Marcadores moleculares no
estudo da Evolucao

Meta da aula

Definir marcadores moleculares, descrever
os principais métodos moleculares e avaliar,
pelas caracteristicas de cada marcador, o
mais adequado para o estudo de diferentes

problemas em evolucao.

Ao final desta aula, vocé devera ser capaz de:

e Enumerar os principais tipos de marcadores
moleculares.

e Dar exemplos de problemas em evolu¢ao
que podem ser estudados com marcadores
moleculares.

Pré-requisito

Para acompanhar bem esta aula, é importante que vocé
domine as informacdes basicas de Biologia Molecular,
especialmente os Modulos 1 e 2. Seria bom também
que vocé revisse a aula sobre Filogenia na disciplina
Diversidade dos Seres Vivos. Para entender por que os
marcadores moleculares constituem boa ferramenta para
o estudo da evolucao é importante, ainda, que aulas
anteriores, sobre freqliéncias génicas e genotipicas e
Equilibrio de Hardy-Weinberg, estejam claras para vocé.
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INTRODUCAO

RicHAarD C.
LEwoNTIN

Nasceu nos Estados
Unidos da América,
em 1929; trabalha
atualmente na
Universidade de
Harvard e é um dos
mais importantes
evolucionistas vivos.
Juntamente com J.
L. Hubby, foi um
dos pioneiros na
utilizacdo de métodos
moleculares para
estudo da Genética
de Populacaes.

ALOENZIMAS

As proteinas podem
ser classificadas como
estruturais (aquelas
que participam como
blocos constitutivos
das células) ou
enzimas (aquelas

que participam das
reacoes bioquimicas).
Dentre as enzimas,
encontramos as
isoenzimas, que sao
aquelas que atuam
sobre 0 mesmo
substrato. Se as
isoenzimas resentam
padrao mendeliano
de heranca, dizemos
que sdo aloenzimas,
ou seja, comportam-se
como diferentes alelos
de um loco.
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O estudo da Genética de Populacdes depende de técnicas efetivas para
observacdo e mensuracao da variacdo génica presente nas populacdes
naturais. Nas Aulas 5 (FreqUéncias génicas e genotipicas e heterozigosidade),
6 (Equilibrio de Hardy-Weinberg: aplicacdes, implicacdes) e 7 (Equilibrio de
Hardy-Weinberg: violacdes dos pressupostos), vocé estudou como essa variacao

pode ser descrita.

Nos primeiros 30 anos, apds a proposicdo da teoria sintética da Evolucdo
(1930-1932), a variacao estudada pelos pesquisadores era, principalmente,
fenotipica com heranca mendeliana classica (como, por exemplo, diferencas
de cor ou formato dos olhos da mosca-da-fruta; diferencas de tipo de crista
em galinhas; cor da pelagem em preds; grupos sanglineos em humanos
etc.) e cromossdmica (padrao de bandas, inversdes etc.). Foi na década de
1960, que RicHARD C. LEwonTIN € J. L. Hubby, para estudar a variacao génica
presente em populacdes naturais, introduziram uma técnica de separacdo
de proteinas muito utilizada em Bioquimica: a eletroforese de aloenzimas.
Comecou, naquele momento, o uso de nova ferramenta para o estudo da

Evolucado: os marcadores moleculares.

AS FERRAMENTAS

No estudo da Evolucdo, sio chamados marcadores moleculares
aquelas moléculas que representam locos génicos e apresentam alguma
variabilidade, de modo que possam ser usadas para inferéncias a respeito
dos padroes de diversidade dos organismos. As moléculas biologicas mais
utilizadas para estudo da variagdo génica sdo as proteinas e o DNA.
As tecnologias mais utilizadas sdo eletroforese de aloenzimas e, mais
recentemente, varias técnicas de amostragem de DNA. Vamos entender

0 que sao essas técnicas e como funcionam.

Eletroforese de aloenzimas

A eletroforese pode ser definida, de maneira geral, como migra¢ao
de particulas sob agao de corrente elétrica. No caso da eletroforese de
ALOENZIMAS, a técnica se baseia, primeiramente, nas caracteristicas fisico-
quimicas das proteinas; ou seja, é sabido que dos vinte aminoacidos,
cinco possuem carga elétrica, trés dos quais (lisina, arginina e histidina)

positiva, e os demais (acido glutamico e acido aspdrtico), negativa.



