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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, hd uma crescente conscientizacdo mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sdo essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacéao.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) sdo de espécies exdticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colegcdes sdo
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAO), 6rgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de Centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecées de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colecdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecoes de germoplasma, Chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecdes e a Supervisdao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programética e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdo, documentacao, conservacao
e utilizacdo de germoplasma, além da manutencdo das colecoes. De 1993 até a presente
data, muitas colec6es de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colec¢ées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecées Biolégicas de Micro-
organismos e Colecbes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicoes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos préaticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para os curadores de
germoplasma no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento
da gestdo dos recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Caracterizacao Molecular

Vénia Cristina Renné Azevedo

Definicao

A caracterizacdao de germoplasma refere-se a mensuracdo e a documentacao de
caracteristicas herdaveis da planta, as quais devem ser consistentes e expressas
homogeneamente em diferentes ambientes. Por meio da caracterizacao, é possivel
identificar os acessos de uma colecdo e separa-los geneticamente.

Os métodos moleculares de caracterizacdao de germoplasma revelam o polimorfismo nas
sequéncias de DNA entre diferentes individuos; sdo conhecidos como marcadores
moleculares e se referem a regides expressas ou nao expressas do genoma.

Funcao

Os marcadores moleculares tém sido utilizados em andélise genética de varias situacoes,
como na identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, testes de paternidade,
estimativa de diversidade genética e endogamia populacional, fluxo génico inter e
intrapopulacional, taxa de cruzamento, parentesco e na construcdo de mapas genéticos. A
caracterizacao molecular é, portanto, de grande importéncia para a conservacao /in situ e
ex situ e para os programas de melhoramento genético, pois permite a geracao de uma
série de informacdes a respeito das caracteristicas intrinsecas das espécies e da sua
dinamica populacional. Pode ser empregada sempre que as informacdes forem necessarias
para o adequado manejo do BAG e Uteis para os estudos e para a conservacdo da espécie.

Importancia

® Avaliacao da variabilidade genética de um banco de germoplasma.

® |dentificacdo genética de acessos.

® Enriquecimento dos BAGs com acessos geneticamente diferentes entre si.

® Caélculo do tamanho efetivo populacional para a determinacdo do nimero minimo de acessos a
serem conservados com base na estrutura genética da espécie.

® Definicdo de estratégias de coletas para a conservacdo de maior diversidade genética, com
base na estrutura genética espacial das populacées.

® Determinacdo de populacdées prioritarias para coleta de sementes.

® Determinagdo do sistema de cruzamento da espécie.

® Estudo de fluxo génico intra e interpopulacional.

® Definicdo de estratégias de conservacéao /n situ com base na estrutura genética espacial
intrapopulacional e diferenciacdo genética entre populacées (Fsr).
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® Subsidiar estratégias de manejo com base na distribuicdo da diversidade genética.
® Formacdao de colecoes nucleares.
® Suporte aos programas de melhoramento genético. Selecao assistida por marcadores.

Tipos de marcadores

A caracterizacao molecular pode ser conduzida com base em diferentes tipos de
marcadores, e o marcador ideal a ser utilizado numa caracterizacao se relaciona ao
objetivo desta, i.e., quais perguntas biolégicas devem ser respondidas, e a disponibilidade
de marcador, uma vez que alguns marcadores moleculares sdo espécie/especificos. E
evidente que outras questdes devem ser levadas em consideracdao, como estrutura fisica
para a realizacao do experimento e disponibilidade de recursos financeiros.

Em geral, os marcadores utilizados na caracterizacdo de germoplasma como descritores da
diversidade genética apresentam as seguintes caracteristicas:

sdo obtidos em grande quantidade (véarios locos) e sdo polimérficos;

sdo passiveis de anélise simples, rapida e em grande escala;

apresentam baixo custo por dado gerado, pois sdo obtidos por meio de eletroforese;
possuem comportamento mendeliano, sendo transmitidos entre geracdes;

sdo distribuidos por todo o genoma;

sdo tipicamente neutros, ndo oferecem vantagens adaptativas (exceto SNPs); e

ndo sofrem efeito ambiental.

