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Apresentacio

Este relatorio foi elaborado com a finalidade de descrever as atividades desenvolvidas
durante o Estagio final de conclusdo do Curso de Agronomia, da Universidade Federal de Santa
Catarina, sob orientagdo de Rubens Onofre Nodari, Professor Titular PhD do Departamento de
Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Santa Catarina; realizado
no Laboratério de Genética de Plantas, do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
sob orientagdo do Pesquisador PhD da EMBRAPA-CENARGEN, Marcio Elias Ferreira, no
periodo de 02 de fevereiro a 03 de abril de 1998.

Para facilitar o entendimento do assunto abordado neste relatorio, o mesmo foi dividido
em dois capitulos. O primeiro trata de testes de ligagdo, realizados em cacaueiro (Theobroma
cacao) e o segundo de testes de identidade, realizados em genétipos de arroz (Oryza sativa) e

genotipos de batata (Solanum tuberosum).
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Capitulo I - Testes de Ligagao

Introducio

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) ¢ uma espécie de grande importdncia social e
econdmica para o Brasil. Desta planta sdo retiradas améndoas (sementes) que sdo trituradas e
utilizadas na produ¢dio de chocolate. Originaria da floresta umida amazoOnica, a espécie se
dispersou na Amazonia e nos Andes, chegando a paises como Venezuela, Colémbia, Equador,
Meéxico e outros na América Central. A hipotese mais aceita, € de que seu centro de origem
principal € a regido proxima das nascentes dos rios Amazonas e Orinoco, onde se encontra a
maior diversidade genética (Ferreira, 1997). A domesticagdo da espécie foi realizada por Maias e
Astecas na América Central, a aproximadamente 2 mil anos, utilizando arvores do grupo criolo.
Genotipos do grupo Forastero do baixo Amazonas foram levados para a Africa, sendo cultivados
em varios paises como Camardes, Gana, Nigéria, Costa do Marfim e Malasia, responsaveis hoje
por mais de 70 % da produgio mundial. A espécie também foi levada ao Sul da Bahia, onde se
formou uma grande regido produtora, responsavel por 80 % da produg¢do brasileira (Ferreira,
1997).

A espécie possui trés grupos raciais, que apresentam caracteristicas distintas e grande
potencial no melhoramento (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos raciais de cacaueiro (Theobroma cacao L.) com suas principais caracteristicas.
"Criolo” Améndoas brancas, melhor qualidade do chocolate, pouco

produtivos e suscetiveis a doengas

"Forastero” Améndoas purpuras, rasticos e vigorosos, bastante
produtivos (mais de 80 % da produgio mundial).

Trinitarios Cruzamentos entre Criolo e Forasteros (melhorados)
Fonte: Ferreira (1997).

O grupo Forastero se divide ainda em Forastero do alto e baixo Amazonas. A
diferencia¢do destes dois grupos ¢ feita principalmente em relagdo a diferengas na distribuigio
geografica, precocidade e resisténcia a doengas (N'Goran, 1994).

Estudos da organizagdo e distribui¢do da variabilidade genética da espécie sdo de enorme
importancia para a sua preservagdo, classificagdo e uso nos programas de melhoramento genético.
Descritores morfolégicos foram desenvolvidos com o objetivo de facilitar o acesso € a utilizagdo
da variabilidade genética do cacaueiro (Bekele, 1994). Neste trabalho foram avaliadas
caracteristicas qualitativas e quantitativas de folhas, flores e frutos de diferentes acessos de
cacaueiro, concluindo que caracteres morfologicos ligados a floragdo sdo mais discriminantes.
Contudo eles ndo estdo, de modo geral, associados a caracteristicas agrondmicas de interesse.

Diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de aumentar o conhecimento existente
a respeito da distribui¢do da variabilidade genética, identificagio e separa¢do dos diferentes
grupos raciais da espécie, avaliando a variabilidade de genes nucleares ribossomais - rDNA
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Capitulo I - Testes de Ligag:ﬁol

(Laurent, 1993a), DNA citoplasmatico (Laurent, 1993b) e marcadores RFLP e RAPD (N’Organ
et al, 1994). No estudo com DNA citoplasmatico de mitocdndrias e cloroplasto, foi possivel
identificar a presenga dos dois grandes grupos genéticos no cacaueiro, Forastero e Criolo. Nos
trabalhos com rDNA, marcadores RFLP e RAPD foram identificados os trés grupos genéticos. A
variabilidade no DNA citoplasmatico ndo foi capaz de discriminar o grupo Trinitdrio, porque
estes genomas s3o de heranga materna e a origem hibrida do grupo Trinitdrio € identificada como
sendo o genoma materno. Marcadores RAPD se mostraram tdo eficientes quanto RFLP para
estudar a diversidade genética do cacaueiro. Estes marcadores foram capazes de sugerir a
classificagdo correta de clones de cacaueiro em determinado grupo, anteriormente classificados
através de caracteristicas morfologicas, em outro grupo.

O cacaueiro € uma espécie alogama que inicia a produgdo com no minimo seis anos,
apresentando produgdo econdmica por aproximadamente 40 anos, embora ultrapasse 100 anos
produzindo. O melhoramento genético na espécie iniciou com a identificagio de clones
heterdéticos, cruzamento destes clones e avaliacio dos hibridos. Com a finalidade de maximizar o
efeito da heterose nos cruzamentos da espécie, cruzamentos dialélicos foram realizados e os
hibridos foram avaliados para capacidade geral de combinagio e capacidade especifica de
combinacio. Esta estratégia de melhoramento € dispendiosa por manter no campo grande nimero
de cruzamentos e lenta devido ao longo tempo requerido para avaliagio de um cruzamento que é
no minimo de 9 a 12 anos. Dias et al (1995) avaliaram um dialélico de 5 clones de cacau, para
caracteristicas de interesse agrondmico, ligadas a produtividade. Neste dialélico o clone ICS 1
contribuiu com a maior capacidade geral de combinagdo para caracteristicas como peso de
sementes imidas por fruto (122,87 g) e peso de sementes imidas por planta (4,36 Kg). Dias et al
(1997) avaliaram a performance de hibridos e realizaram analise multivariada de divergéncia para
alguns clones de cacaueiro identificando algumas correlagdes entre caracteristicas de produgéo e
diversidade genética. Neste trabalho os autores encontraram correlagdo positiva entre a distancia
genética de progenitores de hibridos com peso de sementes imidas por fruto e com peso de
sementes Umidas por planta.

