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SUMARIO

SILVA, Maguida Fabiana da,. Universidade Federal de Santa Catarina,
novembro de 2007. Desenvolvimento de um mapa genético de ligacédo de
macieira saturado para a regido com resisténcia a Mancha Foliar de
Glomerella (Colletotrichum gloeosporioides). Orientador: PhD Rubens

Onofre Nodari

Desde a década de 80, o cultivo da macieira no Brasil vem sofrendo grandes
perdas devido a Mancha foliar de Glomerella (MFG) causada por
Colletotrichum spp. Esta doencga tem se espalhado pelos pomares do sul do
Brasil, e recentemente também pelos pomares dos Estados Unidos. Devido
aos prejuizos econdmicos causados pela MFG é crescente a preocupagao por
parte da comunidade cientifica em buscar o entendimento dos mecanismos
genéticos envolvidos na resisténcia a essa doenga, uma vez que nao existem
medidas de controle quimico que atendam as exigéncias da produgao
integrada (PIM). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
mapa geneético de ligagdo, em macieira, saturado para a regido que contém o
gene de resisténcia a Mancha Foliar de Glomerella (Colletotrichum
gloeosporioides), visando contribuir para a eficiéncia na geragdo de novas
cultivares de macieira resistentes a essa doenca. Foi analisada reagcdo a MFG
em trés populagdes de mapeamento (M-13/91 x M-46/94, M-13/91 x ‘Gala’ e
‘Pink Lady’ x ‘Imperatriz’). Os resultados obtidos nos bioensaios indicaram a
necessidade de se fazer ajustes de metodologia para incubagdo da MFG em
cada caso. A reacgao identificada nas populagdes em estudo aponta para uma
resisténcia monogénica recessiva, concordando, portanto, com os resultados
encontrados na literatura. Contudo, os resultados encontrados também né&o
permitem rejeitar a hipdtese de segregagao de 9:7. Assim, ndo se descarta a
hipétese de que outro gene esteja interferindo nas respostas das plantas ao
Colletotricum spp. Foi também realizada a selecdo de marcadores RAPD,
microssatélites e AFLP, visando mapeamento genético de macieira em duas
populagdes segregantes. Para os marcadores RAPD a estratégia de selecao

de marcadores utilizada foi o BSA. Dos 195 iniciadores RAPD testados,



nenhum apresentou produto de amplificacdo co-segregando com o gene de
resisténcia a MFG. No caso dos marcadores microssatélites o polimorfismo
encontrado foi abundante e dos 93 iniciadores testados, 63 foram utilizados no
mapeamento genético da populagdo M-13/91 x ‘Gala’. Os marcadores AFLP
apresentaram uma média de 13,1 e 10,5 fragmentos polimérficos entre os
parentais das duas populagdes em estudo. Um mapa genético de ligacao foi
construido para a populagdo proveniente do cruzamento M-13/91 x ’'Gala’
contendo 23 grupos de ligagdo abrangendo 1.179,7 cM com uma média de
distancia entre marcadores de 8,8 cM. O gene de resisténcia a MFG foi
mapeado no grupo de ligagcao 15, proximo aos microssatélites NZ02b1 (2,1
cM), CHO3b06 (6,8cM) e Hi03g06 (7,5 cM). O microssatélite NZ02b1 pode ser
utiizado em programas de melhoramento de macieira, visando selecionar
plantas resistentes a MFG, uma vez que o mesmo encontra-se ligado ao gene
de resisténcia a essa doenca. A frequéncia de recombinacao relativamente

baixa entre eles caracteriza este como um marcador util para sele¢do indireta.
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SUMARY

SILVA, Maguida Fabiana da,. Universidade Federal de Santa Catarina,
november of 2007. Development of genetic linkage map of an apple
segregating population to Glomerella Leaf Spot (Colletotrichum
gloeosporioides) Adviser: PhD Rubens Onofre Nodari

Since the 1980’s, the apple prodution in Brazil has experienced great losses
due to a disease, Glomerella Leaf Spot — GLS, caused by Colletotrichum spp.,
not known previously. This disease has spread to all the apple orchards of
southern Brazil, and has begun to spread in the USA. Due to the great
economic damage caused by GLS the demand to understand the genetic
mechanisms involved in the disease’s resistance is increasing, since effective
chemical control measures that respect the norms of IAP are not available. In
this sense, the objective of this work was the development of genetic linkage
map of an apple segregating population to Glomerella Leaf Spot (Colletotrichum
gloeosporioides) to contribute for the efficiency in the generation of new apple
cultivars resistant to that disease. The GLS reaction in three mapping
populations was analyzed (M13/91 x M-46/94, M-13/91 x ‘Gala’ and ‘Pink Lady’
x ‘Imperatriz’). Biological assays results indicated the necessity of making
adjustments of methodology for GLS incubation in each case. The reaction
identified in the study populations points to a recessive monogenic control
agreeing, therefore, with the results found in literature. However, the obtained
results also do not allow the rejection of the segregation hypothesis of 9:7. The
selection of markers RAPD, SSR and AFLP was accomplished for genetic
mapping of apple in two segreganting populations. For the RAPD markers the
strategy of selection of markers used was BSA. Of the 195 RAPD initiators
tested none presented amplification product co-segregating with the resistance
gene GLS. In the case of the SSR markers the found polymorphism was
abundant and among the 93 pair of primers tested, 63 were polymorphic
between the parents M-13/91 and ‘Gala’. The AFLP markers presented an
average of 13.1 and 10.5 polymorphic fragments among the parental of the two
study populations. A genetic linkage map was made for the population M-13/91

x 'Gala" covering 23 linkage groups including 1,179.7 cM with a average
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distance among markers of 8.8 cM. The GLS resistance gene was mapped on
linkage group 15, close to SRRs NZ02b1 (2.1 cM), CHO3b06 (6.8cM) and
Hi03g06 (7.5 cM). The relatively low recombination frequency among them and
the resistant gene to GLS assigns to SRR-NZ02b1 a useful marker for indirect

selection.
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1. INTRODUCAO

A maca é a mais importante fruta de clima temperado comercializada “in
natura”, tanto no contexto internacional quanto brasileiro. A estimativa da FAO
da producdo mundial de maca, em 2004, era de aproximadamente 59,1
milhdes de toneladas, em uma area colhida de 5,3 milhdes de hectares, o que
representou um incremento de 0,47% e 1,25%, respectivamente, em relacéo
ao ano de 2003 (ICEPA, 2005).

