da diversidade genética
existente nas variedades de uma cultura € algo de
real e notdria importancia no que diz respeito a
protegado de linhagens e cultivares, sendo estes os
aspectos de maior relevancia como perspectiva
futura. O grande nimero de polimorfismos que
podem ser obtidos com a utilizagdo de marca-
dores de DNA ¢ um grande atrativo, além de
que estes nao sofrem influéncia do ambiente.
Apesar de serem bastante empregados em di-
versas culturas, inclusive ornamentais, existem
poucos trabalhos com marcadores moleculares

em anturios.

Uma das ferramentas mais modernas
utilizadas para auxiliar no estabelecimento do
grau de similaridade entre cultivares ou entre
e dentro de populagdes naturais, dar subsidio a
protecao legal, bem como associar genes a es-

tresses bidticos e abioticos, avaliar e caracterizar
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germoplasma, enfim auxiliar no melhoramento
genético como um todo, sdo os marcadores ge-

néticos ou moleculares.

Na década de 70 surgiu um campo de
pesquisa chamado “biologia molecular ou gené-
tica molecular”, sendo um dos mais marcantes
desenvolvimentos genéticos e que, ainda hoje,
continua tendo impacto revolucionario. A partir
de entdo se tornou possivel a manipula¢do do
DNA, que culminou no surgimento dos varios
tipos de marcadores genéticos. Os marcadores
moleculares apresentam varias vantagens sobre
os marcadores morfologicos por fornecer um
numero ilimitado de polimorfismos distribui-
dos aleatoriamente ao longo do genoma e por
serem independentes dos efeitos ambientais e
do estadio fisiologico da planta, permitindo a
identificagdo precisa dos genotipos em estadios
iniciais do desenvolvimento através de procedi-
mentos relativamente simples e rapidos (Lanza
etal., 2000). O avango das técnicas moleculares
tem sido acompanhado de perto pelo grande de-
senvolvimento nas areas de bioinformatica e da
genética quantitativa tem contribuido de forma
sinergistica para o atual nivel de conhecimentos
sobre a estrutura genética de varias espécies cul-
tivadas e silvestres (Lanza et al., 2000).

O uso de marcadores moleculares
representa uma ferramenta adicional em pro-
gramas de melhoramento genético em plantas
oferecendo novas possibilidades no manejo de
uma colecdo permitindo a comparagdo entre
individuos, identificando duplicatas bem como
uma ferramenta de sele¢do para novos esforgos
no desenvolvimento de cultivares ornamentais
e na exploragdo da diversidade nas espécies
(Engelborhs et al., 1998), além de possibilitar
a classificagdo do germoplasma em grupos
de interesse para os diferentes programas de
melhoramento. Permite, também, determinar a
presenga ou auséncia de gene(s) ligados a ca-

racteristicas especificas para fins de melhora-
mento, com a vantagem de se fazer as analises
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antes do material ir para o campo. Com isso,
diminui-se o volume de material que neces-
sitaria de cuidados como adubagdo, capina,
irrigacado, etc., havendo redu¢dao no numero de
geracdes de melhoramento necessarias no de-
senvolvimento de variedades.

Atualmente ha inimeros tipos de mar-
cadores moleculares diferenciando-se quanto
a habilidade em detectar diferencas entre indi-
viduos, custo, facilidade de uso, consisténcia e
repetibilidade (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Sao comumente divididos em dois grandes gru-
pos: marcadores protéicos ou isoenzimaticos
e os marcadores moleculares ou de DNA. Os
marcadores protéicos sdo assim designados por
estarem associados a proteinas de reserva. Sao
marcadores interessantes para estudos genéticos
por serem produto primdrio de genes estruturais
(Brammer et al., 2002). Embora em niimero li-
mitado, varios locos isoenzimaticos podem ser
analisados rapida e simultaneamente (Brammer
etal., 2002). Kobayashi et al. (1987) utilizaram a
técnica de eletroforese de isoenzimas como pos-
sivel ferramenta para identificacdo de cultivares
de Anthurium andraeanum, obtendo resultados
positivos, além de investigar procedimentos para
extracdo de enzimas ativas desta planta. Ribeiro
(1999) observou que as isoenzimas dos sistemas
esterases e peroxidases apresentaram maior po-
limorfismo, sendo utilizadas na identificacao de
12 genotipos de Anthurium andraeanum.