Os tipos mais conhecidos e utilizados de marcadores moleculares empregados na
caracterizacao de colecGes de germoplasma e em estudos genéticos populacionais sao:
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Figura 1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, ou polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo).

Marcador codominante baseado em digestdo enziméatica com enzima de restricdo, seguida de hibridizacao.
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Figura 2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados).

Marcador dominante baseado em digestdo enziméatica (uma enzima de corte raro e outra de corte comum), seguida de

amplificacdo por meio de PCR.

Figura 3. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, ou DNA polimérfico amplificado ao acaso). Marcador dominante
baseado em amplificacdo de DNA por meio de PCR, com o emprego de iniciadores universais de amplificacdo ao acaso.
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Figura 4. ISSR (/nter Simple Sequence Repeats, ou entre sequéncias simples repetidas). Marcador dominante baseado em

amplificacdes por meio de PCR, com o emprego de iniciadores universais baseados em sequéncias SSR.
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Figura 5. SSR (Simple Sequence Repeats, ou sequéncias simples repetidas). Marcador codominante baseado em amplificacédo
de DNA por meio de PCR, com o emprego de iniciadores espécie-especificos que devem ser desenvolvidos ou transferidos

entre espécies correlatas.
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Digestao

Resultado da Digestao
Figura 6. CAPS (Cleave Amplified Polymorphic Sequences, ou sequéncias polimérficas amplificadas clivadas). Baseado em

amplificacdo de DNA por meio de PCR, seguida de digestdo enzimatica do DNA de cloroplasto.
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Figura 7. SNPs (Single Nucleotide Polymorphism, ou polimorfismo de um nucleotideo). Marcador codominante baseado em

amplificacdo de DNA ou cDNA por meio de PCR, seguida de sequenciamento.

Conforme exemplificado acima nos diferentes tipos de marcadores, o objetivo da
caracterizacao molecular, independentemente do marcador utilizado, é a identificacao de
polimorfismo entre os acessos analisados.

Evidentemente, as informacdes necessarias ao BAG ndao podem ser obtidas pela analise
genética com qualquer marcador. Marcadores dominantes sdao menos informativos do que
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os codominantes, e o grau de polimorfismo interfere diretamente no nivel das informacdes
obtidas. Entre os marcadores citados, os SSR sao atualmente mais utilizados.

Delineamento do estudo

Alguns pontos importantes devem ser considerados no momento da delineacdo de um
estudo de caracterizacao molecular. Além da disponibilidade de estrutura fisica e de
recursos financeiros, a amostragem, o sistema reprodutivo, as informacdes de
georeferenciamento e a correta identificacdo de espécies sao alguns dos principais fatores
de grande importancia para que uma caracterizacao seja de fato informativa.

A amostragem ideal, por exemplo, depende de uma série de fatores, entre os quais o
sistema reprodutivo da espécie, o tamanho e a densidade populacional e o nimero de
populacdes disponiveis. De modo geral, a amostragem deve ser capaz de avaliar a
capacidade da populacdo de capturar e reter alelos ao longo das geracdes.

Espécies autdgamas tendem a apresentar menor variabilidade genética, se comparadas as
alégamas. Dessa forma, a estratégia de amostragem deve ser diferenciada, ou definida
com maior critério. Para o estudo de espécies autégamas, é fundamental que diferentes
populacdes sejam amostradas e que as amostras coletadas sejam de acessos distantes
(fisicamente) entre si. No caso de espécies aldégamas, em uma Unica populacao é possivel
identificar alto grau de variabilidade genética.

O sistema reprodutivo da espécie é também fator de grande importancia no célculo do
tamanho efetivo populacional, uma vez que espécies altamente endogamicas (geralmente
as autégamas e as aldgamas com excesso de cruzamento entre aparentados) apresentam
excesso de homozigotos e, portanto, o tamanho efetivo significativamente menor, se
comparado ao de espécies alégamas com cruzamentos ao acaso.

Um exemplo pratico

Com o objetivo de auxiliar na definicdo de estratégias eficientes de manejo sustentavel de
espécies madeireiras na regidao Amazénica, foram caracterizadas sete espécies de uma
populacao primaria com marcadores SSR.