No Brasil, a cultura da macieira é recente e se estabeleceu por meio de
grandes empresas a partir de 1970 atraidas por incentivos de politicas publicas
(Mello, 2004). Desde entdo, inumeros desafios ja foram superados
possibilitando um aumento de produgao de 1.528 t, em 1973, para 989.961 t na
safra 2003/04 (ABPM, 2004). Contudo, ainda existem problemas que a serem
superados, como a exigéncia em frio, cuja reducéo iria possibilitar um aumento
na area de cultivo, e as enfermidades que atingem os pomares do nosso pais,
como € o caso da Mancha Foliar de Glomerella.

Desde sua primeira constatagdo, a Mancha Foliar de Glomerella (MFG),
também conhecida como Mancha Foliar da Gala vem se espalhando por todos
os pomares de maga do sul do Brasil, sendo considerada uma das doencgas
mais importantes da macieira na atualidade (Katsurayama et al., 2000). O uso
intensivo de fungicidas por periodos prolongados possui o potencial de
promover o desenvolvimento de estirpes do patdégeno (Colletotrichum spp.)
resistentes a estes produtos, devido ao efeito da selegdo ou aparecimento de
estirpes incessiveis a fungicidas, consequentemente, causando a perda de
controle (King et al., 1998).

Uma das medidas de controle mais eficaz € a substituicdo da cultivar
‘Gala’ e seus clones por variedades existentes resistentes a Mancha Foliar.
Outra alternativa € o desenvolvimento de novas cultivares resistentes a essa
doenga. Se de um lado estas medidas s&o de dificil implantag&o, pois a ‘Gala’
representando em torno 50% da producao brasileira, € considerada cultivar
padrao pela sua coloragao e formato atraentes (Katsurayama et al., 2004), de
outro lado, o conhecimento cientifico € a fonte maior de solugbes para os

problemas agronémicos.



Assim, conhecer as bases genéticas e o comportamento dos genes de
resisténcia em diferentes backgrounds genéticos sera um passo decisivo na
compreensao da reagédo da planta a esse fungo. A possibilidade de mapear
esses genes de resisténcia abre inumeras possibilidades na utilizagdo de
ferramentas para acelerar a transferéncia desses genes para genotipos

adaptados e de alta aceitagao pelos consumidores.

2. JUSTIFICATIVA

A producédo de magas no Brasil € continuamente crescente, bem como
as exportagdes e a importancia econémica da pomicultura (BRDE, 2000). No
Estado de Santa Catarina a produgao passou de 1.528 t colhidas na safra
1973/74, para 516 mil t na safra 2003/04 (ABPM, 2004).

Juntamente com o rapido aumento da area de cultivo da macieira, a qual
ja estava em quase 30 mil hectares no ano 2000, houve um aumento dos
problemas fitossanitarios (Katsurayama et al., 2004). O controle das doencgas e
o custo do mesmo sao fatores limitantes da cultura na atualidade, os fungicidas
respondendo por cerca de 20% do custo total (Boneti et al.,1999). Além do
custo, os consumidores estdo cada vez mais exigentes na diregdo de alimentos
sem contaminantes, principalmente, de agrotoxicos.

Na mesma diregcao, o pais comeca a exigir que a producdo agricola deva
ser pontuada pelo uso de alternativas menos degradadoras do meio ambiente.
Para proteger o meio ambiente e atender as exigéncias dos consumidores €
necessario reduzir a quantidade de agrotoxicos utilizados na pomicultura. O
uso de variedades altamente resistentes as doencgas fungicas mais importantes
na cultura da macieira representa uma etapa importante para minimizar o uso
de fungicidas (Janse, 1993).

A solugao para este impasse seria a introdugao de genes de resisténcia
na cultivar ‘Gala’ e outras. No entanto, o melhoramento genético da macieira é
um daqueles programas de pesquisa, cujos resultados sdo demorados. Com a
utilizacéo das técnicas de melhoramento convencionais, os objetivos costumam

ser alcangados a longo prazo (Yoshida et al., 1993). Dai a necessidade de



iniciar imediatamente os estudos genéticos envolvidos com a reagao da MFG,
visando acelerar este processo.

Pelos métodos convencionais seria muito dificil e demorado chegar ao
resultado esperado, ou seja, uma maga com as caracteristicas da ‘Gala’ e que
ao mesmo tempo possuisse genes de resisténcia a Mancha Foliar de
Glomerella. O numero de geragdes requeridas para tal fim depende,
conjuntamente, da qualidade da fruta na qual a caracteristica (no caso
resisténcia a MFG) é encontrada. Considerando um minimo de quatro anos por
geragado, e supondo que seriam necessarios cinco retrocruzamentos, esta
transferéncia levaria no minimo 20 anos de trabalho (Janick et al., 1996).
Contudo, a disponibilidade de um mapa genético, saturado na regido que
contém os genes de resisténcia a MFG, pode facilitar enormemente um
programa de retrocruzamento com auxilio da seleg¢ao assistida.

O mapeamento genético consiste em uma das estratégias mais eficazes
para a realizagdo de estudos avangados de genética, podendo facilitar a
selecao assistida por marcadores, o entendimento da heranca, estrutura e
organizacao dos genomas, e estudos de evolugao, introgressao, identificagcao e
isolamento de genes. O mapa genético pode também ser muito atil no
entendimento das interagbes entre os genes ou para o estabelecimento de
evidéncias para alelismo. O melhoramento de cultivares de macieira visando a
substituicio de um UuUnico gene é quase impraticavel com as técnicas
convencionais de melhoramento, mas torna-se possivel desde que os genes
em questao tenham sido clonados (Maliepaard et al.,1998).

Em todo o mundo, o mapeamento genético tem sido uma estratégia
bastante utilizada para solucionar problemas relacionados a doengas causadas
por fungos na cultura da macieira (Yang et al., 1997; King et al.,1998; Cheng et
al., 1998, Patocchi et al.,1999; Xu et al., 2000; Xu et al., 2002; Huaracha et al.,
2004).