Tal fato faz com que proteinas diferentes possam apresentar cargas
diferentes, movimentando-se com diferentes velocidades, sob a acio de
campo elétrico; em outras palavras: diferentes proteinas podem manifestar
diferentes mobilidades eletroforéticas.

Outro fato importante é que, pelos principios da Biologia Molecular,
espera-se certa correspondéncia entre a seqiiéncia de nucleotideos no DNA
e a sequiéncia de aminodacidos na proteina por ele codificada, isto é, entre
o gene e seu produto (ver Aula 6 do curso Diversidade dos Seres Vivos:
Introducdo as macromoléculas). Finalmente, é sabido que a atividade e,
portanto, a presenca de algumas enzimas, pode ser visualizada em extratos
simples de organismos, através de coloracdo histoquimica.

Para se realizar uma eletroforese, algumas condi¢des basicas sao
necessarias:

1 — fonte de eletricidade que produzira campo elétrico, em fun¢ao
do qual as particulas, no caso as enzimas, estardo deslocando-se;

2 —suporte (geralmente gel de amido, agarose ou poliacrilamida)
onde serdo aplicadas amostras dos organismos que se quer estudar, no
qual o campo elétrico estard agindo;

3 — extragao das enzimas, que € feita a partir da homogeneizagio
de individuos inteiros (caso de pequenos insetos, por exemplo), érgaos
ou tecidos (caso de organismos maiores, como peixes, camundongos ou
o proprio homem);

4 — coloragao histoquimica, que é a precipitacdo, oxidacio ou
fluorescéncia de um corante em funcdo das reacdes catalisadas pelas
enzimas;

5 — interpretagao dos padroes observados.

A eletroforese de aloenzimas estd representada na Figura 8.1.

Observe, nesta figura, as condi¢bes que foram descritas acima.
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Como vocé pode verificar na Figura 8.1, existe entre os individuos
amostrados uma variagio no padrio de bandas observadas. Essa variag¢ao
pode ser interpretada diretamente como varia¢do génica. A interpretagao
¢ simples: individuos que apresentem apenas uma banda no gel sio
interpretados como homozigotos (AA ou BB); individuos que apresentem
as duas formas da enzima, com mobilidades eletroforéticas diferentes, sao
interpretados como heterozigotos (AB). Como vocé ja deve ter deduzido,
o padrio de bandas na eletroforese de aloenzimas é co-dominante (ver

Aula 8 do curso de Genética basica: do gene ao fendtipo).

ATIVIDADE

1. Observe a interpreta¢do mendeliana do gel de eletroforese da Figura
‘ 8.1 e responda:

a) Quantos alelos estao presentes nessa populag¢do?
b) Quais as freqiiéncias genotipicas?

¢) Quais as freqiiéncias génicas?

Respostas:

a) 2 alelos, Ae B

b) f(AA) = 25%; f(AB) = 50%; £(BB) = 25% ou 1:2:1
c) f(A) = {(B) = 0,5

RESPOSTA COMENTADA
Vocé acabou de realizar uma descricdo sucinta da variagdo génica nesta
populacdo. Para tanto, vocé utilizou ndo sé as facilidades do método de
eletroforese, mas, também, os seus conhecimentos sobre freqtiéncias génicas
e genotipicas.
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O uso de eletroforese como método de estudo da varia¢do génica
em populagdes incorre, no entanto, na aceitagao de algumas limitacdes;
entre elas, aquelas que dizem respeito a quantidade de variacdo capaz
de ser detectada. Por eletroforese de aloenzimas, nao é possivel detectar
substitui¢oes de aminodcidos que nio mudam a carga da proteina,
alteracdes silenciosas no DNA e variag¢do em introns (ver Aula 22 do curso
de Biologia molecular: processamento do RNA). Como conseqiiéncia, em
eletroforese estaremos sempre falando de quantidade de variacao menor
que aquela existente de fato. Talvez, a maior limitacido desse método resida
no fato de que a variacao amostrada por eletroforese seja, na realidade,
varia¢do fenotipica, e ndo genotipica. Duas consequéncias advém dai:
primeiro, que conceitos como heterozigosidade e homozigosidade ficam
relativizados, ja que se trabalha com produtos dos genes; segundo, que
os chamados alelos (melhor seria a designagao técnica de alelomorfos)
sdo afetados ndo s6 por possiveis alteragdes pos-transcricionais, como
também pela acdo do ambiente e, ainda, por condi¢des de estocagem do
material a ser analisado (tempo, refrigeracio etc.).