Pelo fato do cacaueiro apresentar um longo periodo juvenil e os métodos tradicionais de
melhoramento de plantas serem muito dispendiosos na espécie, cada vez mais a biotecnologia esta
sendo empregada para auxiliar o melhoramento genético do cacaueiro. Dias (1995) realizou uma
revisdo sobre o assunto, citando diversas técnicas e suas aplicagGes: hibridiza¢do in. situ
(identificagdo da ploidia e niimero cromossOmico do cacaueiro; dipléide, com 2n = 20), obtengéo
de dihaploides (para a formagdo de hibridos ndo convencionais), cultura de tecidos (propagagdo
massal de germoplasma e hibridos-elite), marcadores isoenzimaticos (estudos da variabilidade
genética e identificagdo de materiais), RFLP (estudos da variabilidade genética, identificagdo de
materiais € mapeamento genético) e RAPD (estudos da variabilidade genética, identificagdo de
materiais, mapeamento genético e formagio de bulks para a identificagdo de marcadores ligados a

genes de resisténcia ou tolerancia a vassoura-de-bruxa).
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O Estado da Bahia historicamente € conhecido como um grande produtor de améndoas de
cacau, tendo sido este produto responsavel por até 50 % das exportagdes e receitas. O nimero de
pessoas envolvidas com a cultura na regido produtora do Sul da Bahia, foi estimada em 100 mil
trabalhadores diretos, tendo alcangado 400 mil na década de 80. O motivo da redugdo de
empregos foi a grande queda na produc@o, causada pela doenga conhecida como vassoura-de-
bruxa (Crinipellis perniciosa). Esta doenga € originaria da regido Amazonica e foi vista pela
primeira vez na Bahia em 1989. Ela € capaz de reduzir em até 100 % a produtividade do
cacaueiro, causando perda total (Ferreira, 1997). A Figura 1 mostra a diminui¢do da produgio de
améndoas no Sul da Bahia ao longo dos anos agricolas.

400
350 -
300
250 -
200 -
150

88 90 92 94 96

Figura 1. Produgédo anual de améndoas de cacau no Sul da Bahia, em
mil toneladas. Fonte: CEPLAC/CEPEC.

A CEPLAC (Comissdo executiva do plano da lavoura cacaueira) foi criada em 1957,
sendo um 6rgao do ministério da agricultura e do abastecimento. Ela tem sido responsavel pelos
trabalhos de pesquisa e cultivo do cacaueiro no pais. A CEPLAC instituiu o CEPEC (Centro de
pesquisa do cacau). O CEPEC realizou cruzamentos com os clones ICS 1, melhorado do grupo
trinitario e Scavinia 6 (SCA 6), forastero do alto Amazonas resistente a vassoura-de-bruxa,
ambos trazidos de outros paises (Ferreira, 1997). A geracdo F; deste cruzamento originou a
variedade Theobahia, resistente a vassoura-de-bruxa. A CEPLAC vem distribuindo aos
produtores sementes, mudas e estacas da nova variedade. As estacas sdo sobre-enxertadas,
encurtando o periodo juvenil para dois anos.

Com o objetivo de identificar marcadores ligados a genes de resisténcia a vassoura-de-
bruxa e também identificar locos responsaveis por caracteristicas quantitativas (QTLs) de
produ¢io a CEPLAC esta avaliando a possibilidade de implantagio de um projeto de
mapeamento na espécie (Marcio E. Ferreira, comunicagdo pessoal).

Uma das principais aplicagdes dos marcadores RAPD € a construgdo de mapas genéticos
de ligagdo. A principal vantagem do uso de marcadores RAPD na construgdo de mapas genéticos

de ligagdo € a capacidade de se testar um grande nimero de marcadores num curto espago de
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Capitulo I - Testes de Ligacio

tempo, realizando uma grande amostragem do genoma. Por outro lado uma desvantagem dos
marcadores RAPD ¢ que eles s6 mapeiam, numa geracdo F,, marcadores ligados em acoplamento.
Devido a incapacidade dos marcadores RAPD detectarem com precisdo ligagdes em repulséo,
somente um homoélogo da planta F, pode ser mapeado, o que tem o mesmo significado que
mapear um homologo de cada parental (Tingey, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Ronning et al (1994) utilizaram RAPD para mapeamento de uma populag¢do F,, oriunda
de retrocruzamento, de 54 individuos. De 180 primers testados, 26 % amplificaram 104 locos
polimérficos, dos quais 71 segregavam em propor¢des mendelianas.

Lanaud ef al/ (1997) construiram um mapa genético de ligacdo para cacaueiro, utilizando
Isoenzimas, RFLP e RAPD, numa populagdo F; de 100 individuos, resultantes do cruzamento de
dois progenitores heterozigotos. O mapa contém 193 locos (5 isoenzimas, 101 RFLP de cDNA, 4

genes conhecidos, 55 RFLP nucleares e 28 RAPD), cobrindo uma regido genémica de 759 cM.

Objetivos

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de avaliar a potencialidade da
técnica RAPD para mapeamento genético de ligagdo na gerag@o F, do cruzamento ICS 1 x SCA 6
de cacaueiro (7. cacao) e como objetivos secundarios a realizagdo de testes de ligagdo com esta
populagdo F, e o desenho de grupos de ligagdo, através da analise de freqiiéncia de recombinagdo
de marcadores RAPD.

