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Marcadores moleculares nos recursos g¢enéticos e no
melhoramento de plantas.

Sandra Cristina Kothe Millach'

Introdugao

O primeiro passo para proteger legalmente um novo cultivar é a sua
identificacdo ou descricdo através de critérios estabelecidos, ou seja, descritores.
Esses estdo disponiveis para oito espécies vegetais que incluem algodao, arroz,
batata, feijdo, milho, soja, sorgo e trigo. De acordo com a Lei de Protegao de
Cultivares de n° 9.456, sancionada em 25 de abril de 1997, descritor é “a
caracteristica morfoldgica, fisioldgica, bioquimica ou molecular que seja herdada
geneticamente, utilizada na identificacdo do cultivar”.

No Brasil, a Lei abriu uma nova perspectiva e interesse na protecéo e
langamento de novos materiais genéticos. A Lei, no entanto, é clara e pontual a
respeito dos requisitos necessarios para que um cultivar possa ser protegido. O
cultivar deve ser comprovadamente distinto, homogéneo e estavel. Por distinto, a
Lei define “o cultivar que se distingue claramente de qualquer outro cuja a
existéncia na data do pedido de protegao seja reconhecida”. A caracteristica de
distinguibilidade deve ser comprovada para que possa ser efetuado o pedido de
protecao. O uso de descritores confiaveis e de natureza genética é indispensavel
nesse caso.

Tradicionalmente os melhoristas tém utilizado descritores morfolégicos
para o registro e langamento de nova variedades. Ainda que a caracterizagao de
cultivares feita desta forma continue sendo predominante e importante, as
limitagbes deste tipo de descritor tém gerado a necessidade de busca de outras
alternativas. Uma delas tém sido os descritores de proteina de grande utilidade
em culturas como o trigo. Mais recentemente, os descritores de DNA, baseados
no gendtipo do individuo, tém recebido maior atencédo, especialmente pelo seu
potencial de distingdo de gendtipos morfologicamente similares e geneticamente
aparentados. O termo “fingerprinting” ou impressao digital tem sido utilizado para
descrever o padrédo molecular de um gendtipo.

O objetivo desse trabalho € o de revisar os principios basicos, as
potencialidades e as limitagdes do uso de marcadores moleculares na
identificacdo de cultivares, e discutir algumas implicacbes destes na protegao
legal.

Tipos de descritores

Os principais tipos de descritores hoje disponiveis ao melhoramento de
plantas sdo: os morfolégicos, de proteinas, enzimas e os de DNA.
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Os descritores morfolégicos s&o ainda hoje o “cartdo de apresentagcéo” de
uma nova variedade. Estes tém tido papel fundamental na divulgacdo das
caracteristicas agrondbmicas de novos materiais genéticos e podem influenciar
decisivamente na escolha de variedades por parte de agricultores e outros
interessados. Quando se trata da distinguibilidade exigida pela Lei de protegéao de
cultivares, contudo, os descritores morfolégicos apresentam limitagdes,
especialmente na distingado de gendtipos elites, aparentados. Em culturas de base
genética estreita, eles podem muitas vezes nao distinguir adequadamente
cultivares comerciais (Smith & Smith, 1992; Pecchioni et al., 1996).

Descritores baseados em proteinas e enzimas, passaram a ser
efetivamente utilizados em identificacdo de cultivares na década de 70. O uso
desses representou um avango para o melhoramento de plantas, ndo apenas na
caracterizagcao de cultivares, mas também porque possibilitou a obtengcdo de
estimativas de distdncia genética entre gendtipos e, assim, o acesso a
variabilidade existente. Smith & Smith (1992) apresentam uma extensa lista de
trabalhos de caracterizacdo de cultivares feitos com base nesses descritores, € o
maior numero esta registrado para as culturas do trigo e milho.

Dez anos apds os primeiros trabalhos com descritores de proteinas e
enzimas, surgiram os de DNA, com capacidade de detectar variagdo genética
adicional. O avango principal que essas técnicas trazem € a possibilidade de
acessar diretamente o gendtipo de um individuo, evitando, assim, a expressao do
fendtipo e a influéncia do ambiente sobre este. Também, enquanto os descritores
de proteina amostram apenas as regides ativas na expressao génica, os de DNA
permitem uma ampla amostragem do genoma de um individuo. Mutagdes que
ocorrem em regides ndo codificadoras de genes podem ser identificadas com
analise de DNA, mas ndo com a analise morfolégica ou de proteinas. O fato de
haver um numero quase ilimitado de descritores de DNA disponiveis e esses
possibilitarem o amplo acesso da variabilidade genética em diversas espécies
vegetais, faz dessa uma classe de descritores de crescente importancia para
caracterizacao de cultivares.

