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Aplicacao de marcadores de ADN
para identificacao de cultivares de oliveira

Os marcadores moleculares de ADN estéo, nas espécies agri-
colas, dirigidos para a selecdo de caracteristicas vantajosas ou
para a detecao e identificacao da presenca destas espécies em
produtos processados. Vamos explorar exemplos da sua aplica-
cao e utilidade em oliveira e produtos derivados.

O que sdao marcadores moleculares?
Os marcadores moleculares de ADN (4cido
desoxirribonucleico) sio geralmente se-
quéncias de ADN especificas, transmissi-
veis a descendéncia, que contribuem para
a diferenciacdo de um individuo ou de uma
populacao. Por se encontrarem no ADN, es-
tdo localizados principalmente no nucleo
das células que contém a molécula de acido
desoxirribonucleico que gere toda a infor-
macao dos processos celulares que decor-
rem num organismo vivo através da expres-
sdo dos genes.

O primeiro relato do isolamento da molécu-
la do ADN remonta ao ano de 1868, pe-
lo médico suico Friedrich Miesche que
veio a reconhecer em 1869 que estava
perante uma nova molécula.

Apesar da importancia desta nova mo-
lécula, ndo lhe estava ainda atribuida a
sua funcido primordial de transmissao
de informacio genética e controlo dos
metabolismos da célula. S6 nos meados
do século XX (1944) o senhor Avery e
colaboradores sugeriram que o ADN
era o veiculo da informacio genética
das células. Em 1951, Erwin Charga-
ff verificou que existia uma relacao
da composicdo de bases azotadas do
ADN (quantidade de adenina = quanti-
dade de timina e quantidade de cito-
sina = quantidade de guanina) e que a
relacdo da proporcao desses pares de bases
estava relacionada com a espécie (animal,
vegetal ou microrganismo) de que provi-
nha. Foi talvez o primeiro indicador de que
o ADN podia ser utilizado como marcador
de proveniéncia.

E a partir daqui a investigacao sobre o ADN
nao parou e as novas descobertas foram-se
sucedendo: foi confirmado inequivoca-
mente que o ADN era a fonte de informa-
cao genética das células (Hershey e Chase
em 1952) e foi finalmente determinada a
estrutura tridimensional do ADN em 1953,

quando Watson & Crick revelaram final-
mente a organizacdo da molécula do ADN
em dupla hélice. E até ao presente esta é a
ilustracao mais comum para a molécula do
ADN (figura 1).

Nos anos 60 do século XX foi determina-
do o cddigo genético que fez correspon-
der uma determinada sequéncia das bases
constituintes do ADN aos aminoicidos
envolvidos na sintese de proteinas numa
célula. Até aos anos 80, o ADN foi alvo de
imensos estudos que trouxeram ao mundo
cientifico o conhecimento sobre enzimas
que atuavam sobre a molécula: enzimas que
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Figural - Estrutura da molécula de ADN: a) Modelo de ADN original de
Watson and Crick (Foto: Cold Spring Harbor Laboratory Archives). b) representacéo

esquematica da molécula do ADN e seus constituintes (adaptado de U.S. National
Library of Medicine)

cortavam o ADN, enzimas que ligavam as
cadeias do ADN, enzimas que replicavam as
cadeias de ADN, etc.