Materiais e Métodos

Populagdo utilizada

Para os testes de ligacdo com cacau, foi utilizada uma populagdo F, com 82 individuos,
originada de um clone da variedade Theobahia (TSH 516) obtido a partir do cruzamento dos
parentais SCA 6 (forastero do alto amazonas), usado como pai e ICS 1 (trinitatio), usado como

mae.

Extrag¢do de DNA

O método de extragdo utilizado foi o descrito por Ferreira & Grattapaglia (1995). Tecido
foliar foi coletado e armazenado a -80° C, até a extragdo. Na extragdo o material vegetal foi
congelado com nitrogénio liquido e pulverizado, através de macera¢do manual. Apds a maceragio
o tecido pulverizado foi transferido para microtubos de centrifuga (1,5 ml), onde foram
adicionados 700 pl de tampao de extragdo (2 % CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM
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Tris-HCI pH 8,0, 1% PVP-40 e 2 % de B-mercaptoetanol). O tecido foi suspenso na solu¢do com
o auxilio de um grampo de metal, colocado no vortex por 10 segundos e colocado por 40
minutos em banho-maria a 65° C. Em seguida os tubos foram colocados na bancada para
voltarem a temperatura ambiente e foram adicionados 600 pl de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1). Os tubos foram agitados por inversao, durante aproximadamente 5 minutos, sendo entdo
centrifugados a 12000 rpm, durante 10 minutos. Apos a centrifugagdo aproximadamente 600 pl
do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e foram adicionados 400 pl de
isopropanol (-20° C). O DNA permaneceu precipitando a -20° C, por aproximadamente 30
minutos. O DNA precipitado foi centrifugado a 7000 rpm, durante 5 minutos, sendo em seguida
lavado 2 vezes com etanol 70 %, durante 10 minutos e uma vez com etanol absoluto, durante 5
minutos. O pellet foi desidratado em liofilizador (speed vac), durante 10 minutos e resuspenso em
tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 1 mM EDTA), contendo 10 pug/ml de RNAse. Apos a
resuspensdo o DNA foi purificado com a adi¢@o de 500 pl de 1 M NaCl, armazenamento por uma
hora a 4° C e centrifugagdo a 12000 rpm, durante 15 minutos. A metade superior do volume foi
transferida para novo tubo e reprecipitada com 2/3 do volume de isopropanol (-20° C). Apés a
precipitacdo o DNA foi centrifugado a 7000 rpm, durante 5 minutos, lavado overnight em 1 ml de
etanol 70 % (4° C), lavado durante 15 minutos em etanol 70 % (temperatura ambiente), lavado
com etanol absoluto, durante 5 minutos, desidratado em liofilizador, durante 10 minutos e

resuspenso em tampao TE.

Quantificagdo do DNA

O DNA foi quantificado e a sua qualidade avaliada, através de eletroforese em gel de
agarose 1 %, corado com brometo de etidio, através de comparagdo com DNA de fago A, com
concentra¢do conhecida. O DNA foi diluido em H,O, para uma concentra¢do de 2 ng/ul e
requantificado com eletroforese em gel de agarose 1 %.

Reacgoes de PCR

O DNA foi amplificado conforme Ferreira & Grattapaglia (1995), num volume total de 13
ul, sendo 3 pul de DNA (2 ng/ul) e 10 ul de coquetel (3,46 pl H,O; 1,0 ul BSA [1 mg/ml]; 1,3 ul
tampdo 10 X [15 mM MgCl]; 1,04 pl ANTPs [2,5 mM]; 3 pl Primer [5 ng/ul] e 1 U Taq DNA
Polimerase [5 u/ul - Cenbiot-RS]). Sobre a reagdo foram adicionados 50 ul de 6leo mineral. O
programa de amplificagdo foi 92° C (1 minuto), 35° C (1 minuto), 72° C (2 minutos), repetidos 40

vezes e 72° C (5 minutos).

Visualizagdo dos fragmentos amplificados

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %, contendo

brometo de etidio (100 pug/600 ml gel), durante aproximadamente 4,5 horas a 120 V. A imagem
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dos géis em luz ultra-violeta, foi digitalizada num sistema computadorizado (Fagle Eye 11 -
Stratagene).

Selegio de primers e avaliag¢do da F,

Os primers utilizados para a analise da populacdo F, foram testados através de reagdes de
PCR, realizadas nas amostras ICS 1, SCA 6 e F,. Foram selecionados os primers que
apresentavam locos com presenga da banda em um dos genotipos parentais, auséncia da banda no
outro gendtipo parental e presenga de banda no genétipo F; (Figura 2). Desta forma, foram
selecionados apenas locos que eram (1) ndo homozigoto recessivo para um dos parentais, (2)
homozigoto recessivo para o outro parental e (3) heterozigoto no F, (Figura 3). Apods a selecdo

dos primers, todos os individuos F,, foram avaliados para todos os primers selecionados (Figura
4).

OPAB-11 OPX-5 O PX-20 OPJ-13
MPFl MPF1 MPF1I MPFI

-

Figura 2. Primers que amplificaram locos RAPD em condigdes ideais para
mapeamento em F,, com marcadores dominantes. Obs: (M) genotipo
parental ICS 1, (P) gendtipo parental SCA 6 ¢ F;.
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M P F1 F2(3:1)

| NN

Figura 3. Selegdo de primers e segregacdo dos locos RAPD em cacaueiro. Obs: (M)
genotipo parental ICS 1, (P) genotipo parental SCA 6, F, e F,.

Primer OPJ-13 ey Primer OPK-8
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Figura 4. Analise da populagdo F, de cacaueiro, com marcadores RAPD.