Para além das suas limitag¢oes, a utiliza¢ao da técnica eletroforética
oferece muitas vantagens, como, por exemplo, facil preparacio de
extratos a ser utilizados. Acima de tudo, a interpretacio mendeliana
das freqiiéncias obtidas em seus padroes de bandas (observe, de novo, a
Figura 8.1) é uma das maiores vantagens da eletroforese e também o que
faz dela ndo s6 uma técnica, mas um método de estudo dos problemas
em Genética de populagoes. Desse modo, a eletroforese é, até os dias
de hoje, reconhecidamente, um dos métodos mais eficazes na deteccao

e amostragem de variagdo genética em populagoes.

Técnicas de DNA: PCR

Com o desenvolvimento, na década de 1970, da TecnoLoGiA bo DNA
RECOMBINANTE, a Genética de populagdes pode ter acesso a variagao génica
presente nas seqiiéncias de DNA. Com a possibilidade de extrair, cortar
e unir DNA exdgeno em vetores como fagos e plasmideos, tornaram-se

possiveis a amplificacdo e o seqiienciamento do DNA.



TecNnoLoGIA Do DNA RECOMBINANTE

Tecnologia do DNA é 0 nome que se dd ao conjunto de técnicas de Engenharia genética, como a clonagem e a reagiao
em cadeia da polimerase (PCR em inglés). Essas técnicas consistem, basicamente, na possibilidade de cortar, unir e
inserir seqiiéncias do DNA de uma espécie em outra. Isso se tornou possivel com o entendimento do fendmeno da
restricao, que € a impossibilidade de reproducao de certas linhagens de virus dentro de certas linhagens de bactérias.
Esse fendmeno se deve a agdo das endonucleases de restricao, que sdo enzimas capazes de reconhecer uma seqiiéncia
especifica de bases do 4cido esoxirribonucléico (DNA) e de romper, por clivagem da molécula, a continuidade da
dupla-hélice. O mecanismo de restrigio cumpre o importante papel de proteger a bactéria do ataque do virus. Uma
caracteristica importante desse fendmeno é que a clivagem é assimétrica e caracteristica para cada tipo de enzima de
restri¢ao; por isso, os fragmentos formados pela acao das enzimas sao de tamanhos variaveis, mas, fundamentalmente,
com extremidades que apresentam seqiiéncias de bases semelhantes. Assim, mesmo que se utilizem DNAs de origens
diferentes (espécies diferentes, por exemplo), os fragmentos tém em comum a assimetria e a complementaridade das
suas extremidades. Isso possibilita o pareamento indiscriminado dos fragmentos. A soldagem posterior é efetuada
por outra enzima, a ligase; dessa forma, sao obtidas moléculas hibridas de DNA. Esse é o fundamento da Tecnologia
do DNA recombinante.

Paraser trabalhado, 0 DNA necessita primeiramente ser extraido das
células. Bem diferente do que acontece com a eletroforese de aloenzimas,
a extragao do DNA nio se da simplesmente pela homogeneizagao de
tecidos. Esse processo de extracdo ocorre, geralmente, com uma primeira
etapa de tratamento dos tecidos com enzimas que degradam proteinas
e detergentes os quais destroem as membranas celulares. Numa etapa
posterior, 0 DNA € extraido, limpo e precipitado pela agao de algumas
substancias, tais quais fenol, cloroférmio e dlcool. Extraido o DNA, o
processo subseqiiente é, geralmente, aplicacdo da técnica de PCR (reagao
em cadeia da polimerase, do inglés Polimerase Chain Reaction), em que
dois pequenos oligonucleotideos iniciadores sao usados para amplificar
a regido de DNA por eles flanqueadas.