Todo o conhecimento gerado foi depois
aproveitado para o desenvolvimento de tec-
nologias: as tecnologias do ADN recombi-
nante, as tecnologias de sequenciacdo de
fragmentos de ADN e, nos anos 90, as tec-
nologias de amplificacdo de fragmentos de
ADN. Este conjunto de conhecimento e tec-
nologia disponiveis levaram ao desenvolvi-
mento dos marcadores moleculares. E isso
leva a outra questio:
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Que tipos de marcadores
moleculares existem?
Existem diferentes tipos de marcadores mo-
leculares de ADN. Inicialmente, eram utili-
zados marcadores moleculares com base na
tecnologia existente, mas sem conhecimen-
to das suas sequéncias do ADN. Eram geral-
mente utilizados como primeira abordagem
em espécies pouco estudadas. Tém como
siglas RAPD, RFLP, PCR-RFLP. Todos estes
foram ja utilizados para estudar a diversi-
dade genética na oliveira. Estes marcadores
sdo eficientes, embora dependam em gran-
de medida das condicdes experimentais e
dos reagentes utilizados e, por isso, é
por vezes dificil obter a reprodutibili-
dade dos resultados.
Com o avanco da sequenciacdao de
ADN, foram determinadas, essencial-
mente em plantas e animais, sequén-
cias de padrio repetitivo (por exemplo
CACACACACA) de tamanho variavel
de individuo para individuo. Foram
denominadas de microssatélites e sdo
muito utilizadas para o estudo de po-
pulacdes e diversidade genética in-
traespécie e relacio entre individuos.
Estes marcadores moleculares exigem
o conhecimento das sequéncias que
flanqueiam as regides da repeticdo. O
que varia entre os individuos nio é a
sua sequéncia (constituida por repeti-
¢oes de um motivo, por exemplo, as bases
CA), mas sim o nimero de repeticoes desse
motivo. Estes marcadores permitem ain-
da a distincdo do alelo do marcador que
foi transmitido pelos parentais, ou seja, é
possivel identificar 2 alelos em individuos
diploides (que tém 2 copias do cromossoma
(2n)). No caso, a oliveira tem 2n=46 cromos-
somas, como 0s humanos. Assim, se um in-
dividuo tem um alelo com 12 repeticoes CA
e outro com 20 repeticoes CA, os fragmen-
tos gerados a partir das sequéncias de flan-
co conhecidas terdo tamanhos diferentes
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(diferem em 8 repeticoes CA =16 bases do
ADN) como se ilustra na Figura 2.

Esta diferenca de tamanho dos alelos € dis-
tinguivel por técnicas de separacio e ana-
lise de fragmentos em equipamentos que
determinam com precisdo os tamanhos das
moléculas de ADN. Assim, quando analisa-
mos um individuo, estamos a determinar o
contetddo dos alelos que foram transmitidos
pelos seus progenitores. Se utilizarmos va-
rios marcadores microssatélites consegui-
mos obter uma combinag¢ido Unica que pode
identificar um individuo numa populacio
de milhdes.

Aplicacdes dos marcadores
moleculares em oliveira

A Denominacdo de Origem Protegida
(DOP), a Indicacdo Geografica Protegida
(IGP) e a Especialidade Tradicional Ga-
rantida (ETG) sdo instrumentos da Unido
Europeia para protecdo dos seus produtos
regionais da concorréncia de produtos ex-
ternos de menor preco, contribuindo para a
preservacao de praticas agricolas tradicio-
nais com beneficio para o produtor e para o
consumidor, com a garantia de qualidade. O
controlo de autenticidade destes produtos é
por isso necessario e exige métodos analiti-
cos adequados para determinacao de auten-
ticidade para além do normal controlo das
entidades regionais ou nacionais. S3o, por
isso, necessirios marcadores adequados e
especificos para a detecdo de ingredientes
especificos em produtos processados ou
com alteracdo dos constituintes biologicos
dos alimentos. A detecdo da presenca do
sinal especifico do material auténtico nos
produtos comercializados contribui, por is-
so, para a seguranca do consumidor e pro-
tege também o produtor, conferindo a mais-
-valia da certificacdo de origem.

De acordo com dados dos organismos das
Nacoes Unidas, os paises Mediterranicos
produzem cerca de 90% da azeitona no
mundo, sendo os principais produtores a
Espanha, Italia, Grécia, Turquia, Tunisia,
Marrocos, Siria e Portugal (FAO). Azeitona
e azeite tém um importante valor econdémi-
co e, nos ultimos anos, o consumo de azeite
tem-se expandido e os consumidores estio
cada vez mais informados e atentos a quali-
dade e autenticidade do que consomem.

