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Apresentacao

A genética molecular tem tido um papel importante na
conservagao da biodiversidade. Os recursos genéticos vegetais
sao parte importante dessa biodiversidade, pois compreendem
plantas cultivadas e espécies silvestres com valor comprovado
ou mesmo potencial.

O uso de técnicas moleculares na caracterizacao de recursos
genéticos tem permitido identificar o grau de diversidade
genética do germoplasma conservado, possibilitando um
manejo adequado desses recursos e informando a respeito da
necessidade de novas coletas ou introdugoes de germoplasma,
assim como para redundancias no material conservado.

Marcadores moleculares associados ao uso de bulks de DNA
em estudos de diversidade genética permitem avaliar um
grande numero de populagoes em um curto espaco de tempo,
isso porque reduz drasticamente o numero de amostras a
serem processadas preservando os alelos mais freqlientes de
cada populagao. Por isto, os bulks de DNA vém sendo
freqlientemente utilizados em analises moleculares que
envolvem principalmente espécies alégamas.

Esta revisao bibliografica aborda o uso de bulks de DNA na
caracterizacao de recursos genéticos, suas vantagens e
limitagoes.

Joao Carlos Costa Gomes

Chefe-Geral
Embrapa ClimaTemperado
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Introducao

Grande riqueza em termos de variabilidade genética de
inameras culturas encontra-se disponivel nos bancos de
germoplasma ao redor do mundo. Porém, o uso eficiente destes
recursos requer inicialmente uma caracterizacao precisa da
variabilidade existente dentro e entre as populacoes (SEGOVIA-
LERMA et al., 2003). A constatacao de que a caracterizacao do
germoplasma conservado em bancos genéticos é limitada nao é
recente (FRANKEL e BROWN, 1984), e a caréncia de
informacoes sobre os acessos depositados constitui-se em um
dos grandes entraves para o uso desse acervo genético.

A caracterizacao de germoplasma vegetal refere-se a
observacao, mensuracao e documentacao de caracteres da
planta que sao herdaveis, consistentes e expressas
homogeneamente em varios ambientes (FERREIRA et al., 2005).
Este processo é realizado por meio da identificacao e separacao
genética dos acessos que compoem a colecao de germoplasma
quer morfologicamente, via descricao de caracteres
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morfoldgicos, quer, em nivel do genoma, utilizando técnicas
moleculares.

A analise molecular permite acessar o polimorfismo genético
que muitas vezes difere do polimorfismo derivado da analise
fenotipica. A tecnologia molecular tem permitido a identificacao
de similaridade no DNA de géneros separados ha milhares de
anos e cujo fenétipo mascara sua heranga genética comum
(JAUHAR, 1996; SOBRAL, 1996).

A caracterizacao molecular de colegcoes de germoplasma vem
sendo realizada com o auxilio varios marcadores baseados na
analise direta do DNA (POWELL et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
1996; GALGARO et al., 1998; LEON et al., 1998; GILBERT et al.,
1999; GIMENES et al., 2000; PUECHER et al., 2001; MELLISH et
al., 2002; FU et al., 2003; SCHUSTER et al., 2004, HERRMANN et
al., 2005). A genética molecular tem tido um papel importante na
conservacgao da diversidade genética, identificando
necessidades de coletas ou introdugdes de germoplasma,
assim como redundancias nos recursos genéticos
conservados.

O sistema de reproducao de uma espécie tem papel
fundamental na determinacao da estrutura genética das
populagcoes (RITLAND; JAIN, 1981; MURAWSKI;
DAYANANDAN; BAWA, 1994). Segundo Hamrick (1983) e
Hamrick e Godt (1989), em espécies de autofecundacao a maior
variabilidade genética encontra-se entre populagcoes, enquanto
que em espécies de fecundacao cruzada a variabilidade é maior
dentro de populacoes (LOVELESS e HAMRICK, 1984). O
conhecimento do sistema reprodutivo é critico na definicao do
tipo e numero de amostras necessarias para assegurar uma
estimativa precisa da diversidade genética.

No caso de populagdoes geneticamente heterogéneas, como
aquelas mantidas por fecundacgao cruzada, nao ha uniformidade
genética dentro da populacao (WADT, 1997). Nesse caso, o
estudo da variabilidade genética com marcadores de DNA pode
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ser feito por meio de amostras de plantas individuais, em
numero que possibilite a caracterizacao da variabilidade
genética dentro da populagcao (CASTRO et al., 2003), ou por
meio de bulks de DNA (HERRMANN et al., 2005).

