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Introducao

A identificacado de cultivares de macieira é
tradicionalmente baseada em descritores
agronémicos, por meio da comparacao entre as
caracteristicas morfolégicas da planta, como as

das folhas, tipos de brotos, caracteristicas dos
frutos e outros caracteres (JACKSON, 2003). No
entanto, a pericia em morfometria de caracteristicas
agronOmicas é restrita a um ndmero pequeno e cada
vez menor de especialistas. Além disso, a expressao
das caracteristicas morfolégicas é influenciada por
fatores ambientais, pela biologia da planta e por seu
histérico; e plantas jovens sdo quase impossiveis de
se identificar, porque, com quatro ou cinco anos,
ainda nao exibem caracteristicas morfoldgicas tipicas
de plantas adultas. Algumas cultivares relacionadas
geneticamente sdo morfologicamente muito similares
e dificeis de diferenciar mediante comparacao
botanica (JACKSON, 2003). Por outro lado, clones
intravarietais podem diferir consideravelmente no
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fendtipo, mesmo que tenham perfis de DNA
praticamente idénticos (GALLI et al., 2005).

Para superar as limitacdes de descritores
morfolégicos, marcadores moleculares baseados
em DNA tém sido utilizados para diferenciar,
caracterizar e identificar as cultivares de macieira
existentes mais cultivadas (GUILFORD et al., 1997;
GIANFRANCESCHI et al., 1998; HOKANSON et
al., 1998; HOKANSON et al., 2001; GALLI et

al., 2005). Os marcadores moleculares do tipo
microssatélite, também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeat), sao baseados na
amplificacdo de sequéncias repetidas (1 a 6 pares de
base), originalmente desenvolvidos para marcacao
do genoma humano (LITT; LUTY, 1989; WEBER;
MAY, 1989), mas abundantemente encontrados
no genoma de eucariotos (LAGERCRANTZ et al.,
1993; WANG et al., 1994). Devido a distribuicao
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regular no genoma de eucariotos, multialelismo

(alto nivel de polimorfismo), padrao de segregacao
codominante e reprodutibilidade, esse tipo de
marcador tornou-se amplamente utilizado e adequado
para muitas aplicacoes genéticas. Entre elas,
destacam-se os testes de identidade genética, em
que ha necessidade de discriminacao de individuos

e identificacdo de parentesco, além de serem
utilizados nos trabalhos de mapeamento genético
(MALIEPAARD et al., 1997).

A utilizacdao de marcadores microssatélites para

a construcao de bancos de dados e identificacao

de cultivares de macieira pode simplificar a
identificacao de erros e sinonimias no manejo de
viveiros de producdo de mudas e de colecdes de
germoplasma de macieira. As principais aplicacoes
da metodologia estao na identificacdo precisa de
cultivares de macieira, recuperacao de genealogias
e genotipagem de novas cultivares (visando a
auxiliar no registro da cultivar e na protecao
intelectual). Consequentemente, essas praticas
podem, também, ser utilizadas em procedimentos
modernos de controle nas cadeias produtivas, como:
rastreabilidade, registro de cultivares, certificagcao
de origem genética de mudas por viveristas, visando
a atender requisitos de denominacdes de origem e
indicacOes de procedéncia controladas.

A identificacao varietal de cultivares de macieira
utiliza um banco de dados especializado, denominado
BanMalus, desenvolvido na Embrapa Uva e Vinho,
contendo mais de 965 perfis genético-moleculares
compilados de colecdes de dados de macieira
internacionais (Franca, Italia, Nova Zelandia,

Estados Unidos, etc.), da literatura internacional
especializada em macieira e gerados pelas atividades
de pesquisa do Laboratério de Genética Molecular
Vegetal (LGMV). Cultivares de macieira podem ser
identificadas comparando-se o perfil de marcadores
de DNA de uma amostra desconhecida de macieira
com perfis conhecidos no banco de dados ou

de amostras referéncia. A identificagdo pode ser
realizada para qualquer cultivar de macieira e de
porta-enxerto.