Analise dos dados

Nos testes de ligagdo, uma planilha eletronica foi construida, discriminando os fenétipos
moleculares observados para os individuos da populagdo F, segregante (1 para presenga ou 0 para
auséncia da banda), para todos os locos RAPD interpretados.

O teste estatistico de significancia Qui-quadrado foi empregado para todos os locos
interpretados, para determinar se a segregagdo observada respeitava as proporgdes de segregacdo
mendeliana esperadas de 3:1 para os 21 locos dominantes e 1:2:1 para os trés locos co-
dominantes.

Os locos que apresentaram segregagdo com desvio da propor¢do mendeliana esperada,
com 1 % de probabilidade, foram excluidos dos testes de ligagdo. Os locos restantes, com
excecdo dos co-dominantes, foram divididos em dois grupos. O primeiro referente aos

marcadores herdados pelo F; do parental ICS 1 e o segundo, referente aos marcadores herdados
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pelo Fy, do parental SCA 6. Tanto o primeiro como o segundo grupo, foram acrescidos dos locos

co-dominantes e submetidos a analise de ligagdo no programa MapMaker (Lander, 1987).

Resultados

Os resultados (Tabela 2) indicam baixa capacidade de detecgdo de polimorfismos
genéticos adequados para mapeamento neste cruzamento, com a técnica RAPD.

Por esta técnica apresentar grande capacidade multiplex, esperava-se uma taxa de
aproveitamento de primers superior a encontrada, embora ndo seja incomum em outros trabalhos
que diversos primers testados e selecionados sejam excluidos da avaliagdo e interpretagdo dos
dados por ndo manterem o padrdo de amplificagdo, ou ndo gerarem bandas com absoluta clareza
de informagdes. Ronning ef al (1994) testaram a eficiéncia de marcadores RAPD para
mapeamento de uma populacdo de retrocruzamento de cacaueiro. De 180 primers testados, os
autores encontraram 26 % que amplificavam bandas claras e reproduziveis, somando um total de

71 locos ideais para mapeamento, representando 1,52 locos por primer.

Tabela 2. Nﬁmerovde primers, locos observados e avaliados na selegdo de primers e analise da populagio F,
de cacaueiro, da variedade Theobahia.

Primers avaliados no screening 86 -

Primers selecionados 23 (26,7 %)
Locos selecionados 45 1,96/primer
Primers interpretados e avaliados 14 (60,8 %)
Locos interpretados e avaliados 24 (53,0 %) 1,71/primer
Locos com heranga co-dominante 3 (12,5 %)
‘Locos com desvio da segregagdo Mendeliana 5 (20,8 %)
Locos testados para ligagdo 19 (79,2 %)
Locos ligadps- : 7 (36,8 %)

Os 24 locos RAPD interpretados na populagdo F, de cacaueiro, foram utilizados para os
testes de ligag@o. Dos 24 locos interpretados, 3 apresentaram heranga co-dominante, permitindo a
distingo de fenétipos moleculares heterozigotos e homozigotos dominante. Apesar dos
marcadores RAPD apresentarem heranga dominante, na situagdo especifica onde ocorre uma
pequena inser¢do ou uma pequena delegdo em um dos homélogos, eles adquirem heranga co-
dominante. Neste caso o heterozigoto que apresenta duas bandas, sendo uma pouco maior que a
outra, pode ser distinguido de ambos os homozigotos que apresentam uma ou outra banda. Estes

eventos somente podem ser observados quando a delegdo ou inser¢do € de um pequeno nimero
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de pares de base, permitindo que os dois alelos do loco permanegam suficientemente préximos
durante a eletroforese.

A detecgdo de um loco RAPD de heranga co-dominante € comprovado pela inexisténcia
de individuos nulos para ambas as bandas, o que caracteriza a independéncia das bandas e as
identifica como marcadores RAPD de heranga dominante. Além da observagdo de segregacdo em
um namero suficiente de individuos segregantes, outras formas de se comprovar a heranga co-
dominante destes locos s@o (1) o seqiienciamento dos fragmentos e comprovagdo de homologia
ou (2) o uso dos mesmos como sondas para hibridizagdo em alguns individuos. Para a utilizagio
destes marcadores RAPD co-dominantes, no mapeamento € necessario que um parental seja
homozigoto para um alelo e o outro parental seja homozigoto para o outro alelo.

Dos locos interpretados, trés foram originarios do parental SCA 6, sendo os demais
originarios do parental ICS 1. Uma possivel explicagdo para este resultado é de que apds varios
cruzamentos realizados entre ICS 1 e SCA 6, foram selecionados aqueles clones F; que
apresentavam maior semelhanga com o ICS 1, ja que o clone ICS 1 foi utilizado para doar as
caracteristicas agronomicas e de produc@o a variedade Theobahia e o clone SCA 6 foi utilizado
como doador de caracteristicas para resisténcia a vassoura-de-bruxa.

A Tabela 3 demonstra os valores do teste Qui-quadrado obtidos para os locos avaliados
com marcadores RAPD.

Os locos RAPD herdados pelo Fi, do parental SCA 6 (3 dominantes e 3 co-dominantes),
quando submetidos a teste de ligagdo no programa MapMaker, ndo apresentaram nenhum grupo
de ligagio, com a utilizagdo de LOD = 4,0 (probabilidade de detecgdo de falsa ligagdo igual a 10
*%) e freqiiéncia de recombinagio maxima de 40 %. Os locos RAPD herdados pelo F; do parental
ICS 1 (13 dominantes e 3 co-dominantes) quando submetidos a teste de ligagdo no programa
MapMaker, sob os mesmos pardmetros, apresentaram 3 grupos de ligagdo, sendo um deles com 3
locos RAPD e os outros dois com dois locos RAPD (Figura 5). A freqiiéncia de recombinagéo e a
distincia em cM (centiMorgans) existente entre os locos de cada grupo de ligagdo foi estimada
‘pela-fungdo.de Kosambi. A ordem dos trés locos agrupados no mesmo grupo de ligagdo foi
determinada pela ‘minimizag¢do da probabilidade de erro de todas as combinagdes possiveis. A
distancia total mapeada pelos trés grupos de ligagio foi de 38,2 ¢cM. O logaritmo do valor obtido.
pelo método de maxima verossimilhanga, nestes grupos de ligagdo foi de -252,08.