A reacdo de PCR ocorre em uma maquina chamada termociclador,
que repete varios ciclos de trés temperaturas: a primeira, para desnaturar o
DNA e parar todas as reagdes enzimaticas; a segunda, para que os iniciadores
possam se unir a fita molde de DNA; e a ultima, para que o processo
enzimatico de replicagdo do DNA seja levado a cabo. O ambiente quimico
dessa reag¢ao contém, além dos iniciadores e da fita molde de DNA, a enzima
que polimeriza a reacao (uma DNA polimerase que tolera temperaturas
elevadas, a Tag DNA polimerase), o material para construir as novas fitas de
DNA (dNTPs) e um co-fator que auxilia a rea¢ao (geralmente MgCl,), tudo
isso dissolvido em dgua destilada, filtrada e estéril. A cada ciclo completo
de reacdo, o processo se repete com a replicagdo exponencial do DNA e,
ao final do processo, obtém-se um grande nimero de copias do segmento

de DNA flanqueado pelos iniciadores.
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Figura 8.2: Esquema resum-
indo os eventos que ocor-

Parece complicado, mas ndo é! As etapas do PCR estdo ilustradas
na Figura 8.2. Observe, nesta figura, os detalhes sobre as temperaturas
geralmente utilizadas no processo de PCR e como ele forma um ciclo que

leva a multiplica¢do exponencial de uma molécula molde de DNA.
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Obtidos os segmentos de DNA produzidos pelo PCR, precisamos
fazer agora uma eletroforese para separar esses fragmentos em funcao
do seu tamanho e estrutura. O suporte das eletroforeses de DNA sio,

geralmente, géis de agarose ou poliacrilamida. A visualizacdo desses



segmentos se da pela coloracio desses géis por substancias como
brometo de etidio ou prata, que revelam a variagio como bandas em
diferentes posi¢des no gel. Cada banda corresponde a um grupo de
moléculas de mesmo tamanho. Um padrio diferente de bandas entre
individuos significa diferenca genética entre eles. O conjunto dessa
variag¢do interindividual representa a variacdo génica da populagio,
que pode ser a mesma ou variar entre as populagdes, em fun¢io da

acgao das forcas evolutivas.

Técnicas de DNA 2: Sopa de letrinhas

A variagdo génica, presente no segmento de DNA obtido pelo
PCR, pode ser estudada de varias formas. Se o segmento amplificado
contém seqiiéncias repetitivas que variam em numero, o tamanho do
segmento ird variar entre os individuos da populagio. Esse € o tipo de
variacdo génica presente em microssatélites (repeti¢des constituidas de
dois a cinco pares de bases) e minissatélites (até 10, 20 pares de base
de repeti¢do) de locos unico. Nesses casos, a interpretagao dos padroes
de bandas é equivalente aquele obtido por aloenzimas. Nos casos de
minissatélites que apresentam mais de um loco no genoma, ou seja,
locos muiltiplos, o padrao de bandas é mais complexo, sendo chamado,
entdo, de fingerprints (palavra em inglés que significa impressao digital).
Minissatélites de locos multiplos sdo assim chamados porque apresentam
um conjunto t3o grande de bandas (equivalentes aos diferentes alelos de
cada loco), que é muito dificil encontrar dois individuos que partilhem
do mesmo padrio. E por isso que se diz que o padrio de bandas equivale
a uma “impressdo digital molecular”. Para que fique mais claro o que
estamos descrevendo, veja o esquema da Figura 8.3, que ilustra os padroes

de minissatélites de loco unico e locos multiplos.
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Locos de Minissatélite
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Figura 8.3: Esquema representando os padrées de bandas obtidos para quatro locos de minissatélite de loco
Unico e o padrao de fingerprint (minissatélite de multiplos locos) que seria obtido pela composicdo deles.
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A variacdo génica em micro e minissatélites tem origem em
inser¢oes e dele¢Oes dessas repeti¢des (pequenos blocos de nucleotideos
que sdo ganhos ou perdidos). Outra forma de variagdo génica que
pode ser amostrada pelas técnicas de DNA é aquela que tem origem
em mutacdes pontuais (mutacdes génicas de substituicdo de bases; ver
Aula 13 de Biologia molecular: mutacio e reparo do DNA). Nesse caso, o
estudo pode ser feito pelo seqlienciamento total do segmento (ver Aula 6,
do curso Grandes temas em biologia: como se obtém a seqiiéncia de uma
molécula de DNA ou de RNA) ou, ainda, pela utilizagdo de enzimas de
restri¢ao (polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restri¢ao, RFLP,
do inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism).