Identificacao de cultivares de macieira
baseada em teste de DNA

Para a realizacdo do teste de DNA, a amostra da
macieira em questao é genotipada utilizando-se um

numero cientificamente relevante de marcadores
microssatélites, e o perfil do teste de DNA resultante
é comparado ao de uma cultivar referéncia em um
banco de dados de cultivares conhecido, permitindo
a identificagcao da cultivar correspondente a amostra
testada. Visando ter maior confiabilidade, pelo
menos seis /oci de marcadores microssatélites
suficientemente capazes de distinguir um ndmero
elevado de cultivares de macieira sao utilizados,
conforme descrito por Galli et al. (2005). O conjunto
padrao de microssatélites adotado pela Embrapa Uva
e Vinho é constituido pelos /oci CHO3g07, CH04e03,
CHObd11, CHO5d11, CHO5¢c02, Cho4g10 e
CHO5e03 (GALLI et al., 2005). Adicionalmente,
conforme avaliacdo caso a caso, trés a quatro /oc/
de marcadores SSR adicionais poderao ser utilizados,
visando a elevar o grau de confiabilidade do teste.
Padrbdes de perfis genéticos previamente conhecidos
sdo utilizados como referéncia para a realizacdo do
teste de identificagdo genética.

Todas as etapas de realizacao desse tipo de teste
sdo conduzidas por pessoal técnico qualificado,
seguindo os conceitos de boas praticas laboratoriais,
e os resultados sao revisados pela equipe do LGMV
antes da emissao do laudo técnico. O laudo a ser
emitido por ocasiao da finalizacao do teste de

DNA descrevera em detalhes os procedimentos
realizados, expressando a probabilidade de identidade
da amostra fornecida com amostras padrao. As
estimativas de probabilidade de identidade genética
sdo obtidas explorando-se as frequéncias de
distribuicao alélicas, conforme descrito por Paetkau
et al. (1995), utilizando-se o software Identity
(WAGNER; SEFC, 1999). O programa ldentity foi
originalmente desenvolvido por Wagner e Sefc
(1999) para a realizacado de estudos com dados

de microssatélites e identificacdo de sinonimias no
gerenciamento de bancos de germoplasma de videira.
Utilizando esse principio, o programa faz buscas nos
perfis de dados de microssatélites fornecidos por
gendtipos idénticos, permitindo, entao, identificarem-
se cultivares iguais. Adicionalmente, as amostras sao
também analisadas pela determinacdao de medidas

de identidade de Nei (1972), por meio do emprego
do software Popdist versao 1.2.4. A partir das
matrizes obtidas, pode-se gerar dendogramas para
facilitar a visualizacado de resultados de testes com
multiplas amostras, como foi observado na Figura 1.
Além disso, medidas de heterozigosidade observada
e esperada e conteldo de informacao polimérfica
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Fig. 1. Dendograma ilustrando grupos de cultivares geneticamente idénticas. Acessos geneticamente idénticos aos seus respectivos padroes
de referéncia estdo representados em diferentes cores. Em preto, estédo indicados acessos cujo perfil ndo pode ser associado a um padrao de
referéncia conhecido. Padrées de referéncia estao indicados como “nome da cultivar_padrdo”. Todos os acessos agrupados aos padrdes de

referéncia sdo considerados pelo teste como geneticamente idénticos. A escala superior indica a disténcia genética estimada.
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também sao determinados para cada loco utilizando-
se o software Cervus 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007)
para dar suporte suplementar a interpretacao dos
resultados.

A Figura 1 mostra um exemplo de teste de
identificacdo genética realizado para sessenta

e nove acessos de macieira. Nesse exemplo, o
demandante possuia duvidas sobre se os diferentes
acessos de seus viveiros correspondiam a cultivares
do grupo “Fuji”, grupo “Gala”, “Willy Sharp” ou

de diferentes tipos de porta-enxertos. Apds a
realizacao do teste, as estimativas de probabilidade
de identidade sado calculadas para cada amostra
fornecida ao LGMV, permitindo a identificacao
precisa da cultivar correspondente a amostra padrao
(referéncia). A partir das matrizes de identidade
obtidas, foi construido um dendograma baseado

em agrupamento médio nao ponderado, permitindo
visualizar mais facilmente o resultado do teste. As
cultivares geneticamente idénticas formam grupos
cuja probabilidade estimada de identidade é superior
a 95%, e cuja distancia genética entre acessos

é igual a zero. A Tabela 1 resume o conjunto de
dados adicionais identificado para cala /ocus de
microssatélite testado na populacédo de sessenta

e nove acessos de macieira analisados. Os dados
obtidos revelam um grau de diversidade alélica
elevado, que reflete diretamente no poder de
discriminacao do conjunto de /oc/i de microssatélites
utilizados.