A utilizagdio de LOD = 4,0 apresenta alto rigor sobre o agrupamento e calculo da
- freqiéncia de recombinagdo das ligagGes, restringindo a ‘possibilidade de detec¢do de falsas
ligagGes.
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Tabela 3. Valores do teste de significancia Qui-quadrado encontrados para os 24 locos RAPD avaliados na
populagdo F; da variedade Theobahia.

Dominantes Y2 (g.1=1) Dominantes Y2 (gL=1)
OPZ10/900 0,041 OPX5/530 0,154
OPY16/950 2,177 OPR5/900 0,037
OPY16/850 0,103 OPR5/315 2,068
OPY16/450 8,804%++ OPAA11/280 0,751
OPJ13/1550 21,823%+* OPZ19/1100 5,207+
OPJ13/1500" 2,232 OPZ19/700 0,450
OPJ13/650 6,918+ OPABY/460 8,063%+*
OPK38/230" 0,926 OPX4/900 26,512%+*
OPJ18/1500 2,400 Co-dominantes v (@l=1)
OPJ18/1400 0,202 OPAB11/750 3,853
OPY20/300 3156t OPAB11/700 0,077%*
OPY20/700 6,505+ OPZ4/410 0,892
OPX5/2000' 2,52631579

Obs: Locos com desvio de segregagdo mendeliana, (***) 1 % de probabilidade, (**) 5 % de
probabilidade e (¥) 10 % de probabilidade e (') locos originados do parental SCA 6. Os locos
marcadores sdo idéntificados como OP (Operon tecnologies), seguido de uma ou duas letras (p.ex.
J - Kit de primers J), de um numero (p.ex. 13 - niimero do primer no Kit) e /mimero (mimero de
pares de base do fragmento).
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4 rOPR-5/320
1~ rOPAB-11/730
(18.5 %) 19.5 —
(16.6 %) 17.3 —
4 rOPY20/700
- rOPX-5/530
4 rOPZ-10/890
(18.8%) 19.8—
(18 %) 18.8 —||
4 rOPY-20/800
4 rOPJ-18/1500 :

Figura 5. Grupos de Ligagdo para o parental ICS 1, baseado em marcadores RAPD analisados na
populagéo F, segregante do cruzamento ICS 1 x SCA 6 de cacaueiro (Theobroma cacao). Obs:
A esquerda, esta a distincia baseada em freqiiéncia de recombinacdo entre os marcadores
ligados (%) e a distancia em cM. Os locos marcadores, a direita do grupo de ligagdo, sdo
identificados como OP (Operon tecnologies), letras (Kit de primers), nimero (nimero do primer
no Kit) e /namero (namero de pares de base do fragmento).

Conclusoes

A técnica- RAPD ndo se mostrou eficiente para ser- utilizada-como tnico marcador no
‘mapeamento-deste cruzamento especifico, porque o nimero de locos encontrados, em relagdo ao
~namero “de -primers “testados, -foi - baixo, indicando - pequena  capacidade - de detecgdo - de
polimorfismos e por ser de-heranga dominante, pouca informagéo para o calculo de detecgdo de

- ligagdo e frequenéla de recombinacdo. Marcadores RAPD podem no entanto, ser associados a
outros..marcadores .para saturar um .mapa. genético -iniciado. com .outros marcadores, saturar
regides que apresentem caracteristicas de interesse e também na avaliagio de grupos de plantas

formados para identificar caracteristicas de interesse.
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Introducio

‘Uma importante aplicagio dos marcadores moleculares na genética de plantas é a
discriminagdo de diferentes gendtipos, através da analise de polimorfismos isoenzimaticos ou
polimorfismos de fragmentos de DNA. Cada padrdo molecular de um individuo se constitui em
uma impressdo digital (genetic fingerprinting). Essa diferenciagdo de genétipos pode ser usada
para (1) identificagdo de origem parental, (2) disting@o de clones e de cultivares, (3) distingdo de
plantas originadas por autofecundagdo ou fecundagdo cruzada, (4) protecdo de linhagens ou
hibridos, (5) estudos de evolugdo, (6) estudos de filogenia, (7) deteccdo de pureza varietal, (8)
monitoramento de cruzamentos e (9) estudos de diversidade e distancia genética (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). '

Marcadores moleculares baseados em polimorfismos de DNA amplificado ao acaso
(RAPD) apresentam grande capacidade multiplex, que permite a analise de varios locos com a
utilizagdo de um unico primer (oligonucleotideo iniciador). O uso de varios primers em reagio
RAPD possibilita uma ampla cobertura gendmica, permitindo ao geneticista um maior potencial
de avaliagdo de grande nimero de marcadores, em curto espago de tempo e baixo custo (Tingey
et al, 1993). Nestes marcadores cada loco fornece dois alelos (dados binarios), sendo a presenga
de banda interpretada como heterozigoto ou homozigoto dominante (alelo 1) e a auséncia da
banda como todos os demais alelos do loco (alelo 0) (Skroch, 1992). Como conseqiiéncia da
heranga dominante dos locos RAPD fica dificultado o calculo das freqiiéncias alélicas nas
populagdes.