J& os marcadores moleculares surgiram
da necessidade de acessar o polimorfismo ge-
nético diretamente no DNA. E definido como
qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico do
DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Conforme
Milach (1998), sdo caracteristicas de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e sdo her-
dados geneticamente. O fingerprinting do DNA
(caracterizacdo molecular de um organismo)

tem sido usado em teste de identidade de cul-
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tivares, determinagdo da relacdo de parentesco
e da varia¢do genética, andlise de populagdes e
de pedigree, localizacdo de locos para doencas
e epidemiologia.

Os principais tipos de marcadores mole-
culares sao RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), que envolve hibridiza¢do ou
amplificacdo e aqueles revelados por amplifi-
cacao como o RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA), Microssatélite ou SSR (Simple
Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism), SCAR (Sequence Cha-
racterized Amplified Regions) e STS (Sequence
Tagged Site). Descreveremos a seguir os de usos
mais corriqueiros.

O RFLP (Bostein et al., 1980), detecta
variagdes em seqiiéncias de DNA de 4 a § pares
de bases, reconhecidas por enzimas de restri¢ao.
Estas enzimas sdo capazes de clivar o DNA por
reconhecimento em sitios especificos, gerando
fragmentos de DNA de diferentes tamanhos entre
os individuos. Estes fragmentos sdo hibrizados
com seqiiéncias homologas (sondas) marcadas
com radioatividade ou compostos que geram
luminescéncia possibilitando a visualizagao.
Os RFLPs sdo marcadores co-dominantes e
dependendo do tipo de sonda usada, cobre
todo o genoma, aumentando significativamente
a associacdo de marcadores a caracteristicas
agrondmicas. Esta ¢ uma técnica cara, estando
hoje restrita a0 mapeamento comparativo entre
diferentes espécies.

Os demais marcadores se baseiam no
principio da PCR, utilizando uma enzima, DNA
polimerase, termoestavel e termocicladores
programaveis com elevada capacidade de pro-
cessamento imprimiram grande automatizacao
4 sintese in vitro de um segmento de DNA. A
técnica de PCR consiste na sintese enzimatica
in vitro de um segmento de DNA, que pareiam

com o DNA-molde e servem de iniciadores parea

a sintese in vitro de uma nova fita de DNA. As
reacdes ocorrem em ciclos alternados de tem-
peratura, sendo cada ciclo do PCR envolve trés
etapas. Na primeira, ocorre a desnatura¢do da
dupla fita de DNA, posteriormente, os primers
pareiam-se com as seqiiéncias complementa-
res especificas que flanqueiam o sitio-alvo, e
entdo a nova fita de DNA ¢ sintetizada a partir
das extremidades 3-OH livres dos primers por
meio da enzima DNA polimerase. Como cada
ciclo ¢ repetido varias vezes, a amplificagdo do
DNA-alvo ocorre em progressdo geométrica,
requerendo uma quantidade muito pequena de
DNA-molde (Lanza et al, 2000).

A técnica de RAPD (Williams et al.,
1990) utiliza oligonucleotideos decameros (pri-
mers) de seqiliéncia arbitraria para a amplificacao
do DNA, gerando uma grande quantidade de
polimorfismo de fragmentos de DNA espalhados
pelo genoma. O nivel de polimorfismo obtido
varia grandemente em fun¢do da espécie em
estudo. Esta técnica ndo requer conhecimen-
to prévio da seqiiéncia do DNA-alvo nem de
primers espécie-especificos. Cada primer pode
amplificar diferentes locos do genoma (Devos
e Galé, 1992). Tem sido utilizada em vegetais,
no estudo de identificagdo e caracterizacao de
variedades, no estudo da diversidade genética,
no mapeamento de caracteristicas agronomicas
de interesse (como resisténcia a doencas). Além
de que esta técnica ¢ eficiente em tempo e mao-
de-obra, ndo requer o desenvolvimento de uma
biblioteca de sondas e um conjunto de primers
arbitrarios pode ser utilizado para qualquer or-
ganismo. Porém apresenta como desvantagem
a baixa repetibilidade. No entanto, se bem pa-
dronizada tem importante aplicacdo em espécies
pouco estudadas molecularmente como € o caso
dos anturios.

