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Amostras

da variabilidade
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para os
programas de
melhoramento
genético dessas
culturas

Brasil é um pais essencialmente dependente

da agricultura como fonte de geracao de rique-

zas. Além de possuir extensa area agricultavel, de-
tém tecnologia de producao de graos comparavel a
de paises desenvolvidos. Parte desse sucesso deve
ser creditada aos programas de melhoramento ge-
nético desenvolvidos em diversas instituicoes de
pesquisa e universidades do pais. Uma das chaves
para a continuidade desses programas estd na uti-
lizagdo dos recursos genéticos das espécies de inte-
resse agricola armazenados em bancos de germo-
plasma. Tais bancos sao colegoes de amostras (mu-
das, sementes ou tecidos) de diferentes espécies e
variedades de plantas, mantidas para garantir a con-
servacdo de sua diversidade genética, evitando o ris-
co de extingdo a que estariam sujeitas na natureza.
A manutencao, a caracterizacao, o enriquecimen-

to e 0 uso adequado e eficiente desses recursos ge-
néticos, no entanto, dependem em grande parte de
um conhecimento preciso e detalhado da variagéo
existente em nivel de genoma (variabilidade ge-
nética), entre os acessos que compoem os bancos de
germoplasma — um acesso é uma amostra de ger-

moplasma representativa de vérios individuos da

populagdo. A variabilidade genética contida nes-
ses bancos, que geralmente incluem espécies sil-
vestres, variedades e linhagens procedentes de di-
versos locais de cultivo e de programas de melhora-
mento do Brasil e do exterior, representa um enor-
me potencial para uso agricola, podendo contribuir
decisivamente para o aumento da produtividade
e para a diminuicao do ataque de pragas e doencas
na lavoura. Embora os pesquisaddres do mundo in-
teiro que trabalham com o melhoramento de plan-
tas busquem maximizar os ganhos genéticos, ape-
nas uma pequena parcela da variabilidade genética
do germoplasma tem sido explorada.
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O principal fator que limita a utilizacdo mais
ampla dos bancos de germoplasma para o melhora-
mento genético é a falta de conhecimento sobre as
caracteristicas tteis das espécies ou variedades ar-
mazenadas. Hoje, as informacoes de interesse,
disponiveis para o uso dos acessos, baseiam-se em
descricoes ‘fenotipicas’, obtidas por avaliagoes vi-
suais de plantas (por exemplo, porte da planta e
cor do grdo para o feijao, ou namero de perfilhos —
caules secundarios — e tipo de gréo para o arroz)
(figura 1); ‘etnoboténicas’, referentes as formas de
uso e manejo da planta em seu local de origem; e
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‘ecogeograficas’, que retratam as caracteristicas geo-
graficas e ecologicas de origem do germoplasma. Adi-
cionalmente, o uso de técnicas de genética molecular,
baseadas na tecnologia de marcadores moleculares,
que permitem analisar e detectar as diferencas en-
tre individuos em nivel de DNA, certamente forne-
cem medidas mais precisas e diretas da variabilida-
de genética existente ndo so6 entre os acessos arma-

- zenados, mas também dentro destes.

A série completa do material genético de cada
individuo é o seu genoma, dividido em cromosso-
mos. Cada cromossomo é formado por uma longa
molécula de DNA, composta, por sua vez, por
uma seqiiéncia de bases nitrogenadas (adenina,
guanina, citosina e timina). O genoma (o conjun-
to dos cromossomos) contém toda a informacao
necessdria para construir e manter o organismo.
Cada ser vivo apresenta uma composicio diferente
de seqiiéncia de nucleotideos ao longo da molécu-
la de DNA em seus cromossomos, com excecao dos
gémeos univitelinos e clones. Embora a maior parte
do genoma seja praticamente idéntica entre os in-
dividuos de uma mesma espécie, algumas regices
genomicas sdo muito varidveis, e essas diferencgas
representam o que € chamado de a variabilidade
genética. Assim, dois individuos da mesma espé-
cie terdo 0o mesmo nimero de cromossomos, e a dife-
renga genética entre eles consistird de alteracoes
nas seqiiéncias de bases ao longo do DNA. Cada uma
dessas alteragoes pode ocorrer por substituicdo,
delecao (auséncia) ou duplicacao de uma base.