Desenho do estudo: foram amostradas todas as arvores adultas de cada uma dessas
espécies, numa area de 200 (espécies de maior densidade) a 500 hectares (espécies de
menor densidade). A amostragem variou entre 96 arvores (espécie de menor densidade) e
490 (espécie de maior densidade), todas georreferenciadas. Foram caracterizados 30
descendentes de polinizacdo aberta de 30 matrizes de cada espécie. O ndimero de
marcadores SSR utilizados variou entre cinco e oito entre as espécies.

Estimativas obtidas: diversidade genética populacional, endogamia nas diferentes geracodes
analisadas, sistema de cruzamento, cruzamento entre aparentados, tamanho efetivo
populacional, fluxo génico intrapopulacional (por pélen e semente), porcentagem de pdlen
vindo de fora da area estudada e estrutura genética espacial.

Foi possivel determinar: o nimero de sementes a serem coletadas para a conservacao ex
situ, com base no tamanho efetivo populacional; a distdncia minima entre as matrizes para
a coleta de sementes; a distancia ideal entre as matrizes que permanecerao na area apoés a
extracdo madeireira, com base na estrutura genética espacial; e o impacto da exploracédo
na diversidade genética. Resultados do Projeto Dendrogene — Embrapa Amazénia Oriental.
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A estrutura necessaria

Para estudos com marcadores moleculares, é necessario que a instituicdo disponha de um
laboratério de genética com equipamentos para extracao de DNA, eletroforese e
amplificacdo. Entre os equipamentos importantes, podem ser citados: trituradores de DNA,
banhos-maria, agitadores, centrifugas, estufas, freezers, termocicladores, cubas de
eletroforese horizontal, transiluminadores, cubas de eletroforese vertical e,
preferencialmente (mas nado obrigatoriamente), sequenciadores de DNA de segunda
geracao, como ABI 3130 ou 3730, por exemplo.

Onde fazer

Os estudos com marcadores moleculares tornaram-se cada vez mais populares e
acessiveis a diversos grupos de pesquisa. A popularizacdo das técnicas foi facilitada,
especialmente, devido a reducédo dos custos de desenvolvimento dos marcadores, da
genotipagem e do sequenciamento. Diante dessa realidade, atualmente diversas
Universidades e Institutos de Pesquisa, em todas as regides do pais, possuem estrutura
para a realizacao de caracterizacdo molecular.

Na Embrapa, diversas Unidades possuem estrutura que atende as necessidades das
anélises com grande parte desses marcadores. Entre estas Unidades, pode-se citar:
Embrapa Acre, Amazonia Oriental, Amazodnia Ocidental, Algodao, Arroz e Feijao, Cerrados,
Florestas, Hortalicas, Mandioca e Fruticultura, Meio-Norte, Milho e Sorgo, Soja, Trigo, Uva
e Vinho. Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o laboratério de referéncia para
esses estudos é o Laboratério de Genética Vegetal do Nucleo de Recursos Genéticos, cuja
estrutura permite a geracdo de dados com base em qualguer um dos marcadores
supracitados.



14

Manual de Curadores de Germoplasma - Vegetal: Caracterizacdo Molecular

Referéncias

BUSO, G. S. C.; CIAMPI, A. Y.; MORETZSOHN, M. C.; SOUZA, Z. P. Protocolo para
desenvolvimento de marcadores microssatélites. Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, 2003. 11 p. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Circular
técnica, 20).

CAETANO-ANOLLES, G.; BASSAM, B. G.; GRESSHOFF, P. M. High resolution DNA
amplification fingerprinting using very short arbitrary oligonucleotide primers.
Biotechnology, v. 9, p. 553-557, 1991.

DAKIN, E. E.; AVISE, J. C. Microsatellite null alleles in parentage analysis. Heredity, v. 93,
p. 504-509, 2004.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v. 12, p. 13-
15, 1987.

EDWARDS, A.; CIVITELLO, A.; HAMMOND, H. A.; CASKEY, C. T. DNA typing and
genetic mapping with trimeric and tetrameric tandem repeats. American Journal of

Human Genetics, v. 49, p. 746-756, 1991.