Neste contexto, o mapeamento genético da macieira possibilita a
localizacdo com precisdo no genoma, dos genes de resisténcia a Mancha
Foliar de Glomerella, podendo, entdo, os mesmos serem clonados e
sequenciados para posterior aplicacdo tanto na selegdo assistida por

marcadores, como na transferéncia do mesmo para cultivares suscetiveis.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um mapa genético de ligagdo em macieira saturado para a
regidao que contém o gene (ou os genes) de resisténcia a Mancha Foliar de
Glomerella (Colletotrichum gloeosporioides), visando contribuir para a eficiéncia

na geracéo de novas cultivares de macieira com resisténcia a esta doenca.

3.2 Objetivos especificos

a) Identificar a segregagao genética da reagcdo a Mancha Foliar de Glomerella

em, pelo menos, duas populagcdes de mapeamento;

b) Utilizar distintos tipos de marcadores moleculares (microssatélite, AFLP, e
RAPD) para construgdo de mapas genéticos saturados que possam servir
de base para estudos genéticos e gendmicos de resisténcia ao

Colletotrichum;

c) Localizar regides genémicas, que condicionam a reagcao a Mancha Foliar de

Glomerella (Coletotrichum gloeosporioides);

d) Disponibilizar metodologia para identificar e selecionar plantas resistentes
com potencial de serem promovidas a cultivares ou selecionadas como

doadoras de genes para programas de melhoramento genético.

3.3. Metas

a) Desenvolver um mapa genético com a identificagcdo de regides gendmicas

portadoras de genes de resisténcia a Mancha Foliar de Glomerella;

b) Obter pelo menos um iniciador especifico para identificar plantas com

resisténcia ao Colletotrichum;

c) ldentificar gendtipos superiores resistentes a MFG.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 O cultivo da macieira no Brasil

A produgdo de macgas no Brasil, em sua maioria, esta localizada na
regido sul, sendo o Estado de Santa Catarina o maior produtor, com 16.348 ha
plantados, produzindo 516.000 t., seguido do Rio Grande do Sul e do Parana
(ABPM, 2004). Inumeros desafios ja foram superados possibilitando um
aumento de producdo de 1.528 t, em 1973, para 989.961 t na safra 2003/04
(Figura1)(ABPM,2004).

Producéo de maca no Brasil no periodo de 1973 a 2007
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Figura 1: Produgdo de macd no Brasil no periodo de 1973 a 2007.

Fonte: ABPM - Associagao Brasileira dos Produtores de Magas.

O Brasil, na década de 60, importava toda a maga consumida no pais. A
partir dai, os plantios foram aumentando até chegar a condicdo de auto-
suficiéncia e exportacédo de 76.181 toneladas em 1999 (ABPM, 2004). Os
NOSSOS maiores parceiros comerciais, com participacdo média no periodo de
2000 a 2004, foram a Holanda, com 39,1%; o Reino Unido, com 12,6%; a
Alemanha, com 9,2%; a Suécia, com 5,8%; a Bélgica, com 4,7%; a ltalia e a
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Espanha, com 3,9% cada uma, perfazendo, no conjunto, 79,2% de todas as
vendas. Merecem destaque as operagdes comerciais mais recentes, efetivadas
com os mercados da Russia, do Japdo, da india e do Canada, além do
aumento gradativo do volume de negdcios para outros paises do Continente
Asiatico (ICEPA, 2005).

A cada meta de crescimento da producdo brasileira de macga, a
realidade consegue superar a previsdo. Pomares novos continuam sendo
implantados a taxa de 10 a 15% ao ano em relagdo a area ja plantada (ABPM,
2004). Em 2003, a fatia de mercado da maga importada no mercado interno
ficou em torno de 5%. Neste mesmo ano, o Brasil teve um saldo positivo no
comércio internacional de maga de U$22.069.944, portanto, passou de um pais
tradicional importador de maga para exportador (Mello, 2004).

Alguns fatores contribuiram para o crescimento da atividade nos ultimos
anos, dentre os quais: a politica de estimulo empreendida pelos diversos
agentes da cadeia produtiva da fruta (organizagdo do produtor, ganho de
produtividade, qualidade, certificagcado e apresentacdo do produto, manutencao
e conquistas de novos mercados); os fatores climaticos favoraveis (quantidade
de frio suficiente e chuva no momento certo); o trabalho de polinizacéo e a
expansao da area cultivada com macieiras (em idade produtiva) (ICEPA, 2005).

O consumo “per capita” de magéas no Brasil, passou de 2,22 kg/ano, em
1985, para 4,79 kg/ano, em 2003 (ABPM, 2004). Contudo, o consumo ainda é
baixo comparado ao da Turquia e Bélgica e aos paises do mercosul que
apresentam consumo mais elevado, como a Argentina e o Chile (Mello, 2004).
Esta alta no consumo nacional, dificiimente observada em outros produtos
agricolas, deve-se a uma séria de fatores, entre os quais: aumento da
populagdo nacional, oferta de frutos mais saborosos e a pregcos mais
competitivos que os importados, maior popularizagdo do produto por meio de
campanhas publicitarias, aumento do poder de compra e do nivel cultural da
populagao, entre outros (Boneti et al., 1999).

As principais variedades cultivadas no Brasil sdo a ‘Gala’ (46%) e a ‘Fuji’
(45%). Além disso, grande parte dos novos plantios esta sendo feita com
cultivares derivadas de ‘Gala’ ou ‘Fuji: ‘Royal Gala’, ‘Imperial Gala’, ‘Fuji
Suprema’ e ‘Fuji Kiku 8. Além destas, ha outras recentemente desenvolvidas e

que véem apresentando resultados bastante satisfatorios, de acordo com a



caracteristica buscada (resisténcia a sarna, cujo agente causal € Venturia
inaequalis, precocidade sazonal de colheita, resisténcia na conservagéo, entre
outras), como € o caso das cultivares ‘Catarina’, ‘Imperatriz’, ‘Daiane’ e
‘Condessa’. A cultivar ‘Gala’ e suas derivadas vém crescendo em importancia a
medida que aumentam as exportagdes brasileiras dos frutos das mesmas, pois
possuem as caracteristicas desejadas pelo mercado externo (BRDE, 2000).