Definicao de Bulks de DNA

Os bulks de DNA sao amostras constituidas pela combinacao
de varias plantas individuais de uma mesma populagao em uma
unica amostra (MICHELMORE et al., 1991). A estratégia da
composicao de bulks é originalmente baseada na mistura em
iguais quantidades de DNA genémico extraido de plantas
individuais (GOLEMBIEWSKI et al., 1997; KONGKIATNGAM et
al., 1996; SWEENEY e DANNEBERGER, 1995). Fu et al. (2003),
avaliando a estratégia de bulks em analise de RAPD
evidenciaram que tanto os bulks formados antes da extragcao do
DNA, compostos por quantidades iguais de tecido vegetal dos
diferentes individuos, como aqueles formados apds a extragao,
geraram dados consistentes com a analise.

Tipos de Bulks de DNA
Bulks oriundos de tecidos de plantulas

Na maioria dos protocolos de extracao de DNA vegetal sao
utilizados tecidos de plantulas ou plantas, pois permitem o
isolamento de elevadas concentragcoes de DNA por amostra
(MCDONALD et al., 1994). Em geral, sao usados entre 50-100ng
de DNA por reacao, este intervalo pode variar de acordo com a
técnica de marcadores empregada (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

Bulks oriundos de sementes

O uso de DNA obtido diretamente de tecidos de sementes foi
pesquisado com sucesso em varias espécies (BENITO et al.,
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1993; CHUNWONGSE et al., 1993; MCDONALD et al., 1994;
SHATTERS Jr. et al., 1995; ZHANG et al., 1996; MARCOS FILHO
et al., 1997; SALGADO, 2001). Schuster et al. (2004) detectaram
mistura varietal em lotes de sementes de soja por meio de
microssatélites, utilizando tanto amostras constituidas por
DNA extraido a partir de sementes individuais como por
amostras em bulk. Ramos et al. (2006) também constataram que
a utilizacao de bulks de DNA oriundos de mistura de sementes
podem ser perfeitamente utilizados na deteccao de marcadores
microssatélites, apresentando nitidez e repetibilidade na
determinacao da pureza varietal de lotes de sementes de
linhagens de milho, com sensibilidade para deteccao de
concentracoes de DNA iguais ou superiores a 0,01%.

Uso de Bulks de DNA em analises
moleculares

Para conservar e manejar de forma adequada os recursos
genéticos é indispensavel conhecer a diversidade genética
presente nas populacoes. O desenvolvimento de marcadores
baseados no DNA gendmico como: RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms) ou polimorfismo dos fragmentos de
restricao, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou DNA
polimérfico amplificado ao acaso, AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms) ou polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados e SSR (Simple Sequence Repeats)
sequiéncias simples repetidas, tém possibilitado o acesso a
estimativas de diversidade genética em muitos organismos.
Atualmente, grande parte dos trabalhos de caracterizacao de
germoplasma inclui um ou mais tipos de marcadores
moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction)
(GUTHRIDGE et al., 2001; FU et al., 2003; HERRMANN et al.,
2005; RAMOS et al., 2006).

Aliados a aplicacao pratica de alguns marcadores, os bulks de
DNA tém sido freqlientemente utilizados em estudos de
variabilidade genética em varias espécies, incluindo Brassica
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napus (DULSON et al., 1998), Agrostis stolonifera L.
(GOLEMBIEWSKI et al., 1997), Lolium perenne (ROLDAN-RUIZ
et al., 2001), Trifolium repens L. (KOLLIKER et al., 2001), Daucus
carota (BRADEEN et al., 2002), Camellia sinensis (YUNG-GOO
et al., 2002), Medicago sativa L. (SEGOVIA-LERMA et al., 2003) e
Trifolium pratense (HERMANN et al., 2005).

Michelmore et al. (1991) desenvolveram uma metodologia,
denominada Bulk Segregant Analysis (BSA) ou analise de
segregantes em bulk, para identificar, em populacoes
segregantes, marcadores de DNA ligados a genes ou regioes
gendmicas de interesse. A partir deste trabalho, os bulks
passaram a ser utilizados com iniumeros propdsitos, como por
exemplo: em estudos de mapeamento de caracteristicas
quantitativas (CHURCHILL et al., 1993; WANG e
PATERSON,1994); na identificacao de marcador ligado a
resisténcia a doencas (POULSEN et al., 1995) e a peso de
panicula (MALONE et al., 2007); na analise de relacao genética
entre cultivares relacionadas (LOARCE et al., 1996); na
identificacao de cultivares (KOGKIATNGAM et al., 1996;
RAMOS et al., 2006); e na caracterizacao e analise de
divergéncia genética entre populacoes (SWEENEY;
DANNEBERGER, 1994, 1995; MARGALE et al., 1995; KOLLIKER et
al., 2001; HERRMANN et al., 2005).