ELLEGREN, H. Microsatellites: Simple Sequences with Complex Evolution. Nature
Reviews Genetics, v. 5, p. 435-445, 2004.

ENNOS, R. A. Estimating the relative rates of pollen and seed migration among plant
populations. Heredity, v. 72, p. 250-259, 1994.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducédo ao uso de marcadores moleculares em
andlise genética. 3. ed. Brasilia, DF: Embrapa-Cenargen, 1998.

FUTUYMA, D. J. Biologia Evolutiva. 2. ed. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de
Genética, 1993, 631p.

GOLDSTEIN, B. D.; SCHLOTTERED, C. Microsatellites: Evolution and Aplications. Oxford:
University Press, 2001. 352p.

HAIG, S. M. Molecular contributions to conservation. Ecology, v. 79, p. 413-425, 1998.

HAMRICK, J. L. Plant population genetics and evolution. American Journal of Botany, v.
69, n. 10, p. 1685-1693, 1982.

HARRIS, S. A.; INGRAM, R. Chloroplast DNA and biosystematics: the effect of
intraspecific diversity and plastid transmission. Taxon, v. 40, p. 393-412, 1991.



HEDRICK, P. W. Perspective: Highly variable loci and their interpretation in evolution and
conservation. Evolution, v. 53, n. 2, p. 313-318, 1999.

LOVELESS, M. D.; HAMRICK, J. L. Ecological determinants of genetic structure in plant
populations. Annual Review of Ecology and Systematics, v. 15, p. 65-95, 1984.

MARSHALL, T. C.; SLATE, J.; KERUUK, L. E. B.; PEMBERTON, J. M. Statistical
confidence for likelihood-based paternity inference in natural populations. Molecular
Ecology, v. 7, p. 639-655, 1998.

NEI, M. Molecular population genetics and evolution. In: NEUBERGER A.; TATUME. L.;
(Ed.). Fronteire of Biology. New York: Elsevier, 1975. v. 40.

NEI, M. Mathematical models of speciation and genetic distance. In: KARLIN, S.; NEVO, E.
(Ed.). Population genetics and ecology. New York: Academic Press, 1976. p. 723-765,

NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of
individuals. Genetics, v. 89, n. 3, p. 583-590, 1978.

POWELL, W.; MACHRAY, G. C.; PROVAN, J. Polymorphism revealed by simple sequence
repeats. Trends of Plant Science, v. 1, p. 215-222, 1996.

RITLAND, K.; JAIN, S. A model for the estimation of outcrossing rate and gene
frequencies using independent loci. Heredity, v. 47, p. 35-52, 1981.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular cloning: laboratory manual. 2nd
ed. New York: CSHL, 1989.

SLATKIN, M. Estimating level of gene flow in natural populations. Genetics, v. 99, p. 323-
335, 1981.

SLATKIN, M. Rare alleles as indicators of gene flow. Evolution, v. 39, n. 1, p. 53-65,
1985.

SOKAL, R. R.; ODEN, N. L. Spatial autocorrelation in biology. | methodology. Biological
Journal of the Linnean Society, v. 10, p. 199-228, 1978.

SOKAL, R. R.; JACQUEZ, G. M. Testing inferences about micro-evolutionary processes by
means of spatial autocorrelation analysis. Evolution, v. 45, p. 152-168, 1991.

WELSH, J.; McCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers.
Nucleic Acids Research, v. 18, p. 7213-7218, 1990.

WEIR, B. S. Genetic data analysis Il: Methods for discrete population genetic data.
Suderland, Massachusets: Sinauer, 1996. 445 p.

WILLIAMS, J. G.; KUBELIK, A. R.; LIVAK, K. J.; RAFALSKY, L. A.; TINGEY, S. V. DNA
polymorphism amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids

Research, v. 18, p. 6531-6535, 1990.

WRIGHT, S. Evolution in mendelian population. Genetics, v. 16, p. 97-159, 1931.



WRIGHT, S. The interpretation of population structure by F-statistics with special regard to
systems of mating. Evolution, v. 19, p. 395-420, 1965.



Ei a

Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Ministério da ' » es
Agricultura, P?cuarla B '!N e T
e Abastecimento ~ GOVERNO FEDERAL