Juntamente com o rapido aumento da area de cultivo da macieira, o qual
iniciou modestamente no Brasil, chegando a quase 30 mil hectares no ano
2000, houve um aumento dos problemas fitossanitarios (Katsurayama et al.,
2004). O controle das doencas e o custo do mesmo sao fatores limitantes da
cultura na atualidade, os fungicidas respondendo por cerca de 20% do total
(Boneti et al.,1999). Neves et al. (2002) constataram que a cultura da macieira
se destacou no ano 2000 com um alto dispéndio de agrotdoxicos de
US$494,24/ha, ficando a frente de outras fruteiras importantes como melao,
uva e laranja.

Contudo, a exigéncia cada vez maior dos consumidores por alimentos
de melhor qualidade, além da conscientizagao da populagédo para necessidade
de preservacdo do meio ambiente, tem causado uma gradual mudanga nas
tecnologias adotadas na produgdo de maga em todo o mundo. No Brasil, duas
mudangas importantes estdo ocorrendo com o cultivo da macieira: a produgéo
organica (Fachinelo, 2001) e a produgao integrada de macga (Protas et al.,
2001).

Desta forma, a producdo de macas requer a busca constante por novas
solugdes tecnoldgicas (Boneti et al.,1999). Isso implica em redugdo de custos,
incremento de produtividade, qualificagdo da producgao, eliminagédo de perdas e
aumento da eficacia produtiva (BRDE, 2000).

A resisténcia a doengas e a menor exigéncia em frio, assim como a
qualidade de frutos (aparéncia e sabor) sdo as caracteristicas que norteiam o

melhoramento de macieira no Brasil (Denardi, 2004 comunicacgéo pessoal).



4.2 Origem e diversidade genética da macieira (Malus x domestica
Borkh.)

A evolugao da macieira deve ter iniciado ha 25 milhdes de anos, tendo
como centro de origem a regido do Caucaso, cadeia de montanhas da Asia
entre os mares Negro e Caspio, com 1.200 Km de extensao e altitude de 2.000
m, a oeste da China. O inicio do desenvolvimento das espécies atuais
provavelmente ocorreu apos o final da ultima era glacial, ha 20 mil anos
(Bleicher, 2002).

O género Malus possui em torno de 30 espécies, muitas das quais sao
cultivadas como ornamentais ou para producéo de frutos (Janick et al., 1996).
A macieira (Malus x domestica Borkh.) é, provavelmente, a frutifera que
engloba a maior quantidade de variedades conhecidas, pois 3 a 4 mil sdo
cultivadas em grande escala, em diferentes partes do mundo (ABPM, 2004).

Existem evidéncias de que esta espécie € alopolipldide, tendo sido
originada apos o cruzamento entre varias espécies do género Malus. Analises
eletroforéticas de isoenzimas do pdlen de progénies de cruzamentos
controlados e de uma progénie de auto fecundagao indicaram que o genoma
da macieira tem origem alopolipldide (Chevreau et al., 1985). A espécie M.
sieversii possui frutos com ampla variacdo de tamanho e parece ter sido a
espécie doadora de pdlen para dar origem a macieira cultivada. Além disso,
evidéncias de analises dos genomas nucleares e de cloroplastos indicam que
esta espécie pode ter hibridizado com M. prunifolia, M. baccata, M. sieboldii, M.
turkmenorum e M. sylvestris para originar a macieira moderna (Juniper et al.,
1998). Analises das sequéncias de rDNA (DNA ribossdmico) e coDNA (DNA de
cloroplastos) indicam que a macieira domesticada tem relagdo muito préxima
com uma série de espécies de Malus (Harris et al., 2002).

Dirlewanger et al. (2004) compararam os mapas dos genomas de
Prunus e Malus, constatando que metade do grupo de ligagdo 1 do genoma de
Prunus alinha-se com os grupos de ligagcdo L13 e L16 de Malus, e o restante
alinha-se com o L8. Estes resultados sugerem que, se um dos ancestrais do
genoma de Malus é fortemente relacionado ao genoma de Prunus. Assim, o

cromossomo 1 de Prunus foi dividido em dois em macieira ou dois



cromossomos ancestrais de Prunus se fusionaram depois da separacao entre
os dois géneros.

Dois eventos parecem ter sido importantes na domesticacdo da macieira
dentro dos limites de género: a introducéo inicial de macieira na Europa
Ocidental e as hibridizagcdes posteriores entre cultivares e entre cultivares e
especies silvestres. Baseado em dados moleculares pode-se afirmar que os
membros da se¢ao Malus foram importantes no processo inicial de introducgao,
particularmente as macieiras silvestres. A variagdo morfologica, bioquimica e
molecular dentro das macieiras silvestres indica que sele¢gbes mais antigas de
macieiras domesticadas podem ter origem diretamente do tipo silvestre, sem o

envolvimento de outras espécies (Harris et al., 2002).

4.3 A Mancha Foliar de Glomerella

No Brasil, o cultivo da macieira esta sujeito ao ataque de doengas tipicas
de clima temperado como € o caso da sarna da macieira, causada por Venturia
inaequalis. Por outro lado, devido ao inverno ameno das nossas regides
pomicolas, os pomares de macieira s&o estabelecidos ao lado da varios outros
cultivos, situacao essa que facilita a disseminacao e as epidemias de doencas
e pragas. Além disso, devido a cultura da macieira no pais estar localizada em
regides de clima marginal para o seu cultivo, esta sujeita ao ataque de doencgas
tipicas de clima tropical, como € o caso da Mancha Foliar de Glomerella
causada pelo Colletotrichum spp., também conhecida como Mancha Foliar da

Gala (Katsurayama et al., 2004).

A Mancha Foliar de Glomerella (MFG), causada por Glomerella
cingulata, Colletotrichum sp., C. Gloesporiodes e C. acutatum, foi relatada pela
primeira vez no Parana, em 1983 (Leite et al. 1988) e disseminou-se por todas
as regioes do Brasil onde a macieira é cultivada. Em Santa Catarina, a MFG se
estabeleceu no ciclo 1988/89, porém, até o ciclo 1996/97, ficou restrita as
regides mais quentes, com altitude inferior a 1.200 metros (Katsurayama et al.,
2000). No ciclo 1997/98, favorecida pela ocorréncia do fendbmemo “El Nifo”,
disseminou-se pelos pomares das regides mais altas e frias de Santa Catarina

(1.300 a 1.400 m), tornando-se uma das duas doencas mais importantes da



cultivar ‘Gala’ e de outras cultivares descendentes de ‘Golden Delicious’
(Katsurayama et al., 2000; 2001).