Marcadores moleculares na caracterizagao de cultivares

Varias técnicas que permitem revelar variabilidade a nivel de DNA estao
disponiveis. Caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
sao herdadas geneticamente sao conhecidas como marcadores moleculares.

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagao ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores
RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) e Minissatélites ou locos
VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats”). Ja aqueles revelados por
amplificagcdo incluem os marcadores do tipo: RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”); SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”) ou ASA
(Amplified Specific Amplicon); Microssatélite (ou SSR - “Simple Sequence
Repeats”); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). As tecnologias de
marcadores moleculares estao evoluindo rapidamente e modificagdes ja existem
para algumas das técnicas acima mencionadas. Contudo, os tipos de
marcadores aqui listados sao os que ainda estdo sendo utilizados para
caracterizacao de cultivares. O detalhamento de cada um dos tipos de
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marcadores acima citados pode ser encontrado em Milach (1998a) e Ferreira &
Grattapaglia (1995).

A técnica de RFLP é elaborada; mais demorada que as outras técnicas
para obtencao de resultados; de custo relativamente alto; e tem revelado um grau
de polimorfismo de intermediario a baixo, conforme a espécie. Mesmo assim, os
RFLPs tém sido utilizados em um grande numero de estudos de caracterizagao
de cultivares (Gebhardt et al., 1989; O’'Donoughue et al., 1994; Autrique et al.,
1996) . Isso tem sido devido principalmente a sua alta consisténcia e
repetibilidade na obtencao dos resultados.

Os minissatélites ou locos VTNR sao sequéncias repetitivas de DNA,
adjacentes e em numero variavel (Jeffreys et al., 1985). Essa técnica € similar a
de RFLP, variando basicamente o tipo de sonda utilizado, e apresentado as
vantagens e desvantagens ja apresentadas para a técnica anterior. Uma
vantagem adicional dos minissatélites é o alto grau de polimorfismo apresentado,
decorrente da variacdo na distribuicdo dos sitios de restricdo, das sondas
utilizadas, e do numero e tipos das sequéncias repetitivas. De fato, utilizando
apenas uma sonda de minissatélite, Nybom et al. (1990) caracterizaram quatro
cultivares de Malus sp., quatro de Prunus serotina e oito de Rubus sp.

A técnica de RAPD, dentre as apresentadas, € a de menor custo, numero
de etapas, e tempo para obter os resultados; e é facil de implementar. Essa,
contudo, tem a desvantagem de ser de repetibilidade baixa e pouco consistente
de um laboratério para o outro, o que dificulta a comparacido de dados obtidos em
diferentes locais. Assim, cuidados devem ser tomados na padronizagdo da
técnica no laboratério para a caracterizagcao de cultivares. O nivel de polimorfismo
obtido com RAPDs varia grandemente com a espécie em questdo, e tem sido
utilizada com sucesso na caracterizagdo de variedades de cevada (Tinker et al.,
1993; Penner et al., 1998), e arroz (MackKill, 1995), entre outras.

Marcadores SCAR sdo amplificados com primers especificos,
desenvolvidos com base em sequéncias ja mapeadas ou caracterizadas (Paran &
Michelmore, 1993). Muitos desses primers sao obtidos da conversao de
marcadores RAPD em SCAR. Essa conversdao em geral resulta na diminuicdo do
nivel de polimorfismo obtido por SCAR. Contudo, isso pode ser amenizado com a
digestdo com enzimas de restricdo dos produtos amplificados; e com o
sequenciamento das bandas monomorficas e subsequente desenvolvimento de
primers que amplificam sequéncias mais variaveis entre os genotipos. A técnica
de SCAR é muito semelhante a de RAPD, com a vantagem de ser mais
consistente e desvantagem de envolver o desenvolvimento de primers, o que
eleva o custo.

Os Microssatélites envolvem o desenvolvimento de primers especificos,
que € um processo elaborado e caro. Mas uma vez que estes estejam
disponiveis, o custo da técnica assemelha-se a de RAPD, com excecao de que os
géis para resolver os fragmentos de DNA devem ser de policrilamida e esses séo
de custo mais elevado. A maior vantagem dessa técnica é o elevado polimorfismo
revelado, o que a torna uma das melhores opg¢des para uso na caracterizagéo de
cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e de baixa variabilidade.