As enzimas de restri¢ao (ou endonucleases de restri¢io) sao capazes
de “digerir” uma sequiéncia especifica de DNA dupla-fita, de quatro, cinco
ou seis pares de base (bp) de comprimento. Essas enzimas foram isoladas
e purificadas de bactérias, nas quais agiam protegendo a célula contra
a invasao de DNA exdgeno (uma infec¢do por virus, por exemplo). O
DNA da bactéria é protegido da acdo dessas endonucleases de restricao
por um sistema especifico de marcagdo do seu DNA por moléculas de

metila (processo denominado metilacdo).



A técnica de RFLP envolve a utilizagdo de enzimas de restri¢io que

irdo cortar o DNA, amplificado pelo PCR, em fun¢io do reconhecimento

de sequéncias especificas. Por exemplo, a enzima de restri¢ao Eco RI,
— assim chamada por ter sido extraida da bactéria Escherichia coli
— reconhece e digere a sequéncia especifica 5’-GAATTC-3’. Assim,
diferentes individuos, numa dada populagdo, poderdo apresentar, para
a mesma seqiiéncia de DNA, diferentes mutagdes. Essas mutagoes podem
determinar que a enzima de restri¢io Eco Rl ndo reconheca mais um sitio
de restri¢do (se mudar a seqiiéncia de 5’-GAATTC-3’ para 5’>-GTATTC-
3’, por exemplo) ou, alternativamente, que passe a reconhecer um novo
sitio (a operacdo inversa, por exemplo, mudando uma seqiiéncia
5’-GTATTC-3’ para 5’>-GAATTC-3’). Muito complicado? Entdo, observe
a Figura 8.4, pois ela pode auxiliar vocé a entender esse processo.
SEPARAGAO DOS FRAGMENTOS POR ELETROLISE

E VISUALIZACAO EM UM SUPORTE DE AGAROSE
REVELADO COM PRATA
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Figura 8.4: Mapa de restri¢do indicando o padrao de corte de uma determinada enzima
e um esquema representando a separa¢do dos fragmentos em um suporte (gel de KiLosase (KB)
agarose ou poliacrilamida) e seus respectivos tamanhos em Kb. MM é um marcador

. . E uma unidade de
molecular que apresenta um conjunto de bandas com tamanhos conhecidos.

medida de peso

molecular do DNA.

) 1kb significa um

Ficou mais claro para voce, agora? E interessante notar que o conjunto de 1.000

~ . , L. . A nucleotideos.
padrdao mostrado na Figura 8.4 ¢é haploide, ou seja, é para uma seqiiéncia
unica de DNA que se origina de um cromossomo apenas. Para organismos
diploides, a seqiiéncia tem origem de um par de cromossomos. Desse
modo, o individuo apresentara um padrio semelhante aqueles mostrados
na Figura 8.4 (A, B ou C) apenas se for homozigoto. No caso de

individuos heterozigotos, o padrio de bandas serd uma composi¢io

CEDERJ 121



Evolucao | Marcadores moleculares no estudo da Evolugao

122 CEDERJ

dos trés padroes representados: AB, AC ou BC. Assim, para o exemplo
dado, poderemos ter seis padroes distintos de bandas, que equivalem
aos seis genodtipos possiveis, se considerarmos os trés padroes haploides
como alelos: AA, BB, CC, AB, AC e BC. Entendeu? Entao, tente realizar

a atividade a seguir.

ATIVIDADE

2. Qual é o gendtipo dos trés individuos representados na Figura 8.5?

MM
23.0 [ |
9.4 =
| (-]
6.6 L
4.4 =
[ | =
[ ] o= =
T [ |
z4 —
2.0 | =i = =
0.5 -
1 z 3
| |
Individuos

Figura 8.5: Esquema representando a separacdo dos frag-
mentos de restricdo em um suporte (gel de agarose ou
poliacrilamida) e seus respectivos tamanhos em kb. MM
é um marcador molecular que apresenta um conjunto de
bandas com tamanhos conhecidos.

RESPOSTA COMENTADA
Vocé identificou que os trés individuos sdo heterozigotos. O primeiro individuo
(AB) e o segundo (AC) apresentam nimero de bandas que € igual & soma do
numero de bandas de cada um dos alelos. O terceiro individuo (BC) apresenta
uma banda a menos do que a soma do nimero de bandas de cada um dos
alelos. Isso se dd porque os alelos B e C apresentam banda de mesmo tamanho;

logo, essas bandas apresentam a mesma mobilidade eletroforética.