Limitacdes relacionadas ao teste de DNA
para identificacdo de macieiras

Apesar de o banco de referéncia de dados da
Embrapa Uva e Vinho ser bastante completo e de ser
possivel o acesso aos bancos de dados e a literatura
internacionais, esses ndao possuem todas as cultivares
conhecidas. Nao existindo perfil genético-molecular
de referéncia para comparagcao com a amostra
submetida, nao sera possivel realizar a identificacao.

A tecnologia utilizada ndao tem o poder de distinguir
variantes de uma cultivar de macieira. Perfis genético-
moleculares de variantes referidas comumente como
mutacoes somaticas, propagadas de forma clonal,
serao idénticos, apesar de as diferencas observadas
na planta e frutos serem significantes (GALLI et al.,
2005) (Figura 1 ou Tabela 1).

Designagcdes numéricas utilizadas para definir o
tamanho dos alelos de microssatélites podem

diferir sensivelmente entre laboratérios devido a
diferengcas metodolégicas. Ajustes para diferencas
observadas entre laboratérios poderao ser realizados
referenciando-se cultivares comuns que possuam o0s
mesmos alelos daqueles das amostras analisadas.
Gendtipos ambiguos para um determinado marcador
SSR podem ser observados ocasionalmente. Essas
ambiguidades, consequéncia normal da metodologia,
podem ser solucionadas se os genitores da cultivar
forem incluidos nas analises. Elas ndao constituem
um problema na geracao de um perfil Unico para a
cultivar testada, uma vez que os resultados para
outros marcadores SSR sao geralmente corretos, e
esses podem, sozinhos, caracterizar uma cultivar de
macieira unicamente.

Genotipagem de novas cultivares de
macieira

Essa caracterizagao é utilizada para criar um perfil
genético-molecular caracteristico (assinatura
molecular) de uma cultivar de macieira, de maneira
a auxiliar no registro da cultivar e em sua protecao
intelectual. Para esse propdsito, duas amostras
separadas de uma cultivar sdo genotipadas para um
numero cientificamente relevante de marcadores
microssatélites (SSR) e uma assinatura genético-
molecular Unica é gerada. Sao utilizados de seis a
doze marcadores SSR, um nimero suficiente para
identificar unicamente qualquer cultivar de macieira
com grau de confiabilidade extremamente alto.

Como proceder para realizar um teste de
DNA

Para utilizar o servico de identificacao varietal de
macieiras utilizando testes baseados em marcadores
de DNA, devera ser realizado um acordo entre o
usuario e a Embrapa Uva e Vinho, no qual serdao
discriminados o tipo do servico a ser realizado, a
identificagcdo e o nimero de amostras submetidas (o
formulario esta disponivel no setor de recebimento
de amostras da Embrapa Uva e Vinho). Em virtude
do elevado custo, o servico somente sera iniciado
ap6s o acordo de ambas as partes. Os custos dos
servicos, o tempo para execucao e a liberacao de
resultados podem ser consultados diretamente no
setor de recebimento de amostras da Embrapa Uva e
Vinho.
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Tabela 1. Composicao alélica observada dos sessenta e nove acessos de macieira analisados para seis /ocus de SSR.

CHO03g07 6 120, 122, 126, 130, 181, 210 1.000 0.776 0.736
CHO05c02 7 163, 169, 171, 173, 197, 199,203 0.536 0.624 0.589
CHO04e03 6 185, 186, 195, 197, 201, 203 0.913 0.719 0.666
CHO04g10 6 122,127, 135, 141, 144, 167 0.594 0.759 0.720
CHO5d11 9 167, 169, 171, 182, 183, 193, 194, 195, 221 0.638 0.627 0.594
CHO05e03 8 130, 149, 163, 168, 172, 173, 186, 191 0.899 0.834 0.804

2HObs = heterozigosidade observada; ® HEsp = heterozigosidade esperada; ¢ PIC = contetdo de informacéo polimérfica.
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