Marcadores microsatélites ou Seqiiéncias Simples Repetidas (SSR) possuem heranga co-
dominante, capacidade de detec¢do de varios alelos por loco, detectam e avaliam individualmente
a variagdo existente em cada loco e apresentam distribui¢do por todo o genoma. Marcadores
microsatélites altamente polimérficos e informativos sio ideais para estudos de ligagdo, genética
de populagdes e diversidade .genética (Morgante ef al, 1993). Marcadores microsatélites
.possibilitam o calculo.da freqiiéncia alélica, e comparativarhente a outros marcadores, apresentam
maior capacidade de detecg¢@o de variabilidade genética, traduzindo-se numa maior capacidade
discriminatoria. Esta maior capacidade de detecg@o de variabilidade genética ocorre (1) porque a
pressdo de selegdo_em microsatélites é pequena, permitindo que estes evoluam rapidamente,
aumentando a variabilidade e (2) ¢ possivel a identificagdo de muitos alelos por loco.

A distingdo de clones e cultivares, utilizando marcadores moleculares, ¢ realizada através
da estimativa da distdncia genética entre os gendtipos avaliados. A distdncia genética ou
similaridade genética (seu complemento) fornece uma estimativa da diferenga, ou semelhanca
existente entre as unidades taxondmicas operacionais. As unidades taxon6micas operacionais sdo
os genotipos cuja distdncia genética se deseja quantificar, podendo ser espécies, populagdes,

cultivares, clones, individuos, etc.
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Para se calcular a distdncia genética entre duas unidades taxonOmicas operacionais s3o
utilizadas as coincidéncias e distingdes de bandas, obtidas através dos marcadores moleculares.
Marcadores moleculares com heranga co-dominante sio mais informativos para a estimativa da

distancia genética porque possuem informagao sobre a freqiiéncia dos alelos.

Arroz

A observagdo das caracteristicas agronémicas e morfologicas de duas cultivares de arroz
irrigado gerou davidas de agricultores e melhoristas sobre a origem destas mesmas cultivares. A
primeira cultivar (BR-IRGA 409*) plantada em Roraima, possui 0 mesmo nome dado a uma
cultivar largamente utilizada no Rio Grande do Sul. Como estas regides apresentam condi¢des
climaticas muito diferentes e a adaptag@o e performance agrondmica de uma cultivar a ambientes
tdo diferentes é complexa, a hipotese formulada foi de que se tratava, na realidade, de uma
cultivar geneticamente distinta de BR-IRGA 409. A segunda cultivar € conhecida no Rio Grande
do Sul como Filipinho (ou Tailandés) e tem pedigree desconhecido. Ela foi desenvolvida ou
simplesmente comercializada a partir de linhagens e cultivares do programa de melhoramento
genético de arroz da EMBRAPA e Instituto Riograndense do Arroz (IRGA).

O objetivo deste estudo foi testar a hipotese de identidade genética entre as duas
cultivares conhecidas como BR-IRGA 409. Testou-se ainda a identidade genética da cultivar

Filipinho em relagdo a cultivares do programa de melhoramento genético de arroz.

Batata

Dois genétipos de batata (Solanum tuberosum), com caracteristicas agronémicas €
morfolégicas distintas das variedades de batata cultivadas foram isolados no campo de sementes
de batata da Estagio da EMBRAPA de Canoinhas - SC. Os genotipos apresentam alta
produtividade e alta qualidade de tubérculos. Apds alguns anos de cultivo destes genotipos os
melhoristas da EMBRAPA de Canoinhas e da EMBRAPA/CNPH - Centro Nacional de Pesquisa
de Hortaligas, demonstraram interesse em-langar no mercado esses dois genotipos como novas
cultivares, contudo a desconhecida origem dos genétipos impede esta iniciativa. As possiveis
origens -dos genotipos sdo (1) contaminagdo genética, por ‘mistura- de materiais, brota¢Ges de:
tubérculos de materiais que permaneceram no campo de sementes, apds outros cultivos, etc. e (2)
mutagdo a partir das cultivares Achat e Monalisa, encontradas em cultivo na area, onde os dois
genotipos foram :coletados. No caso de comprovagdo da origem por mutagio a EMBRAPA
langaria estes dois gendtipos como novas cultivares (Marcio Elias Ferreira, comunicagdo pessoal).

O objetivo deste estudo foi avaliar a distdncia genética dos gendtipos de origem
desconhecida, AB-1 e AB-2 em relag@o as cultivares Achat e Monalisa, respectivamente.
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Materiais e Métodos

Gendtipos avaliados

Para os testes de identidade de arroz irrigado foram utilizadas plantas das cultivares BR-
IRGA 409 (plantado em RR), BR-IRGA 409 (plantado no RS), Felipinho, e oito cultivares e
linhagens do programa de melhoramento genético: CICA 8, CNA 6860, CNA 7556, Branquinho,
Cachinho, Jequitiba, Metica 1 e Javaé.

Para os testes de identidade de batata foram utilizadas as cultivares Achat, € Monalisa que
poderiam ter originado, através de mutagdo, os genodtipos AB-1 e AB-2, respectivamente ¢ a

cultivar Elvira.

Extragdo de DNA

O método de extragdo utilizado foi 0 mesmo descrito no Capitulo I para cacaueiro. Para
arroz foi utilizado tecido foliar de sementes germinadas e para batata, tecido foliar de plantas
adultas. Tanto o DNA de arroz como o de batata foram utilizados apds a primeira resuspensio

em tampdo TE, ndo sendo realizada a lavagem com NaCl e a segunda resuspensdo em tampio
TE.

Quantificacdo do DNA

O DNA foi quantificado e a sua qualidade avaliada, através de eletroforese em gel de
agarose 1 %, corado com brometo de etidio, através de comparagdo com DNA de fago A, com
concentragdo conhecida. O DNA foi diluido em H,0, para uma concentragdo de 3 ng/ul e
requantificado com eletroforese em gel de agarose 1 %.