Nos Estados Unidos, a MFG foi primeiramente relatada em 1998,
quando a mesma foi observada causando sintomas severos em dois pomares
da cv. Gala no oeste do estado do Tennessee (Gonzalez e Sutton, 1999). Mais
tarde, foram encontrados sintomas da MFG na Gedérgia e Carolina do Norte.
Atualmente, nos Estados Unidos, ndo existe um programa de controle para
MFG (Gonzélez e Sutton, 2004).

Apesar da disseminagao globalizada das espécies de Colletotrichum, o
sucesso das infecgcbes em culturas perenes, estabelecidas em diferentes
ecossistemas, depende da sobrevivéncia do patogeno fora do hospedeiro, da
resisténcia dos tecidos vegetais e das condigdes ambientais. Primeiramente, a
esporulacdo, a liberacdo e a dispersao dos esporos sdo influenciadas pela
quantidade da agua livre no ambiente. Pelo menos de 1 a 4 horas de alta
umidade em temperaturas otimas (20°C a 30°C) sdo requeridas para a
germinagao de esporos e a invasao dos tecidos (Lopez, 2001).

Crusius et al. (2002) relataram o aparecimento da MFG em pomares
localizados nas regides de cultivo de macieira no Estado do Rio Grande do Sul,
nos anos de 1998 e 1999. Isolados do fungo obtidos a partir de lesdes em
folnas e frutos corresponderam as espécies C. gloeosporioides (75%), C.
acutatum (8%) e Colletotrichum sp. (17%). Estes autores também constataram
um aumento da severidade da doenga a medida que a temperatura ambiente
foi elevada de 14 para 26-28°C, sendo essas temperaturas comuns na
primavera e no verdao em algumas das regides produtoras. O periodo de
molhamento foliar parece ser o principal fator limitante no desenvolvimento da
Mancha Foliar de Glomerella.

Em inoculagdes artificiais, todas das espécies acima citadas, causaram
lesdes tipicas nas folhas e frutos da cultivar ‘Gala’, sendo uma espécie do
género Colletotrichum, ainda nao identificada, a mais agressiva, seguida de C.
gloeosporioides, porém nao foram observadas diferengas quanto a tipologia
dos sintomas entre as espécies inoculaladas (Katsurayama et al., 2000).

Entretanto, em testes de patogenicidade realizados na cultivar Gala
(suscetivel a MFG), somente os isolados provenientes de C. gloeosporioides

causaram sintomas tipicos de MFG, tanto em folhas como nos frutos desta
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cultivar. Os isolados de C. acutatum nao causaram sintomas de MFG em
folhnas, mas em frutos ocasionaram sintomas tipicos de Podriddo Amarga
(Hamada, 2005; Gonzalez e Sutton, 2004).

A MFG é caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes necroticas
irregulares (Figura 2), associadas com intensa perda da area foliar em
macieiras e, geralmente, com muita severidade na cultivar ‘Gala’, que é a

cultivar mais plantada na regido sul do Brasil (Leite et al., 1988).

Figura 2: Folha da cultivar ‘Gala’ apresentando sintomas tipicos de
Mancha Foliar de Glomerella (Katsurayama, 2003, Epagri -

Estacdo Experimental de S&o Joaquim).

No estagio inicial, as manchas sao difusas e de cor marrom. Apos
alguns dias o centro da mancha torna-se necrético, de cor marrom escura. A
folha pode ficar inteiramente marrom e cair precocemente. A area colonizada
pelo fungo se caracteriza por ser mais clara, apresentar borda bem definida e,
geralmente, estar localizada no centro da lesao necrética (Katsurayama et al.,
2000). Carvalho et al. (2000) observaram sintomas da doenca em ramos da
cultivar ‘Gala’, inoculados com C. gloesporioides 48 h apds a inoculagao e
desfolhacdo ocorrendo em quatro dias depois do aparecimento dos primeiros
sintomas da doenca. A desfolhacdo debilita a macieira e, consequentemente,
ha uma significativa redugcao na producado nos anos subsequentes. Nos frutos,
as lesbes sao deprimidas, circulares de 1 a 2 mm de didmetro, de cor marrom-

clara a marrom-escura (Leite et al., 1988).
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Certas cultivares de macieira, como ‘Fuji e ‘Red Delicious’, sao
resistentes a MFG (Figura 3), enquanto outras sao altamente suscetiveis (Leite
et al. 1988). Deste modo, visando determinar a heranga da resisténcia, varias
cultivares foram avaliadas quanto a suscetibilidade a MFG. Todas as cultivares
do Grupo ‘Delicious’ testadas, além da ‘Catarina’, ‘Sansa’, ‘Megumi’,
‘Himekami’ e ‘Marunbakaido’, entre outras, foram resistentes (R). Por outro
lado, as cultivares descendentes da ‘Golden Delicious’, incluindo a ‘Gala’ e
seus clones, foram suscetiveis. Entre as cultivares suscetiveis (S) ndo houve
diferengca no grau de severidade da MFG nas folhas, o que sugere que a
suscetibilidade (ou a resisténcia) € do tipo qualitativo. Também nao foi
observada a ocorréncia de reagdes intermediarias entre os gendtipos
estudados (Katsurayama et al., 2004). Trabalhos anteriores com inoculagao de
plantulas de diferentes cruzamentos de ‘Fuji’ (R), ‘Topred Delicious’ (R).
‘Golden Delicious’ (S) e FOP46 (S), levaram a conclusdo de que a reagao de
suscetibilidade € controlada por um unico gene dominante (Katsurayama et al.,
2001).