Influéncia do tamanho dos Bulks nas
analises

Em geral o tamanho dos bulks tem sido definido de forma
empirica, sendo ainda limitadas as informacoes a respeito do
impacto do seu uso em estimativas de variabilidade genética
para algumas espécies. Quando o tamanho dos bulks nao é
definido de forma empirica, o tamanho da amostra é baseado
em probabilidades estatisticas de acordo com a estrutura da
populacao a fim de que seja representativo da mesma e em
funcao do marcador molecular utilizado levando em conta sua
natureza dominante ou co-dominante. Na literatura podemos
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encontrar tamanho de bulks variando de cinco (GILBERT et al.,
1999) até 45 individuos (SWEENEY e DANNEBERGER, 1995).

Puecher et al. (2001) verificaram que a utilizacao de um bulk de
10 individuos do género Bromus catharticus aliado a técnica de
AFLP possibilitou a distincao entre as duas populacoes
avaliadas. Marcadores AFLP associados ao loco que determina
o0 sexo em aspargo foram adequadamente identificados através
de analises utilizando bulks de 10 individuos (REAMON-
BUTNER et al., 1998).

Fu et al. (2003), em estudo realizado para avaliar a estratégia do
uso de bulks em anélise de marcadores RAPD em acessos de
Linnum usitassimum L., constataram que bulks de 10
individuos por populacao foram eficientes na deteccao de
variabilidade, enquanto que bulks com mais de 10 individuos
nao foram necessariamente mais informativos.

Jorgensen e Shim (2000), explorando a variabilidade genética
entre populagées de Daucus carota L., optaram pela utilizacao
de bulks de 13-15 plantas por populacao e pela técnica de AFLP,
obtendo avancos satisfatorios na pesquisa. Da mesma forma,
MELLISH et al. (2002), fizeram uso de um bulk de 15 individuos
em analise de AFLP para estudar a diversidade genética entre
cultivares de uma espécie forrageira do género Agropyron, o
que propiciou a diferenciagao dos 12 cultivares avaliados. De
acordo com este autor, as amostras de DNA em bulk podem ser
usadas para estudos de filogenia de diferentes populacoes.

Kongkiatngam et al. (1996), testando o efeito de diferentes
tamanhos de bulks em analises com marcadores RAPD,
concluiram que o bulk constituido por 20 individuos foi
representativo da heterogeneidade das cultivares de trevo-
vermelho.

A utilizagdo de um bulk de 20 plantas revelou variabilidade
genética entre 52 cultivares e acessos de Trifolium repens e
detectaram que aproximadamente 90% dos fragmentos
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amplificados nas amostras individuais também estavam
presentes nas amostras em bulks (Kolliker et al., 2001). Em
estudos com Lolium perenne, utilizando marcadores AFLP, foi
eficiente o uso de bulks compostos de 20 plantas individuais na
exploracao de diversidade genética entre populacoes (Guthrige
et al., 2001).

Para explorar a diversidade genética entre e dentro de
populacdes de trevo-vermelho, nao um, mas dois bulks, de 20
individuos cada, representando uma Unica populacao, seria
considerado o ideal (Herrmann et al., 2005). A analise de dois
bulks de 20 individuos por populacao resulta na deteccao de
até 16% mais marcadores AFLP quando comparada com uma
analise baseada em um unico bulk por populacao.

Embora a analise de varios bulks de uma mesma populagao
tenha sido previamente sugerida (GILBERT et al., 1999), um
grande numero de estudos tem sido executado com apenas um
bulk por populacao, com resultados bastante satisfatorios
(KOLLIKER et al., 2001; SAWKINS et al., 2001; SEGOVIA-LERMA
et al., 2003). Segundo Segovia-Lerma et al. (2003), através de
marcadores AFLP, um uUnico bulk de 30 individuos pode ser
usado com precisao em estudos de diversidade genética em um
grande numero de populagoes de alfafa.

Vantagens do uso de Bulks

A utilizacao de bulks em estudos de diversidade genética
permite avaliar um grande niumero de populagdées em um curto
espaco de tempo, isso porque reduz drasticamente o numero
de amostras a serem processadas, preservando os alelos mais
freqlientes em cada populagao (MICHELMORE et al.,1991).

A estratégia de bulks de DNA tem a grande vantagem da rapida
verificacao de diferencas entre populacoes, o que é
especialmente importante para um adequado manejo de bancos
de germoplasma e para programas de melhoramento genético
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(YANAKA et al., 2005). Esta estratégia é particularmente
relevante em bancos de germoplasma, onde os bulks podem
ser utilizados para reorganizar e confrontar os resultados com
os previamente obtidos por descritores morfolégicos, os quais
sao muito influenciados pelo ambiente (WADT, 1997).