Marcadores moleculares utilizados

Para realizar os-testes.de identidade entre os gendtipos de batata foram utilizados
marcadores RAPD e para realizar os testes de identidade- entre as cultivares de arroz foram

_utilizados RAPD e microsatélites.

Amplificacdo e visualizacdo dos microsatélites em arroz \

- As reagdes de amplificagdo. na PCR foram.preparadas-seguindo a mesma metodologia .da
reagdo de PCR para RAPD, com modificagdes de componentes e de concentragdes. O DNA foi
amplificado num volume total de 20 ul, sendo 3 ut de DNA (3 ng/pl) e 17 pl de coquetel (4,2 pl
H,0; 2,0 ul DMSO 50 %; 2,0 ul tampdo 10 x [15 mM MgCl,]; 2,0 ul dNTPs [2,5 mM]; 6,6 ul
primer [5 ng/ul] € 1 u Tag DNA polimerase [5 u/ul - Cenbiot-RS]). Sobre a reagdo foram

adicionados 50 pl de o6leo mineral. O primeiro ciclo de amplificagdo foi 94° C (5 minutos),
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seguido por 29 ciclos de 94° C (1 minuto), 56° C (1 minuto), 72° C (2 minutos), e finalmente um
ciclo 72° C (7 minutos).

~ Os primers para regides microsatélites de arroz foram desenvolvidos em Oryza
glumaepatula (Brondani, 1998) e cedidos para este experimento para confirmar os resultados de
identidade obtidos com RAPD. A transferibilidade destes locos microsatélites entre gendtipos de
- O. glumaepatula e O. sativa ja havia sido comprovada.
’ Os microsatélites amplificados foram separados através de eletroforese em gel de agarose
3,5 % e também em gel de poliacrilamida (7 %) tanto sob condigdes normais como desnaturantes
(7 M Uréia). Os géis de poliacrilamida foram corados com nitrato de prata (DNA Silver Staining

System - Promega) e fotografados.

Amplificagdo e visualizagdo dos fragmentos RAPD
O DNA foi amplificado e o produto da PCR visualizado, conforme descrito no Capitulo I.

Anadlise dos dados

Dos marcadores RAPD polimérficos foram selecionados aqueles que apresentavam nitidez
e consisténcia na repeti¢do do experimento. Estes foram identificados como (1) para presenga ou
(0) para auséncia em cada individuo e usados no programa NTSYS para as analises genéticas. A
analise de similaridade genética entre cada par de acessos foi estimada com base no coeficiente de
Jaccard. O método de Jaccard compara todos os genotipos entre si, avaliando trés tipos de
informagdes em relagdo aos marcadores binarios gerados: (a) numero de vezes em que os dois
gendtipos apresentam a banda, (b) nimero de vezes em que somente o primeiro genétipo
apresenta a banda e (c) numero de vezes em que somente o segundo genotipo apresenta a banda.
O indice de similaridade genética é calculado por a/ (a+b+c), sendo desconsiderado os
marcadores que estdo ausentes para ambos os genotipos.

Uma matriz de similaridade para cada comparaggo dois a dois foi computada. Os dados da
matriz foram utilizados para .andlise aglomerativa e ‘hierarquica pelo método UPGMA
.. (Unweighted pair - grouping mean arithmetic) e apresentados na forma de dendrogramas apés
.analise de coordenadas parciais. Os marcadores microsatélites foram usados para comprovar os

resultados dos marcadores RAPD.

Resultados

Arroz
Dezesseis primers amplificaram 177 fragmentos RAPD, dos quais 62 (35 %) apresentaram

polimorfismo. Este resultado demonstrou grande capacidade de detecgdo de polimorfismo dos
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marcadores RAPD nestes genotipos de arroz. A Figura 6 mostra a amplificagdo de alguns

marcadores RAPD para os genétipos de arroz avaliados.

Primer OPX-20 Primer OPX-05 Primer OPAB-09 Primer OPY18
CSN7JF6QMHB CSNT7JF 6QM CSN7JF6QMHB CSN7JF6QMHB

" p

_Swssuaug.

.

Figura 6. Amplificagdo de quatro primers RAPD no experimento de teste de identidade para 11 genétipos
de arroz. Obs: (C) CICA 8, (S) BR-IRGA 409, plantado no RS, (N) BR-IRGA 409, plantado
em RR, (7) CNA 7556, (J) Javae, (F) Felipinho, (6) CNA 6860, (Q) Jequetiba, (M) Metica 1,
(H) Cachinho, (B) Branquinho. As setas indicam locos RAPD polimérficos.

O indice de similaridade genética encontrado com marcadores RAPD para as cultivares
homonimas BR-IRGA 409 foi de apenas 0,59 (c. Jaccard), demonstrando que as cultivares
homonimas BR-IRGA 409 sio geneticamente distintas. Essa constatagdo rejeita a hipotese de que
se tratava da mesma cultivar, sendo a cultivar plantada em Roraima, uma outra cultivar. Neste
estudo ndo foi possivel realizar a sua identificagdo, pois a cultivar plantada em Roraima diferiu
geneticamente de todas as cultivares avaliadas neste estudo.

A cultivar Filipinho, com base nos dados obtidos com marcadores RAPD, apresentou
coincidéncia de 100 % com o fingerprinting molecular observado na cultivar Javaé. Este
resultado confirma a hipotese de identidade entre as duas cultivares, demonstrando que a cultivar
denominada de Filipinho é geneticamente idéntica a cultivar Javaé. A Figura 7 mostra um
dendrograma montado a partir do indice de similaridade genética encontrado para os genétipos de

arroz avaliados (Tabela 4).
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Tabela 4. Indices de similaridade genética obtidos para as linhagens e cultivares de arroz, através do
método de Jaccard. , .