As facilidades da técnica de PCR podem ser utilizadas para
amplificar segmentos aleatérios de DNA ao longo de todo o genoma
dos organismos. Esse é o caso da técnica de RAPDs (DNA polimoérfico
amplificado aleatoriamente, do inglés Randomly Amplified Polimorphic
DNAGs). Nessa estratégia, iniciadores pequenos (por volta dos 10 pares
de base) e de seqiiéncia aleatéria sdo utilizados para o PCR com
temperaturas que permitam seu pareamento em diversas regides do
genoma, amplificando, desta forma, grande ntimero de segmentos
de DNA dos mais diversos tamanhos e origens. O padrido de bandas
observado é muito semelhante aquele obtido para minissatélites de locos
multiplos; contudo, a diferenca fundamental entre esses dois fingerprints
€ que, no primeiro caso, sabemos que as bandas equivalem a alelos de
locos definidos e, no caso dos RAPDs, as bandas observadas equivalem
a regides do genoma amplificadas ao acaso.

As técnicas de DNA que descrevemos sio mais proximas da
variacdo real do genoma que a eletroforese de aloenzimas; contudo,
a excecao do seqiienciamento total, marcadores moleculares de DNA
também sdao uma estimativa indireta da variacdo génica. Como em toda
técnica, estudos fundamentados em polimorfismo de DNA obtidos por
PCR também possuem alguns pressupostos. Primeiramente, é preciso
assumir como verdade que o produto obtido pelo PCR é o desejado. A
rea¢ao em cadeia da polimerase é tanto mais especifica quanto maiores
forem as temperaturas usadas, embora nada impega que alguma outra
regido do genoma, semelhante aquela com a qual acreditamos estar
trabalhando, possa ser amplificada juntamente com a desejada ou no
lugar da que se deseja amplificar.

Outro pressuposto importante que assumimos € que todos os alelos
estao sendo certamente e igualmente amplificados. Isso significa dizer
que, quando observamos um homozigoto, ele, certamente, possui apenas
aquela banda no gel, e nenhuma outra deixou de ser amplificada pela
rea¢ao ou foi amplificada de maneira que ndo pudéssemos observar. Em
alguns casos, seqiiéncias diferentes podem ser mais dificeis de amplificar
que outras, o que invalidaria nosso pressuposto.

Finalmente, assumimos que os segmentos de DNA amplificados
sao comuns por descendéncia, e nio por convergéncia (ver Aula 3
da disciplina Diversidade dos seres vivos: filogenia); ou seja, quando

observamos os padrdes de bandas de dois individuos diferentes e
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percebemos que eles sio iguais, admitimos que aqueles individuos partilham
de um ancestral comum. Porém, outra possibilidade seria a de que elas, por
acaso, apresentassem a mesma mobilidade eletroforética; estariamos, ento,

inferindo que um parentesco, de fato, nio existe entre esses dois individuos.

QUAL O MELHOR MARCADOR MOLECULAR?

Os marcadores moleculares disponiveis atualmente podem ser
classificados de acordo com a existéncia de dominancia. Técnicas
como aloenzimas, microssatélites, minissatélites de loco unico e
RFLPs apresentam co-domindncia, sendo homozigotos e heterozigotos
facilmente identificaveis no padrio de bandas visualizado apds a
eletroforese (veja, de novo, na Figura 8.1, a interpreta¢do dos padroes
de bandas no gel). Por outro lado, técnicas como RAPDs e minissatélites
de locos multiplos apresentam domindncia. Neste caso, basta a presenca
de um tnico genoma que possibilite a amplificagao do fragmento, para
que a banda seja visualizada. No caso de individuos heterozigotos, a
banda também serd observada, impossibilitando a distingao de um dos
homozigotos do heterozigoto.

Marcadores moleculares com situa¢io de dominancia tornam-se
menos uteis para analises populacionais. Nesses casos, para se estimar as
freqtiéncias génicas a partir da interpretacao do padrio de bandas, é preciso
que se assuma um pressuposto muito importante e nao necessariamente
atendido: o Equilibrio de Hardy-Weinberg (ver Aula 7).