Figura 3: Platas da uIivar ‘Gaa’ dsfolhadas em raz&do do ataque da
MFG (esquerda) ao lado de plantas da cutivar ‘Fuji’ (a direita)
que é considerada resistente a MFG. (Katsurayama et al.,
2000).
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A quebra de resisténcia nao foi observada na cultivar ‘Fuji’, quando
inoculada com 39 isolados de Colletotrichum diferentes, coletados nos trés
estados do sul do Brasil, comprovando que, neste caso, ocorre uma relagao de
incompatibilidade entre patégeno e hospedeiro (Hamada, 2005). Segundo a
teoria gene-a-gene, esta relagao decorre da presencga no patdégeno de um gene
chamado de gene de aviruléncia (AVR) e sua expressao determina a produgéo
de sinais que provocam uma resposta na planta com o gene especifico de
resisténcia (Keen, 1990). No entanto, a expressao do gene de aviruléncia néo
impede o patdégeno de ser virulento para hospedeiros que nao tenham o
correspondente gene de resisténcia, como no caso observado para a cultivar
‘Gala’. Flor (1956) demonstrou a complementaridade dos sistemas génicos do
hospedeiro e do patégeno. Apds investigar exaustivamente as interagcdes entre
varios gendtipos de linho e do fungo Melampsora lini, ele propés o modelo de
relacdo gene-a-gene. Segundo ele, a incompatibilidade acontece quando uma
planta possui um gene dominante de resisténcia que corresponde a um gene
de “viruléncia” (mais tarde, trabalhos biologia molecular esclareceram que na
verdade se trata de um gene de aviruléncia), em um determinado patdégeno.
Uma unica planta pode ter muitos genes de resisténcia, assim como o
patdgeno também pode ter varios genes de aviruléncia. A resposta de defesa,
que evita a infeccdo, se da a partir do momento em que a planta “reconhece”
um particular produto do patégeno controlado pelo gene de aviruléncia.

Contudo, a teoria gene-a-gene é uma das formas utilizadas para explicar
as interagdes complexas que podem ocorrer entre patégeno e hospedeiro. O
que se constata na literatura, € um acumulo de exemplos de interacdes entre
loci e efeitos de “background” na expressao dos caracteres resisténcia e
patogenicidade (Barrett, 1985).

Dantas et al. (2003) avaliaram as progénies de 11 cruzamentos entre
cultivares e selegdes de macieira quanto a resisténcia a MFG. Os autores
observaram que os sintomas nas folhas foram do tipo qualitativo, ndo havendo
diferengca quanto a severidade entre as cultivares suscetiveis, reforcando a
hipotese de que se trata de uma caracteristica monogénica. Contudo, a
hipotese de que um gene adicional ou um terceiro alelo estejam envolvidos na
resisténcia a MFG nao foi descartada. Neste mesmo contesto, experimentos

mais recentes apontam para a existéncia de interacbes mais complexas
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envolvidas na resposta ao Colletotrichum spp em macieira. Um estudo no qual
foram avaliadas 30 cultivares e 20 populagdes F1, inoculadas com o isolado SJ
197 contesta a teoria de que um uUnico gene controla a reagdo ao
Colletotrichum spp. baseando-se em desvios observados nas proporcdes
esperadas para um gene. Como uma das principais conclusdes do trabalho os
autores apontam a teoria de que a resisténcia a C. gloeosporoides em macieira
pode estar sendo controlada por até +trés genes que segregam
independentemente, sendo a resisténcia determinada por um gene dominante
(C) e outros dois genes recessivos (Dantas et al., 2005).

A partir de 2001, as pesquisas com a Mancha Foliar de Glomerella
passaram a constituir uma prioridade para a Associacdo Brasileira dos
Produtores de Magad (ABPM), com o entendimento de que os resultados
alcangcados até aquele momento eram pouco promissores e a busca por
solugdes em curto prazo era de suma importancia para sobrevivéncia do setor,
principalmente em regides de temperatura mais elevada. Desde entdo, a ABPM
passou a dar énfase na busca pela resisténcia a partir do melhoramento
genético (ABPM, 2004).

A resisténcia genética é considerada a estratégia mais eficaz no
controle de doengas de plantas agricolas. Ha varios exemplos do seu emprego
em culturas anuais e perenes, sendo o uso de variedades resistentes de
grande auxilio no decréscimo de aplicagdes e concentragbes de fungicidas
(Lopez, 2001).

Neste contexto, a Universidade Federal de Santa Catarina integrou-se a
este esforgo iniciando trabalhos de genética e fisiologia com a macieira, com
énfase na MFG. Desta iniciativa, o primeiro mapa genético de ligagéo
desenvolvido em uma populagcdo de macieira, segregando para resisténcia a
Mancha Foliar de Glomerella, foi construido com base em marcadores AFLP e
microssatélites. O gene de resisténcia ao C. gloeosporioides (Cogl) foi
mapeado no grupo de ligagcdo MF 13, a uma distancia de 22,4 cM do iniciador
microssatélite NZ02b1 (Dantas et al., 2002). Contudo, esta distadncia entre a
marca e o gene nao permite o uso de selegao assistida para facilitar a selegéo
em programa de melhoramento, tampouco auxilia na clonagem do referido

gene.
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4.4 Utilizagdo de marcadores moleculares no melhoramento da macieira

Embora a macieira venha sendo cultivada ha séculos e seja uma das
principais arvores frutiferas do mundo, estudos genéticos e de melhoramento
tém sido sempre dificultados pelo longo periodo de cada geracado, espaco,
tempo e custo envolvidos na analise e manutencio de populacdes a campo e o
modo de reproducao alégamo. Estas mesmas consideragdes tém estimulado o
interesse na geneética molecular, pois os marcadores moleculares sao
ferramentas muito uteis para detectar genes responsaveis por caracteristicas
economicamente importantes e para facilitar a selecdo dessas caracteristicas
em programas de melhoramento (Maliepaard et al.,1998).

A selecdo de macieiras resistentes a doencgas, portadoras ao mesmo
tempo de outras caracteristicas de interesse agronémico, € tarefa muito dificil
devido, principalmente, a auto-incompatibilidade e ao longo periodo juvenil
destas plantas. A clonagem de genes de resisténcia pode simplificar este
processo e facilitar a produgao de cultivares de macieira resistentes (Patocchi
et al., 1999a), tanto por facilitar o retrocruzamento como por transgenia.