A anélise genomica, fundamental para o conhe-
cimento da variabilidade genética, teve grande im-
pulso apés o desenvolvimento da técnica reagio em
cadeia da polimerase’ (PCR, do inglés polyimerase
chain reaction) — nessa técnica, enzimas (as poli-
merases) sdo utilizadas para sintetizar uma dada
seqiiéncia de DNA em um de-
terminado ponto do genoma,

duo. A visualizagdo do produto da sintese de varias
cépias do mesmo segmento s6 é possivel porque a
PCR ¢ realizada em um aparelho conhecido como
‘termociclador’, que executa repetidos ciclos de se-
paragdo do segmento de DNA molde, pareamento

(entre o primer e o segmento molde) e sintese de

novo segmento de DNA (por meio da enzima DNA-
polimerase). Ap6s 30 a 40 ciclos, é possivel visualizar
o produto da amplificacdo da regido genomica em
um gel de agarose ou acrilamida. Esse produto da
amplificagdo também é chamado de marcador
molecular. A PCR levou ao surgimento de outras téc-
nicas, reproduziveis em qualquer laboratério e de
custo relativamente baixo, que permitem obter gran-
de volume de informagao sobre 0s genomas e com
isso aumentar a possibilidade de diferenciar cada
individuo. ,

O ponto do genoma identificado pelo marcador
molecular é conhecido como ‘loco’, e suas formas
alternativas sao os ‘alelos’. Estes resultam do poli-
morfismo (diferengas no tamanho do fragmento de
DNA amplificado ou na seqiiéncia de nucleotideos)
existente no loco, e sao utilizados na diferenciacio
dos individuos. Um marcador molecular nao pre-
cisa obrigatoriamente ser um gene. Nos organismos
denominados dipléides (ou seja, que apresentam
duas copias do conjunto completo de Cromossomos),
os alelos de ambas as copias podem apresentar o
mesmo tamanho de fragmento ou a mesma seqiién-
cia de nucleotideos (individuo homozigoto para
aquele loco), ou tamanhos ou seqiiéncias diferentes
(individuo heterozigoto para aquele loco).

Assim como ocorre nos testes de paternidade em
humanos, o emprego dos marcadores moleculares
permite definir padroes de DNA especificos para
cada acesso armazenado nos bancos de germoplasma

(figura 2). Com isso, 6 possivel identificar aqueles »

definido especificamente pela

homologia (semelhanca) entre 0 individuo
um segmento de DNA inicia- nimero 4 é
dor (conhecido como primer) e homozigoto
o segmento de DNA do indivi- (presenca de
uma banda,
ou seja,
dois alelos
iguais) para
Figura 2. Analise, em seqilenciador oloco 2

automdtico de DNA (ABl 377),

de marcadores moleculares

do tipo microssatélite (fragmentos
de DNA com seqiiéncias de bases
repetidas) - em 20 individuos

de arroz, foram avaliados os
mesmos sete locos, distribuidos
ao longo do genoma, revelando
uma grande variacdo genética
entre esses individuos
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Figura3.
Populacoes
silvestres de
Oryza
glumaepatula
situadas nos
biomas floresta
amazonica (A),
cerrado (B)

e Pantanal (C)
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que, por apresentar maior divergéncia em seu DNA,
poderiam adicionar maior variabilidade genética
quando selecionados como genitores em novos cru-
zamentos. Além disso, os marcadores moleculares
podem identificar acessos que estejam armazena-
dos em duplicata ou sejam muito aparentados entre
si, cabendo ao administrador do banco de germo-
plasma a deciséo de elimina-los, para reduzir custos
e melhorar a representatividade em relagéo a tota-
lidade da colecao.

Como os bancos de germoplasma armazenam um
namero muito grande de acessos (em geral acima
de 10 mil), com elevado custo de manutencéo, tém
sido adotadas formas alternativas para seu manu-
seio adequado. O estabelecimento de colegoes nu-
cleares, compostas por um grupo reduzido de aces-
sos (em geral em torno de 10% do ntmero total),
mas que representam no minimo 80% da variabili-
dade genética da espécie (com baixa redundéncia
entre os gen6tipos), torna o uso dessas amostras mais
acessivel e eficiente.

Adicionalmente, o uso de um ntimero reduzido
de acessos possibilita analisd-los de modo mais de-
talhado, avaliando-se as caracteristicas agronomi-
cas (produtividade, qualidade protéica de gréos
etc.) em experimentos com repeticao em campo, e
ainda permite uma caracterizagao genética deta-
lhada, pois se pode utilizar maior niimero de mar-
cadores moleculares altamente informatives. Uma
vez identificados, os acessos geneticamente di-
vergentes e com caracteristicas agronomicas favo-
rdveis podem ser imediatamente integrados aos
programas de melhoramento genético, maximi-
zando as chances de ampliar a variabilidade gené-
tica das novas populagées e de obter novas combi-
nacoes de genes favoraveis.

O melhoramento da maioria das espécies culti-
vadas exige a introdugdo continua de variabilidade
genética, para fazer frente a necessidade de aumen-
tar a produtividade sob variadas condigées de culti-
vo — que podem incluir solos com altos niveis de alu-
minio e ferro, a incidéncia de diversas doencas e
ataques de pragas. Uma variabilidade limitada nes-
sas populagées comprometera o ganho genético ob-
tido. Assim, é preciso que a variabilidade genética
presente na natureza e armazenada em bancos de
germoplasma seja mais bem entendida e explorada.