O azeite pode ser produzido a partir de uma
Gnica ou varias cultivares de oliveira, o que
lhes confere caracteristicas especificas as-
sociadas as cultivares de onde é extraido.
Deste modo, é muito importante ter acesso
a sistemas de rastreabilidade que permitam
identificar com precisio e de forma rapida
as cultivares ou espécies que produziram

Locus microssatélite no ADN
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Figura 2 - Esquemailustrativo da andlise de locus microssatélites em dois descendentes de dois progenitores

0 0leo. A maior parte das anilises quimi-
cas em Oleos n3o consegue ser associada
a sua origem porque, frequentemente, as
diferentes condi¢Ges ambientais podem le-
var a misturas de metabolitos que podem
mascarar alguns resultados de rastreabi-
lidade. Estdo a ser feitos grandes esforcos
para obter perfis genéticos especificos das
cultivares de oliveira com utilizacdo de
marcadores moleculares. A presenca de
vestigios de ADN no 6leo devera permitir
a identificacdo inequivoca de marcadores
especificos da cultivar utilizada, possibili-
tando a distincao de um azeite da cultivar
Galega de um azeite de Lentisca e detetan-
do possiveis falsificacoes. A existéncia de
homonimias e sinonimias entre as oliveiras
de producido torna ainda mais importante
desenvolver um método de detecio e iden-
tificagdo de cultivares.

Assim, a utilizacio de métodos com base
na analise de ADN parece ser a fonte mais
fidvel da determinacdo de autenticidade.
Mas para que estes métodos sejam opera-
cionais, é necessario um estudo prévio de
diversidade das diferentes cultivares exis-
tentes numa determinada regido protegida.
Além disso, para identificar eficientemente
e analisar, por exemplo, 6leos virgens, com
marcadores moleculares, é importante ter
acesso a uma base de dados por exemplo de
marcadores microssatélites a utilizar, para
além das bases de dados ji existentes que
incluem dados morfologicos e moleculares,
tais como a base de dados OLEA (http://
www.oleadb.it/) []. Outra base de dados
que pode ser mencionada é a Olea EST da-
tabase [2] que contém dados de sequéncias
de genes de varios tecidos celulares da oli-
veira. J4 este ano, foi disponibilizada uma
base de dados denominada OGDD (Olive
Genetics Diversity Database - http://www.
bioinfo-cbs.org/ogdd/) [31 que reldne mui-
tas caracteristicas das oliveiras, azeite ou
frutos, tais como Pais e regido de origem,
acidez, sabor, sinonimias, referéncias, taxas
de producio, fotos da arvore, folha, fruto e
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caroco) dados agromorfoldgicos, quimicos,
genéticos (tamanhos de marcadores mole-
culares microssatélites) e contém cerca de
35 acessos de Portugal. Esta base de dados
integra uma aplicacdo computacional que
proporciona um teste suplementar que com-
para perfis de microssatélites. Deste modo,
esta base de dados pretende constituir-se
como um sistema de referéncia na avalia-
¢do dos dados obtidos a partir da analise de
amostras com proveniéncia desconhecida
e na definicdo da origem e composicdo de
azeite virgem. Espera-se ainda que, no fu-
turo, esta possa ser uma plataforma para a
rastreabilidade e autenticidade do azeite e
produtos derivados.

Resumindo, os marcadores microssatélites
ja foram amplamente utilizados para estu-
dos de variabilidade genética, para carac-
terizagdo de germoplasma, identificacio
de cultivares de oliveira, certificacio de
origem do azeite, avaliacdo de polinizacao
e até em melhoramento [g4, 5.

E as oliveiras portuguesas?

O conhecimento do patriménio genético de
uma regido, ou de um pais, é extremamen-
te importante e é na Colecdo Portuguesa de
Referéncia de Cultivares Oliveira - CPRCO
- estabelecida na Herdade do Reguengo do
INIAV, L.P. - Polo de Elvas, que se encon-
tram em avaliacio 5o acessos de cultivares
portuguesas.

Foram ja realizados varios estudos de diver-
sidade em cultivares portuguesas de olivei-
ra, de modo a determinar a relacdo genética
entre elas [6,7]. Algumas das cultivares mais
utilizadas, como por exemplo a Galega, tém
sido até incluidas em estudos internacionais
publicados em revistas cientificas [4]. Mas
todos estes estudos tinham interesse parti-
cular na relacao genética entre cultivares.
O INIAV caracterizou, recentemente, as
variedades da CPRCO com um conjunto de
18 marcadores moleculares microssatélites
que garantem um perfil individual de ca-
da cultivar e a identificacio molecular de
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Figura 3 - Agrupamento de cultivares de acordo com a partilha de alelos marcadores moleculares: cultivares portuguesas da colecéo
(verde); cultivares de origem mediterranica (vermelho) e cultivares de prospecéo (azuis)

cultivar em estudos de prospecao, uma vez
que apresentam um poder de discrimina-
¢io entre cultivares bastante elevado. Estes
marcadores apresentam boa reprodutibili-
dade de resultados e poderdo ser testados
na identificacdo de cultivares em alimen-
tos processados apds a extracdo de ADN. A
andlise de agrupamento por componentes
principais das cultivares estudadas esta
apresentada na Figura 3, em comparacio
com cultivares de origem mediterranica e
individuos de prospecio.