O fato de que os genes de resisténcia a doengas em plantas possuem
sequéncias altamente conservadas, possibilitou que os mesmos tenham sido
usados para isolar analogos de genes de resisténcia (RGAs) por PCR, com
iniciadores degenerados desenhados para os motivos altamente conservados
desses genes em varias espécies de plantas economicamente importantes,
inclusive em macieira (Baldi et al., 2004). Estes RGAs frequentemente séo
mapeados proximos a genes de resisténcia “de efeito maior” ou locos
controladores de heranga quantitativa (QTLs) e podem ser explorados como
candidatos a genes de resisténcia ou ainda ser Uteis para selegao assistida por
marcadores (Baldi et al., 2004; Calenge et al., 2005). Eles podem também
gerar informacgao sobre a organizagao e evolugdo de genes de resisténcia em
genomas de plantas (Lee et al., 2003). Os RGAs ja mapeados em macieira
(Baldi et al., 2004; Calenge et al., 2005) podem ser utilizados em estudos com
populagdes segregantes buscando genes de resisténcia as doengas mais

importantes economicamente, como a sarna da macieira e a MFG.
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O desenvolvimento e a aplicacdo de marcadores altamente informativos,
como os microssatélites, para localizar genes controlando caracteristicas
agrondmicas importantes é essencial para o melhoramento da macieira. Esses
marcadores podem ser também utilizados para identificacdo de variedades e
gerenciamento dos recursos genéticos (Gianfranceschini et al., 1998; Goulao et
al., 2001).

Embora pléantulas, que possuem o gene de resisténcia a sarna (Vf), por
exemplo, possam ser selecionados com eficacia por técnicas tradicionais, os
marcadores ligados ao gene resisténcia (V) podem ser utilizados para a
piramidagao de genes de resisténcia monogénica ou para a combinagao de Vf
com genes que conferem resisténcia parcial. Estes também marcadores podem
ser muito uteis para auxiliar a selegdo na auséncia de in6culo do patégeno
(Maliepaard et al.,1998).

Com a utilizagcdo da selecao assistida por marcadores, a presenca de
alelos favoraveis pode ser determinada precocemente e, com isso, o tamanho
da populagao de melhoramento pode ser drasticamente reduzido nos primeiros
estagios da selegao, teoricamente por um fator 2", onde n é o nimero de locos
sobre selecao, com alelos mostrando segregacgao 1:1 (Liebhard et al., 2003b).

Um exemplo concreto de selegdo assistida por marcadores ja esta
sendo utilizada em Malus é decorrente do trabalho de Stankiewicz e
colaboradores (2002). Neste trabalho, SCARs desenvolvidos para o gene Vi,
que confere resisténcia a sarna, e para o gene PI2, que confere resisténcia ao
Oidio (Podosphaera leucotricha), foram utilizados para avaliagdo de uma
progénie de um programa de melhoramento. Um dos genitores que apresentou
resisténcia a P. leucotricha, mas ndo continha a marca ligada a PI2 (que
provém de Malus zumi), sugerindo que o mesmo pode ser utilizado como uma
nova fonte de resisténcia ao Oidio (Stankiewicz et al., 2002).

King et al. (1999) utilizaram marcadores moleculares para avaliar
diversas selegbes que contém o gene Vf de Malus floribunda, em variados
estagios de “pseudo-retrocruzamento”, procurando estimar quanto do genoma
da mesma ainda era retido nas sele¢cdes. Estes autores constataram que as
selegdes que apresentavam maior resisténcia apresentam grande retengao do
genoma de M. floribunda na regido ao redor do gene Vf, mesmo depois de 5 a

6 geracdes de introgressao.
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Recentemente, projetos de gendmica de macieira produziram milhares
sequéncias EST (sequéncias expressas marcadas), nas quais agora pode-se
buscar sequéncias de microssatélites, que podem ser usadas para desenvolver
novos marcadores (Naik et al., 2006; Silfverberg-Dilworth et al., 2006). Esta
estratégia tem como principal vantagem o fato de que os marcadores sao
desenvolvidos para regides codificadoras (Silfverberg-Dilworth et al., 2006). O
uso desse tipo de marcador aumenta o uso dos mapas genéticos de ligacao,
pois estes marcadores facilitam a transi¢do da analise de ligagdo genética para
a estratégia de mapeamento de candidatos a genes para dissecar

caracteristicas complexas (Naik et al., 2006).

4.5 Mapeamento genético da macieira

Os primeiros mapas genéticos de ligacdo descritos em macieira foram
construidos utilizando isoenzimas e RAPDs (Weeden et al., 1987; Conner et
al., 1997). Weeden et al. (1987) utilizaram nove sistemas enzimaticos para
construir um mapa genético para macieira. Os autores buscavam encontrar
ligacado entre os locos analisados e algumas caracteristicas fenotipicas como
resisténcia a sarna, além de outras doencas. Contudo, ndo encontraram
correlagcao entre a heranga das aloenzimas e os fendtipos resistentes.

Conner et al. (1997) construiram mapas de ligagdo em progénies de
macieira utilizando uma combinagcdo de marcadores morfolégicos, RAPDs e
isoenzimas. A média de distancia entre os marcadores nos mapas foi em torno
de 5,0 cM, sendo que um dos mapas continha 110 marcas, agrupadas em 16
grupos de ligacao, e o outro mapa foi constituido com 238 marcas, arranjadas
em 19 grupos de ligacao.

Posteriormente, foram  desenvolvidos marcadores como 0s
microssatélites (Simple Sequence Repeats ou sequéncias simples repetidas -
SSR), sendo esse tipo de marcador abundante no genoma das espécies de
Malus (Guilford et al., 1997; Gianfranceschini et al.,1998; Hokanson et al.,
1998; Liebhard et al., 2002). Em uma biblioteca genémica construida com DNA
da cultivar ‘Golden Delicius’, as repeticdes de di-nucleotideos mais frequentes
foram (GA)ip e, em geral, tri e tetra-nucleotideos foram menos frequentes

(Hokanson et al., 1998). Gianfranceschini et al. (1998) desenvolveram 16
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iniciadores SSR para Malus X domestica (Borkh), que foram validados em 19
cultivares desta espécie. Estes marcadores apresentaram alto nivel de
polimorfismo, com 8,2 alelos por loco, proporcionando o valor de 0,78 para a
heterozogozidade média. Posteriormente, foram desenvolvidos outros 140
iniciadores microssatélites dos quais 115 foram posicionados no mapa de
ligacdo do cruzamento ‘Fiesta’ x ‘Discovery’. A média de alelos por loco foi 6,1,
sendo a heterozigosidade média de 0,74 (Liebhard et al., 2002).