Segundo Sweeney e Danneberger (1994), a utilizacao de bulks
de DNA objetiva diminuir o custo da analise molecular por
reduzir consideravelmente o tempo, trabalho e reagentes
empregados por reacao. Além do que, Fu et al. (2003)
evidenciaram que os bulks sao capazes de gerar padroes
genéticos compativeis com os resultados obtidos por meio de
amostras individuais.

Limitagbes do uso de Bulks

Michelmore et al. (1991) constataram que o tamanho da amostra
em bulk pode afetar a sensibilidade das técnicas moleculares,
impedindo que ocorra a amplificacao de marcadores que se
encontrem em baixa frequiéncia na amostra. Esses autores
verificaram que em amostras que continham menos de 4% dos
individuos com um determinado marcador, este nao foi
detectado, enquanto que, para alguns locos, esse limite foi de
10%. Em funcgao dos resultados de Michelmore et al. (1991),
varios autores tém considerado o limite de deteccao de 4%
(WANG e PATERSON, 1994; SWEENEY e DANNEBERGER, 1994,
1995). Contudo, Loarce et al. (1996) verificaram que marcadores
com frequiéncia abaixo de 14% nao foram detectados nos bulks,
enquanto que Poulsen et al. (1995) nao detectaram fragmentos
com frequiéncia inferior a 12,5%. Herrmann et al. (2005)
evidenciaram que os marcadores detectados apresentavam
uma freqliéncia de 20-30% nos bulks de trevo-vermelho. Este
limite de deteccao de alelos raros corresponde a limites
encontrados em outras espécies como tremoco (GILBERT et al.,
1999) e trevo-branco (KOLLIKER et al., 2001).

17
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Outro fator importante a ser considerado para que um
marcador seja identificado quando sao analisados bulks é a
intensidade com que o fragmento que identifica o marcador é
visualizado no gel quando a analise € feita a partir de plantas
individuais (TREUREM, 2001). Esta diferenca na intensidade do
fragmento provavelmente decorra da competicao entre
sequéncias de DNA pelo iniciador na reacao de amplificacao
(PCR - Polimerase Chain Reaction). Segundo Brummer et al.
(1995), essas diferencas surgem porque os alelos raros podem
nao ser amplificados devido a competicao dos sitios mais
freqlientes que ocorre quando o DNA é misturado. No entanto,
a amplificacao de bulks de DNA pode nao gerar os mesmos
fragmentos gerados por amostras individuais (SWEENEY e
DANNEBERGER, 1994).

Zhu et al. (1998) levantaram alguns questionamentos sobre a
efetividade do uso de bulks de DNA em relacao a baixa
sensibilidade na deteccao de polimorfismo utilizando
marcadores AFLP. Guthridge et al. (2001) evidenciaram que
perfis gerados em amostras individuais podiam estar ou nao
presentes nas amostras em bulk, demonstrando a grande
relacao entre a freqliéncia de ocorréncia e a presenca dos
fragmentos nas amostras em bulk. Apenas fragmentos
presentes em mais de 25% das amostras individuais estavam
presentes nos bulks.Yanaka et al. (2005), por meio de analise
realizada com bulks, reunindo o DNA de 10 individuos de cada
acesso, relataram que bandas raras nao foram detectadas.
Gilbert et al. (1999) salientaram o risco de perda de identificacao
de alelos quando se avalia bulks formados de cinco plantas.
Entretanto, varios autores, (Kongkiatngam et al., 1996; Dulson
et al., 1998; Mengoni et al., 2000; Kolliker et al., 2001) afirmaram
que grandes bulks (20 individuos) sao eficientes, pois nao
modificam substancialmente os resultados independente da
quantidade e estrutura do polimorfismo. Segundo Sweeney e
Danneberger (1995) e Margalé et al. (1995), mesmo com a
limitagcao na deteccao de alelos raros, o uso de bulks tem sido
eficiente em estudos de divergéncia genética.
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Conclusoes

Esta revisao mostra que os bulks de DNA vém sendo
freqlientemente utilizados em analises moleculares que
envolvem principlamente espécies aldgamas. No entanto, a
analise em bulks pode subestimar a diversidade genética real
existente entre as populagodes. Desta forma, quando existe o
interesse de uma caracterizacao detalhada de populacoes
especificas de interesse a pesquisa pode ser refinada por meio
da analise de gendtipos individuais de cada populagao. Por
outro lado, quando o objetivo é caracterizar um grande numero
de populagoes, o uso de bulks de DNA é extremamente
interessante, uma vez que reduz o numero de amostras a serem
processadas permitindo a caracterizacao de um grande niumero
de acessos de forma mais rapida e econdmica.
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