A escolha da técnica molecular a ser empregada depende da
avaliagdo, também, de alguns critérios. Primeiramente, é importante
definir o problema a ser investigado, uma vez que diferentes marcadores
moleculares apresentam diferentes taxas de substitui¢ao, ou seja, evoluem
em velocidades diferentes.

Marcadores que evoluem muito rapido sdo uteis para o estudo
de individuos, familias e populag¢des; isso se dd porque altas taxas de
substitui¢ao determinam que a taxa de mudanga, para uma dada regido
da molécula, seja tdo rapida que individuos, mesmo muito aparentados,
serdo diferentes, quando estudados por esse marcador. Por exemplo,
técnicas como RAPDs produzem quantidade muito grande de variagio
observavel, o que é util para estudos de paternidade, modos de reprodugao

ou organismos clonais.



Aloenzimas, por sua vez, sio adequadas para pesquisa em nivel
populacional, uma vez que apresentam padrdes de co-domindncia e
niveis moderados de variagao. Os microssatélites, que sio abundantes
no genoma e exibem grande variacao alélica, sdo especialmente indicados
para estudos de populacdes altamente endocruzadas (inbred), tipicas em
sistemas de cultivo em massa (agricultura, aquacultura etc.).

Marcadores que evoluem mais lentamente sio mais adequados
para os estudos que envolvem diferentes espécies ou tdxons supra-
especificos. Nesse caso, como a taxa de mudanga é mais lenta, individuos
proximamente aparentados, como aqueles que pertencem a mesma familia
ou populagio, ndo apresentardo diferengas, sendo todos iguais, quando
estudados por esse marcador. Técnicas como RFLPs e seqlienciamento sao
bons exemplos desse tipo de marcador; dai serem indicadas para estudos
de Filogenia, por exemplo.

Outro critério importante a ser observado é o tipo de material
disponivel para estudo. Trabalhos com aloenzimas demandam
quantidade razoavel de material biologico (10 a 50mg por loco génico
analisado), que deve estar obrigatoriamente fresco ou congelado. Dessa
forma, dependendo do organismo, a amostragem para os trabalhos com
aloenzimas pode ser destrutiva, impondo limitacdes para sua utilizacao
em estudos com organismos muito pequenos (ou larvas), bem como com
espécies raras. Trabalhos que utilizam as facilidades da técnica de PCR
ndo oferecem esse tipo de problema. Em tais casos, porém, as limitacoes
estdo relacionadas ao custo da técnica (reagentes, equipamentos), ao
tempo e a experiéncia necessarios para obtencao dos dados (conhecimento
especializado, equipamento sofisticado), o que restringe, por exemplo, os
tamanhos de amostra que podem ser utilizados nestes estudos.

A escolha do marcador molecular adequado depende de analise de custo

e beneficio, bem como de precisa definicio do problema a ser investigado.
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RESUMO

CONCLUSAO

Nao é demais repetir, nesta disciplina de Evolucdo, que a perspectiva
populacional da varia¢do interindividual foi um dos grandes méritos de
Darwin, do mesmo modo que o modelo mendeliano e sua concepcao de
heranca particulada foi decisivo para construcio de uma explicagao para as
mudangas evolutivas. Essa explicacdo € a teoria sintética da Evolucao.

Para a teoria sintética, a primeira condi¢do para que o0 processo
evolutivo ocorra é a existéncia de variagio génica nas populacdes. De
outro modo, ndo é possivel que haja mudanga na composi¢do genética
das populacoes ao longo das geragdes. Dessa forma, o trabalho de medir
e caracterizar a variagdo génica presente em popula¢des é condicdo
fundamental para se estudar Evolugao.

Nas trés aulas anteriores, vocé estudou como medir e caracterizar a
variacdo génica. Nesta aula, vocé estudou varias técnicas de amostragem da
variagdo génica em nivel molecular. Os marcadores moleculares representam
locos génicos que apresentam alguma variabilidade e, portanto, sio 6tima

ferramenta para estudar Evolucio.