Com os resultados obtidos, foram identi-
ficados 4 grupos principais que agrupam
as cultivares que partilham mais alelos.
Quando no grafico é visivel a sobreposicao
entre verdes e azuis, estamos perante um
caso em que foi encontrada uma identidade
comum e identificada a cultivar com a qual
o individuo da prospecio esta efetivamente
relacionado.

A identificacdo molecular individual das
cultivares da CPRCO permitiu elaborar
um certificado de autenticidade, com um
nimero minimo de 10-12 locus microssa-
télites, que descreve especificamente cada

cultivar da Colecao (figura 4).

Note-se que, embora seja relativamente
facil obter o perfil molecular, as analises
moleculares ndo devem nunca ser tomadas
como Unica caracteristica e, por isso, sdo
também descritas nesta ficha as principais
caracteristicas morfolégicas e informa-
¢Oes acessorias tais como a existéncia de
sinonimias.

Recentemente, foi reportada a possivel as-
sociacdo de alguns marcadores microssaté-
lites de cultivares turcas e espanholas com
a composicdo em 4cidos gordos do azeite [8].
No entanto, serd necessario alargar o estu-
do a mais cultivares, utilizando mais mar-
cadores para confirmar a validade desta
associacao.

Outros marcadores, sequenciacéo
do genoma e o futuro

Os SNP e os InDel sdo as bases genéticas
da maioria das mutagdes e variacoes aléli-
cas, possuindo vastas aplicagdes no mapea-
mento genético de alta resolucio e em testes
diagnoésticos. Estes marcadores podem ser
identificados por andlise computacional,
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Figura 4 - Exemplo de ficha de genétipos de uma cultivar da Colegdo Portuguesa de Referéncia de Cultivares Oliveira— CPRCO
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quando existem sequéncias nos bancos
de dados, ou podem ser determinados por
ressequenciacao de genomas completos de
individuos (quando ja existe um genoma
de referéncia: ndo é o caso da oliveira) ou
por genotipagem por sequenciacido de frag-
mentos especificos (GBS) de diferentes in-
dividuos. Estas abordagens dependem das
tecnologias de sequenciagio de alto rendi-
mento (High Throughput Sequencing) que
geram milhdes de sequéncias, a partir das
quais, através de procedimentos bioinfor-
maticos, € possivel selecionar os marcado-
res SNP (Polimorfismo de Base Unica). Mas
s6 depois de validados experimentalmente
podem vir a ser utilizados.

No entanto, o genoma da oliveira é bastante
grande e ainda nio esta totalmente sequen-
ciado, embora existam dois consércios in-
ternacionais a trabalhar no assunto.

Aplicacado de marcadores

no melhoramento

A selecdo de progenitores especificos e o
cruzamento artificial sdo etapas fundamen-
tais para o sucesso de um programa de me-
lhoramento. Essas etapas poderao ser dirigi-
das por marcadores moleculares, se tiverem
sido associados a caracteristicas vantajosas,
fornecendo, aos melhoradores, informagdes
genéticas de caracteristicas dos individuos
e aumentando a probabilidade de obtenc¢io
de cultivares superiores. Apesar da selecio
de progenitores superiores em espécies pe-
renes, como as fruteiras, possa até ter uma
base empirica, o tempo para obtengio de
uma cultivar melhorada é sempre bastante
longo, dependendo do periodo juvenil da es-
pécie, no qual nio existe floracio.

Assim, os marcadores moleculares poderdo
ajudar a certificar os progenitores dos fru-
tos dos cruzamentos efetuados. Mas mais
estudos de associacio de genes com carac-
teristicas agronémicas serdo necessarios
até a pratica do melhoramento assistido por
marcadores em oliveira. ©
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