Os microssatélites ou SSR (Litt e Luty,
1989), sdo seqiiéncias de um a quatro pares
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de base repetidas em tandem, distribuidas
abundantemente no genoma das espécies. Sao
multialélicos e codominantes. Os SSR utilizam
primers especificos que amplificam regides do
DNA repetitivo. Dentre os marcadores sdo os que
apresentam o maior contetido de informagdes
de polimorfismo, amplificando locos contendo
seqiiéncias de um a cinco pares de bases que se
repetem em série € em nuimero variavel. Este
tipo de marcador tem eliminado a necessida-
de de cruzamentos distantes para maximizar
o polimorfismo molecular, ou seja qualquer
cruzamento ¢ potencialmente informativo para
mapeamento molecular, principalmente por-
que apresenta elevada variabilidade quanto ao
conteudo de informagdes polimorficas, sendo
possivel identificar variacdes alélicas entre
individuos e conseqiientemente distingui-los
dentro de uma populacdo (Brammer e Milach,
2002), O desenvolvimento de primers de SSR ¢
um processo elaborado e caro, no entanto, uma
vez disponiveis o custo assemelha-se a0 RAPD.
Uma das técnicas mais recente e mais
utilizada atualmente ¢ o AFLP (Vs et al, 1995)
que combina as vantagens do RFLP e do RAPD.
Estes marcadores estdo distribuidos por todo o
genoma de eucariotos e procariotos. Baseia-se
na amplificagdo através de PCR de fragmentos
gerados por enzimas de restri¢do especificas e
oligonucleotideos adaptadores de poucas bases.
Este método gera um amplo nimero de bandas de
fragmentos de restri¢ao facilitando a detecc¢do de
polimorfismos. Possibilita a analise de um gran-
de nlimero de locos em um unico gel, fazendo
com que apesar de ser um marcador dominante
seja possivel analisar o maior nimero de locos
em um Unico gel em relagao a outros marcadores.
O polimorfismo obtido com AFLP esta baseado
em diferencas entre genotipos na distribuigao dos
sitios de restri¢do e na amplificacao diferencial
dos fragmentos.
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Wang-Jau et al. (2001), compararam
a similaridade genética entre 30 cultivares de
Anthurium andraeanum, mediante as técnicas
de RAPD e Microssatélites, observaram que
os coeficientes de similaridade genética foram
de 57% e 52,9% respectivamente e que estes
sdo eficientes em programas de melhoramento
desta espécie.

Apesar das diferentes classes de marca-
dores apresentadas acima, estudos mostram que
em ornamentais, os AFLPs e os microssatélites
sdo mais freqlientemente utilizados por sua alta
reprodutibilidade e grande quantidade de infor-
macao (Escandon, 2004). Em rosa, que como flor
de corte ¢ uma das ornamentais mais cultivadas
do mundo, mediante a técnica de AFLP estudos
vem sendo realizados a fim de se obter o mapa
genético desta espécie, com objetivo a longo
prazo de obter os genes envolvidos na producao
da fragrancia e de resisténcia a mancha negra
causada pelo fungo Diplocarpon rosae (Arus,
2000; Escanddn, 2004).

Outra tecnologia que vem sendo ampla-
mente empregada no melhoramento de plantas
ornamentais ¢ a engenharia genética. Neste caso,
o interesse ¢ de se incorporar caracteristicas
como resisténcia a insetos, a doengas fingicas
e virais, tolerancia a herbicidas. Caracteristicas
especificas para a floricultura como a modifi-
cacdo de cor e forma das flores, da fragrancia,
o controle da floracdo, a eficiéncia de enraiza-
mento, modificagdo dos pigmentos das pétalas,
sdo as mais almejadas no mercado nacional e
internacional.

Do ponto de vista econdmico, os or-
ganismos geneticamente modificados (OGMs)
ornamentais ndo geram as mesmas controvérsias
que provocam os OGMs ligados ao consumo ali-
mentar humano como os cereais ¢ as oleaginosa
(Escandén, 2004).

Fure-Chyi et al. (1996), conseguiram

efetuar através da técnica de transformacao por
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Agrobacterium tumefaciens duas plantas de hi-
bridos de anturio. O primeiro antdrio transgénico
foi obtido por transformacao mediante Agrobac-
terium tumefasciens, resistente a Xanthomonas
campestris pv. Dieffenbachiae. Resisténcia a
bacteriose (Xanthomonas Campestris pv. Dief-
fenbachiae) (Chen e Kuehnle, 1996); Chen e
Kuehnle e Sugii, 1997)
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