Por fim, a técnica de AFLP possui grande capacidade para detecgao de
variabilidade genética e uso em caracterizacdo de cultivares. De fato, tem sido
utilizado com sucesso em girassol para essa finalidade (Hongtrakul et al, 1997).
Entre as vantagens do uso desta estdo o alto grau de polimorfismo e o mais alto
numero de marcadores obtidos por gel analisado. AFLP é a mais elaborada das
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técnicas de PCR, necessita gel de policrilamida para resolugéo dos fragmentos e
€ protegida por patente.

Aspectos importantes na proteg¢ao de cultivares por marcadores de DNA

Conforme ja mencionado, para um cultivar ser registrado e protegido no
Brasil, ele deve alcancar os critérios de distingdo, uniformidade e estabilidade. Os
mesmos critérios sao utilizados internacionalmente (Bayle, 1983).

O potencial de uso de marcadores moleculares para a caracterizacéo de
cultivares com fins de protecao € enorme, como tém revelado trabalhos com
diversas espécies vegetais (Milach, 1998b; Pecchioni et al, 1996).

Segundo Smith & Smith (1992), na Europa, onde a proteg¢ao de variedades
é feita a mais tempo, até a data da publicacdo daquele artigo, os descritores
morfolégicos ainda eram a base da caracterizagao de cultivares para a maioria
das espécies. Contudo, na Inglaterra, os padrbes eletroforéticos de gliadinas tém
sido utilizados junto com os descritores morfolégicos para distingao de cultivares
de trigo; e novas variedades com padrbes idénticos de gliadinas ndo sé&o
recomendadas. Na Franca, desde 1990 os dados de padrdes isoenzimaticos sao
requeridos para a identificacdo e registro de novas linhagens de milho, havendo
planos de solicitar os padrées de marcadores de DNA. Mesmo assim, o uso de
marcadores moleculares para registro de novas variedades ainda € limitado,
mesmo em paises onde a protegcao de cultivares ja € praticada a bastante tempo.
No entanto, com a recente disponibilidade de tecnologias de DNA que revelam
alto nivel de polimorfismo e consisténcia nos resultados, € provavel que os
marcadores moleculares passem a ser incluidos no registro de novos gendtipos.

Existem, contudo, ainda muitas questdes relevantes a respeito da
implementagédo rotineira de marcadores moleculares para caracterizagédo de
cultivares com vistas a protecao legal por parte dos interessados em usar esta
tecnologia. Discutimos algumas delas a seguir.

A primeira delas refere-se a decisdo de fazer ou ndo a caracterizagao
molecular para a protecédo legal. Sera o uso de técnicas de DNA indispensavel ou
até mesmo mandatério para protecdo legal? Em culturas de base genética
estreita, como a soja, o uso da tecnologia de DNA sera intensificado e podera até
se tornar indispensavel frente ao crescente nivel de parentesco entre novos
cultivares de um programa de melhoramento. Em culturas que ainda apresentam
alto grau de variabilidade genética para caracteristicas morfolégicas € possivel
que marcadores moleculares sejam de pouco uso para protegao legal. O fato é
que a experiéncia do melhorista na caracterizagao de seus cultivares sera
fundamental em decidir em usar ou ndo esta tecnologia. O custo da
caracterizagdo molecular sera um fator a ser considerado, pois esse podera ser
alto para culturas em que as técnicas de DNA ndo foram utilizadas e/ou
desenvolvidas, que € o caso de varias espécies nativas do nordeste brasileiro.
Neste caso, implementar ou ndo o uso de marcadores moleculares dependera
também do valor comercial do germoplasma em questdo e da necessidade de
protecdo contra apropriacéo indevida do mesmo.