A realizacao de cruzamentos envolvendo espé-
cies aparentadas geneticamente divergentes, como
entre acessos de arroz cultivado e acessos da espé-
cie silvestre Oryza glumaepatula (figura 3), oriun-
das de coletas de germoplasma no Brasil, ja vem
sendo conduzida com sucesso na Embrapa Arroz e
Feijao, através de pesquisas financiadas pelo Con-
selho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq).




.

A chave para utilizar o ger-
moplasma nao-adaptado, co-
mo O. glumaepatula, é obter
linhagens com a maior parte do
genoma contendo genes do ar-
roz cultivado, e poucos genes
oriundos da espécie silvestre.
Isso é obtido por retrocruza-
mentos, nos quais as plantas-fi-
lhas do cruzamento inicial séo
novamente cruzadas com o ar-
-roz cultivado. Novamente, as
plantas-filhas séo cruzadas com
o arroz cultivado, repetindo-se
esse procedimento mais uma
ou duas vezes. A cada geracédo
de retrocruzamento, o per-
centual do genoma do parental
silvestre é reduzido a metade:
apos trés etapas, por exemplo,
as plantas-filhas tém em média
apenas 6,25% do genoma da
espécie silvestre. Para concluir
o processo de obtencdo de linhagens, sio feitas ao
redor de oito autofecundagoes, ou seja, cada plan-
ta-filha ¢ autopolinizada oito vezes, a fim de gerar
plantas homozigotas para a maioria dos locos. Isso
resulta em grande uniformidade genética em cada
planta, fundamental para identificar aquelas com
caracteristicas agronomicas desejéveis (figura 4).

Essa metodologia tem permitido, com o auxilio
de marcadores nucleares, identificar e monitorar
importantes genes ligados a produgao e provenien-
tes de espécies silvestres. As linhagens de arroz ob-
tidas ao final desse processo nao sao um produto
transgeénico, pois a transferéncia de fragmentos de
DNA ocorreu entre individuos de um mesmo géne-
ro e foi realizada através de métodos de melhora-
mento tradicional. Os resultados desses estudos tém
indicado a presenca de genes potencialmente fiteis
para o melhoramento genético do arroz em acessos
armazenados no banco de germoplasma, fornecen-
do uma pequena amostra do grande potencial de
uso da variabilidade genética ainda inexplorada.

A incorporacgao aos programas de melhoramen-
to genético de marcadores moleculares desenvol-
vidos a partir do DNA expresso (genoma funcional)
abre novas perspectivas para a busca, nos bancos
de germoplasma, de genes e alelos relevantes pa-
ra a agricultura. O uso de marcadores moleculares
baseados em seqiiéncias expressas do genoma, tam-

bém conhecidas por ESTs (de expressed sequence

tag), é uma poderosa ferramenta para localizar
genes potencialmente candidatos ao controle de
caracteristicas de interesse em humanos, animais
e plantas. Essa estratégia tem sido favorecida pela

Figura 4. Linhagens de arroz cultivado (Oryza sativa) com fragmentos
de DNA incorporados da espécie silvestre (0. glumaepatula),
através de cruzamento entre as espécies

imensa quantidade de informacdo sobre segiién-
cias expressas depositada constantemente em ban-
cos de dados publicos, em decorréncia do esforco
mundial e coordenado para a identificacdo do ge-
noma funcional. ;

A Embrapa Arroz e Feijéo, com auxilio do CNPq,
iniciou em marco de 2002 um projeto inovador
com arroz, visando buscar genes candidatos liga-
dos a caracteristicas de interesse. Com base em in-
formacoes de fungéo génica disponiveis em bancos

~de dados ptiblicos, sao procurados, na colegdo nu-

clear de arroz, acessos com maior potencial para
transferéncia dos alelos diferenciais através do cru-
zamento com os melhores cultivares comerciais de
arroz. A realizacdo desses cruzamentos permite
ampliar a base genética e maximizar a variabilida-
de dos alelos em regides genémicas que controlem
caracteristicas de interesse para os programas de
melhoramento.

Para aumentar continuamente a produgédo agri-
cola, devem ser desenvolvidas variedades altamen-
te produtivas, com alta qualidade de graos, menos
dependentes de 4gua, de fertilizantes e de pesti-
cidas. Para isso, é fundamental — no caso da maio-
ria das espécies de valor econémico — identificar e
utilizar genes potencialmente tteis presentes em
bancos de germoplasma. A utilizagdo racional da

~ variabilidade genética de espécies presentes na

natureza e armazenadas nesses bancos é um dos
grandes desafios para os programas de melho-
ramento genetico, O arsenal cientifico e tecnologi-
co hoje disponivel faz com que essa tarefa possa
ser plenamente cumprida. B
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