Moléculas, tais como as aloenzimas e o DNA, podem ser usadas para amostrar
a variacdo génica presente nas populacdes; para tanto, utilizam-se técnicas,
como a eletroforese de aloenzimas, PCR, microssatélites, minissatélites, RFLPs e
RAPDs. Quando usamos aloenzimas, precisamos assumir o pressuposto de que a
seqUéncia de aminodcidos na proteina equivale a seqlUéncia de nucleotideos no
DNA, e ter claro, também, que a quantidade de variacdo amostrada é sempre
uma subestimativa da variacao total. Marcadores moleculares de DNA, por outro
lado, sdo mais préoximos da variacao real do genoma, mas também é necessario
assumir pressupostos para se trabalhar com eles: o produto obtido é o desejado;
todos os alelos estdao sendo amplificados igual e certamente; os segmentos de DNA
amplificados sdo comuns por descendéncia e continuam sendo uma estimativa
indireta da variacdo génica. Diferentes marcadores moleculares apresentam
diferentes taxas evolutivas, sendo Uteis para o estudo de diferentes problemas

da Evolugao.

126 CEDERJ



ATIVIDADES FINAIS

1. Por que a variacdo amostrada pelo método de eletroforese de aloenzimas é

uma subestimativa da varia¢do total?

COMENTARIO
Como vocé jd viu nesta aula, sdo caracteristicas como a subestimativa da variacdo
que fazem da eletroforese um método conservador, ou seja, se tem muita seguran¢a

em relacdo A variacéo revelada pelo método.

2. Se duas seqUiéncias de DNA diferentes ndo sdao amplificadas uniformemente
numa reac¢do de PCR, qual a conseqiiéncia que isto pode acarretar para uma

interpretacdo mendeliana do padréao de bandas obtido?

COMENTARIO
Vocé deve ter percebido que os métodos moleculares apresentam limitacées
técnicas, e este é um exemplo desse tipo de limitacdo..

3. Imagine se vocé quisesse estudar um organismo muito pequeno ou uma espécie
ameacada de extincdo. Vocé optaria por utilizar marcadores de aloenzimas?

Justifique sua resposta.

COMENTARIO
Esperamos que nesta questdo tenha ficado evidente para vocé que nenhum método
molecular é universal. Para escolher o melhor método molecular é preciso conhecer
todas as caracteristicas de todos os métodos.
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4. O que significa dizer que um marcador molecular tem evolucdo rapida?

COMENTARIO
Se vocé respondeu bem esta questdo, significa que jd estd tomando decisdes a
respeito do melhor marcador molecular para cada problema em Evolugdo. Parabéns!
Vocé alcancou o objetivo desta aula.

5. Se vocé quisesse estudar as relagdes de parentesco entre taxons separados
evolutivamente ha muito tempo, como diferentes ordens ou classes, escolheria

marcadores de evoluc¢do lenta ou rapida? Justifique sua resposta.

COMENTARIO
Além de ter de conhecer muito bem as caracteristicas de todos os métodos para
vocé utilizar os marcadores moleculares em Evolucdo, deve também, ter boa

definicGo do problema bioldgico a ser estudado.

AUTO-AVALIACAO

Esta aula envolveu grande quantidade de informacdes e, provavelmente, exigiu de
vocé, também, um esforco de revisdo dos conteuddos estudados em outras disciplinas.
Mas ndo se assuste; caso vocé tenha sentido muita dificuldade, leia de novo o
conteudo da aula que, agora, ja ndo sera tdo novo. Do mesmo modo, dedique um
pouco mais de tempo a observacao e analise das figuras; elas podem facilitar muito

o entendimento de todas essas técnicas.

Esperamos que vocé tenha conseguido realizar a atividade proposta sem problemas;
caso isso ndo tenha ocorrido, retorne a explicagdo, que as coisas devem ficar mais
claras. Quanto aos exercicios, eles seguem uma ordem crescente de dificuldade; logo,
comece pelo primeiro e siga sem medo até o fim. A Ultima questdo é um desafio,

aceite-a como tal e divirta-se! Confira suas respostas e aprenda com seus erros!
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INFORMAGOES SOBRE A PROXIMA AULA

Nas primeiras quatro aulas desta Disciplina, vocé estudou Evolucao sob uma
perspectiva historica. Nas Aulas de 5 a 8, foi apresentado o material da
Evolucdo: estudou-se como medir, descrever e amostrar a variacdao génica.
Nas préximas aulas, vamos estudar as forcas evolutivas. A primeira delas sera

a Mutacao, que é a forca evolutiva que deu origem a toda variacao génica.
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