C S N 7 J F 6 Q M H B
Cica 8 (C) 1.000
BR-IRGA409S 0543  1.000
BR-IRGA409N 0545 0.595  1.000
CNA7556(7) 0324 0326 0385  1.000
Javaé (J) 0.545 0405 0436 0317  1.000
Filipinho (F) 0.545 0405 0436 0317 1.000 1.000
CNAG6860(6)  0.581 0500 0500 0529 0459 0459  1.000
Jequitibd (Q) 0459 0.632 0.639 0500 0405 0405 0.500 1.000
Metica I (M) 0474 0561 0488 0553 038 0386 0639 0524 1.000
Cachinho (C) 0438 0459 0429 0400 0.500 0.500 0548 0432 0.447 1.000
Branquinho (B)  0.286 0.178  0.190 0231 0282 0282 0297 0205 0.191 0243 1.000

\J v

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
b ————————]
| CICA 8

| Javaé

! Filipinho
Cachinho
Irga 409 S

|| Irga 409 N

| Jequitiba

] O CNA 7556
CNA 6860
Metica I

o Branquinho"

Figura 7. Similaridade genética existente entre os gendtipos de arroz avaliados no teste de identidade.

.A-amplificagio. pela PCR dos loces:microsatélites-diferenciou- geneticamente as cultivares-
homdnimas BR-IRGA 409 e ndo diferenciou geneticamente as cultivares Filipinho e Javaé

(Figura 8). Estes resultados corroboram os resultados obtidos com marcadores RAPD.

17



Capitulo II - Testes de Identidade

Primer 09

-

Primer 0G-57 ¢X174/Hae

sdodiae.
v ¥ e

Figura 8. Amplificagdo de dois primers microsatélites em cinco genétipos de arroz, resolvidos em gel de
agarose 3,5 %. Obs: (S) BR-IRGA 409, plantado no RS, (N) BR-IRGA 409, plantado em RR,
() Javaé, (F) Felipinho e (B) Branquinho. As setas indicam locos polimoérficos.

A resolugdo dos fragmentos amplificados de microsatélites foi superior em géis de
poliacrilamida em relagfo a géis de agarose. Contudo, nenhuma diferenga na migragio relativa das
bandas foi observada. Nao foi observada diferenca, entre gel de agarose e poliacrilamida, na
resolu¢do dos alelos amplificados. Todos os locos microsatélites amplificados, nas diferentes
cultivares, apresentaram apenas uma banda, comprovando a homozigose esperada destas

cultivares e linhagens de arroz.

Batata
Dos 94 primers testados, 63 amplificaram 162 fragmentos polimodrficos que foram usados
para o calculo do indice de similaridade genética (Jaccard). A Figura 9 mostra um gel com a

amplificagdo de alguns primers RAPD, com os cinco genétipos avaliados.
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OPR-7 OPR-6. OPR-5 OPR-4 OPR-3
AEMI12 AEM12 AEMI12AEMI1 2 AEM12

Figura 9. Marcadores RAPD usados no experimento de teste de identidade de gendtipos de
batata. Obs: (A) Achat, (E) Elvira, (M) Monalisa, (1) AB-1 e (2) AB-2. A linha
1 contém padrio de peso molecular ladder 1 Kb.

A Tabela 4 mostra os valores de similaridade genética obtidos para os genétipos de batata,

através do método de Jaccard.

Tabela 4. indices de Similaridade Genética obtidos para os gendtipos de batata,
através do método de Jaccard.

Achat Elvira Monalisa AB1 AB2
Achat 1.000
Elvira 0.295 1.000
Monalisa 0.222 0.228 1.000
AB1 0.968 0.288 0.224 1.000
AB2 0.238 0.468 0.296 0.231 1.000

A Figura 10 mostra graficamente os resultados da Tabela 4.

O baixo indice de similaridade genética entre a cultivar Monalisa e o genoétipo AB-2
(29,6 %), descartam a possibilidade de origem por mutagdo a partir da variedade Monalisa. Esta
constatagdo parte da premissa de que se uma planta € derivada de outra a partir de mutagio do
genoma, deve apresentar um alto indice de similaridade genética, pois na maior parte do genoma

ha homologia entre a planta original e o mutante.
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\J : : v
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
, . o | ,

r Achat
L AB1
Elvira
AB 2

Monalisa

Figura 10. Similaridade genética dos cinco gendtipos de batata,
obtidos através de marcadores RAPD.

O indice de similaridade genética entre a cultivar Achat e o genétipo AB-1 (96,8 %), ndo
descarta a hipotese de que o gendtipo AB-1 tenha sido originado por mutagio a partir da cultivar
Achat. Essa alta homologia encontrada entre os dois gendtipos pode explicar a sua origem a partir
da mutagfio. As duas bandas polimérficas encontradas entre os dois gendtipos (3,2 %) podem ser

de regides cromossdmicas que sofreram alteragdo genética, decorrentes da origem do gendtipo
AB-1.

Conclusoes

Arroz

Os resultados (1) rejeitaram a identidade genética entre as cultivares homonimas BR-
IRGA 409 plantadas em Roraima e no Rio Grande do Sul e, (2) confirmaram a identidade
genética entre as cultivares Filipinho e Javaé, indicando que a cultivar denominada Filipinho, é
_ na realidade, a cultivar Javaé, desenvolvida pelo programa de melhoramento genético de arroz da
EMBRAPA e Instituto Riograndense do Arroz (IRGA). Estes resultados confirmam observagdes
morfologicas realizadas em campos de plantio destas variedades e subsidiam iniciativas de

protecdo comercial das cultivares analisadas.

Batata

Os resultados do teste de identidade realizado em batata concluiram (1) que o gendtipo
AB-1 pode ser realmente derivado por mutagéo da cultivar Achat e (2) que o gendtipo AB-2 ndo
¢ derivado da cultivar Monalisa, podendo se constituir de contaminag¢&o de plantas no campo de

sementes.
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