Uma vez que a deciséo tenha sido de utilizar marcadores moleculares para
a protecao de cultivares, uma série de outras questdes surgem. Entre elas, as de
que tipo de marcador utilizar e qual € o numero minimo de marcadores
necessarios para caracterizar um grupo de cultivares. As respostas a essas
baseiam-se muito na espécie em questdo e nas técnicas ja desenvolvidas para
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cada espécie. Em primeiro lugar, o nivel de polimorfismo varia muito de uma
espécie para outra. Naquelas em que os niveis de polimorfismo sao relativamente
altos, como é o caso da aveia hexaploide cultivada (Milach et al., 1997), um
numero menor de um tipo de marcador como RFLP (que ndo é o sistema mais
polimérfico existente) € suficiente para a caracterizagdo de cultivares. De fato,
utilizando apenas 18 sondas de RFLP com uma enzima de restricao,
O’Donoughue et al. (1994) conseguiram distinguir, em 100%, 83 cultivares Norte-
americanas de aveia. As 18 sondas revelaram 205 locos genéticos polimérficos
entre as cultivares analisadas, evidenciando o alto nivel de polimorfismo. No caso
da soja, para distinguir 10 cultivares, foram necessarios utilizar seis clones de
RFLP (com trés enzimas de restricdo) e sete primers de RAPD (Prabhu et al.,
1997). Mesmos assim apenas 36 locos polimoérficos foram identificados. Também
0 numero de variedades a serem caracterizadas € importante. Quanto maior o
numero de cultivares, maior deve ser o numero de locos polimorficos para
diferencia-las.

O polimorfismo detectado para uma espécie varia muito com o tipo de
marcador utilizado. Por exemplo, em arroz, o numero de locos polimorficos
detectados por uma sonda de minissatélite (Zhou & Gustafson, 1995) foi superior
que aquele obtido por primer de RAPD (Cao & Oard, 1997). A diferenca entre
esses tipos de marcadores ocorre em outras espécies vegetais.

Outro aspecto importante € o numero minimo de individuos que deve ser
analisado antes que o padrao molecular de um cultivar seja estabelecido. Isto
porque, mesmo em espécies que se reproduzem por autofecundagao, encontrar
variabilidade dentro de um cultivar € comum. Nesse caso, € possivel que a
caracterizagao inicial seja feita com uma mistura de DNA de pelo menos 10
individuos, pois essa amostrara os alelos presentes no cultivar. Por outro lado, é
importante que esses individuos sejam em um momento testados
separadamente, pelo menos para uma parte dos marcadores, para que seja
estabelecido o nivel de variabilidade existente dentro do cultivar. Aqui alertamos
que existe pouca informacao disponivel a respeito da variacdo dentro do cultivar e
do numero minimo de plantas que devem ser testadas para evitar o
estabelecimento de um padrdo molecular que nao represente o cultivar em
estudo. Dados obtidos recentemente por nosso grupo (publicacdo em preparagao)
revelam que algumas variedades de aveia apresentam grau maior de
variabilidade intrinseca que outras. O fato é que variagao dentro do cultivar existe
e cabera ao pesquisador estudar e amostrar o germoplasma da espécie com que
trabalha até que estabelegca o procedimento adequado de amostragem. Esse
pode ndo ser um problema para espécies de propagacao vegetativa, com
cultivares de origem clonal. Por outro lado, € maior quando o cultivar € uma
populagcdo composta por individuos geneticamente distintos que se reproduzem
por fecundacdo cruzada. No caso de cultivares sintéticos provenientes da mistura
de individuos de constituicdo genética fixa, o pesquisador tera que estabelecer o
padrdao molecular das linhas originais que compdem o sintético.

Na questdo do tempo para caracterizar um novo cultivar, esse depende
basicamente do tipo de marcador a ser utilizado (enquanto que a analise de RFLP
pode levar até 3 semanas, a de RAPD leva apenas um dia), numero de pessoas
envolvidas, e numero de cultivares a serem caracterizados.

Um aspecto também de suma importdncia sera a padronizacdo das
técnicas moleculares para a comparagédo de genoétipos dentro de cada espécie,
pois variacdes nos resultados de caracterizacdo molecular podem ocorrer em
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funcdo de ajustes nas mesmas. Um exemplo é a técnica de RAPD que é de dificil
repetibilidade de um laboratério para o outro. Técnicas como essa devem ser
usadas com muita cautela para a protegao legal, pois ddo margem a revelagao de
diferencas que podem nao existir, provenientes de artefatos da técnica. O
recomendavel € que os grupos que ja utilizam essa técnica, que possue
vantagens como praticidade do uso, convertam os marcadores de RAPD de
interesse naqueles do tipo SCAR, que sdo de maior especificidade e
repetibilidade. De qualquer maneira, com essa ou outras técnicas de marcadores
de DNA, sera importante que os dados de caracterizagdo do cultivar de um
programa de melhoramento possam ser comparados com o de outros. Para isso
alguns aspectos importantes serdo: apresentar em detalhes a metodologia
utilizada na caracterizagdo de um cultivar, na ocasiao do pedido de protecio; e
que sejam escolhidos para cada espécie alguns cultivares com padrdo molecular
ja estabelecido para serem utilizados como referéncia para a caracterizagdo dos
novos. O importante € que essas medidas sejam discutidas e determinadas para
cada espécie no qual os descritores de DNA possam ser utilizados. Em paises
com tradicdo na protecédo de cultivares, os protocolos de analise de laboratério
tém sido padronizados (Draper, 1987).

Usos da caracterizagao e protecao de cultivares

Os casos do uso de analises de DNA pela justica americana para
comprovagéo de paternidade e julgamento de crimes em humanos, indicam que
as técnicas moleculares podem passar a ser requeridas no reconhecimento de
germoplasma em plantas. Existem relatos de uso de dados de analises de
eletroforese e cromatografia para comprovacédo de apropriagdo indevida de
germoplasma em milho e trigo (Smith & Smith, 1992). No entanto, n&o
encontramos registros do uso de andlises de DNA com esse objetivo,
provavelmente por ndo terem ocorrido casos desta natureza nos ultimos anos,
quando as técnicas de analise de DNA passaram a ser mais utilizadas. Mesmo
assim, acreditamos que a iniciativa de buscar a caracterizacdo molecular de
cultivares com vistas a protegao, especialmente em espécies autébgamas, sera
dos proprios interessados: empresas e melhoristas.

O conhecimento do padrdo molecular de cultivares possibilitara também o
teste de pureza genética de lotes de semente, e em alguns casos até de graos.
No caso da industria cervejeira, que ajusta o processamento industrial para
cultivares especificas, a identificagdo precisa do germoplasma pode ser requerida
em varias etapas, incluindo na chegada do produto na maltaria. Assim, testes com
base na analise molecular estdo em desenvolvimento no Canada, com esse
objetivo (Penner et al., 1998).

Varias organizagdes ja utilizam testes bioquimicos para checar a qualidade
do processo e da semente produzida (Smith & Smith, 1992). Os marcadores
moleculares também poderé&o ser utilizados com esse objetivo.

A maioria dos trabalhos na literatura que dispbe de informacbes de
caracterizagao de cultivares, tém como objetivo principal acessar a variabilidade e
o nivel de diversidade genética das diferentes culturas. De fato, a caracterizagao
de cultivares com marcadores moleculares, quando feita sistematicamente e com
técnicas padronizadas, pode levar a obtencdo de um banco de dados precioso
por parte do programa de melhoramento. Esses dados poderdo ser utilizados
para inumeros objetivos, incluindo: a verificagdo de genealogias ndo confiaveis ou
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com falta de informagao (Lee et al., 1990); acesso a variabilidade existente no
programa e grau de diversidade genética (O’Donoughue et al., 1994; Cao & Oard,
1997); auxilio no planejamento de cruzamentos, especialmente no caso de
gendtipos elites e aparentados (Lee, 1995); definicdo de grupos heterdticos
(Hongstrakul et al., 1997) ; entre outros. No caso de descritores morfologicos, isso
nao é possivel, conforme comentado anteriormente.

Consideragoes finais

A demanda pela caracterizagdo molecular ou o “fingerprinting” de genétipos
tende a crescer nos proximos anos no Brasil, especialmente em decorréncia da
Lei de Protecao de Cultivares. Devido a necessidade de técnicas padronizadas e
técnicos treinados para conduzir a caracterizagao molecular, € provavel que a
maioria dos programas e empresas de melhoramento de plantas do pais
busquem a contratacdo do servico de laboratérios especializados. Varios desses
laboratdrios ja existem em instituicdes publicas e privadas no Brasil e poderao
satisfazer essa demanda. O importante, contudo, é que sejam estabelecidos
padrées minimos para condug¢ao das analises laboratoriais para cada espécie e
tipo de marcador utilizado. O ideal seria que para a mesma espécie e marcador
em questao, esses padroes fossem nacionais. Na impossibilidade disto ocorrer,
havera necessidade do “fingerprint” de uma cultivar vir acompanhado dos
procedimentos utilizados na sua determinacao.

Além de obter a caracterizagdo de cultivares, os programas de
melhoramento que adotarem o uso de descritores de DNA serdo beneficiados
com informagdes adicionais sobre o nivel de diversidade e a constituicdo genética
do germoplasma existente.
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