A maior vantagem dos marcadores microssatélites € que eles sao
facilmente transferiveis de um mapa para outro, sendo muito uteis também no
alinhamento de mapas. O uso de marcadores baseados em PCR, como os
microssatélites e AFLPs, requer pouca quantidade de DNA e oferece uma
estratégia simples, rapida e reprodutivel para construgdo de mapas
transferiveis (Liebhard et al., 2003a).

Hemmat et al. (2003) avaliaram 41 microssatélites desenvolvidos para
macieira por diferentes grupos de pesquisa, analisando a transferibilidade dos
mesmos para diferentes cruzamentos e para pereira (Pyrus communis L.). Dos
iniciadores analisados, 24 foram consistentemente polimoérficos e transferiveis,
sendo entdo recomendados como “marcas-ancoras” para mapas de macieira.

Marcadores AFLP (Vos et al., 1995) também tém sido empregados com
sucesso para propoésitos de saturagdo de mapas genéticos de macieira,
produzindo um grande numero de marcas polimérficas em poucas reagdes (Xu
et al., 2000). Apesar da técnica de AFLP ser eficiente na rapida producao de
marcadores em um mapa de ligacéo especifico, a transferibilidade de um mapa
para outro é muito baixa (Liebhard et al., 2003a).

Grupos de pesquisadores em todo mundo tém desenvolvido mapas do
genoma da macieira. Os mapas ja existentes podem ser classificados em dois
grupos distintos: mapas de referéncia, com o objetivo de servir de base para
pesquisas futuras (Maliepaard et al.,1998; Liebhard et al., 2003a), e mapas
especificos, que visam localizar genes de interesse, como genes de resisténcia
a doencgas (Yang et al., 1997; King et al.,1998; Cheng et al., 1998, Patocchi et
al.,1999; Xu et al., 2000; Xu et al., 2002; Huaracha et al., 2004) ou relacionados
a caracteristicas de crescimento e desenvolvimento das plantas (Conner et al.
1998; Liebhard et al., 2003b).
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Um mapa de referéncia ideal deve conter pelo menos um “esqueleto” de
marcadores codominantes como RFLPs ou microssatélites, que tem boa
reproducibilidade, podendo ser transportados de uma progénie para outra e,
entdo pode ser complementado com marcadores RAPD e AFLP para saturar
as regides do genoma de maior interesse (Maliepaard et al.,1998).

Liebhard et al. (2003a) utilizaram um total de 840 marcadores, sendo
475 AFLPs, 235 RAPDs, 129 microssatélites e 1 SCAR para construir o mais
avancado mapa de referéncia para o genoma da macieira (Malus x domestica
Borkh.), tanto em relagdo a cobertura do genoma, como em relagdo a
densidade de marcadores.

O gene Vi, proveniente da cultivar Malus floribunda 821 é responsavel
pela reagdo de resisténcia a sarna da macieira causada pelo fungo Venturia
inaequalis (Che.) Wint. Esta doenca que tem sido considerada a mais
importante da espécie a nivel mundial, tem sido alvo de um grande volume de
estudos com o auxilio de ferramentas moleculares (King et al.,1998; Patocchi et
al.,1999; Xu et al., 2000; Xu et al., 2002; Huaracha et al., 2004). Marcadores
ligados ao gene Vf foram utilizados para analise de bibliotecas genémicas de
macieira, com objetivo de promover a clonagem do gene baseada em mapa da
regidao de Vf (Patocchi et al.,1999b; Xu et al., 2002). Contudo, ndo & apenas o
gene Vf que confere resisténcia a Sarna. Estudos de mapeamento do gene
Vm, que também confere resisténcia a essa doenga, foram feitos com o intuito
de encontrar um marcador associado a ele que possa ser util na piramidagcao
de genes de resisténcia e na identificagdo de acessos nas colegdes de
germoplasma de Malus portadores do referido gene (Cheng et al., 1998).

Marcadores moleculares também foram utilizados para analise de
caracteristicas de crescimento e desenvolvimento em plantas juvenis de
macieira. O numero de regides genbmicas associadas com cada caracteristica
variou de 1 a 8 e a quantidade de variagdo explicada pela regressdo de cada
loco individual (R?) variou de 3,9 a 24,3%, com média de 7% (Conner et
al.,1998).

Caracteristicas quantitativas quase sempre se constituem em questdes
de dificil resolugdo, em se tratando de mapeamento genético. Nesse estudo
acima referido, os dois maiores problemas foram: associacdo de marcadores

com uma caracteristica quantitativa somente em um ano e a limitagdo de
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marcadores dominantes em analises de locos de caracteristicas quantitativas,
os QTLs (Conner et al., 1998). Por sua vez, a maior limitagdo encontrada por
Liebhard et al. (2003b) foi o fato de que os resultados encontrados em analises
de QTLs em macieira raramente podem ser comparados, pois a maioria dos
mapas existentes nao possuem numero suficiente de regides saturadas com

marcas transferiveis, como microssatélites.
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CAPITULO 1:

Caracterizacdo da segregacao genética em macieira para reacao a

Mancha Foliar de Glomerella em trés populacdes de segregantes
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RESUMO
A Mancha Foliar de Glomerella (MFG) é considerada uma das doengas mais
importantes da macieira no sul do Brasil. A preocupacdo em conhecer a
heranga genética da resisténcia a esta doenca é crescente, pois a mesma
causa grandes prejuizos nas regides produtoras e, até o momento, nao
existe medida eficaz de controle quimico, que atenda as exigéncias da
producao integrada. Neste trabalho foi analisada a reacdo a MFG em trés
populacdes segregantes (M-13/91 x M-46/94, M-13/91 x ‘Gala’ e ‘Pink Lady’
x ‘Imperatriz’), provenientes do programa de melhoramento genético da
Epagri/ Estacdo Experimental de Cacador. Os resultados obtidos nos
bioensaios indicaram a necessidade de se fazer ajustes de metodologia para
inoculacdo da MFG em cada caso. A reacéao identificada nas populacdes em
estudo aponta para uma resisténcia monogénica recessiva. Contudo, os
valores encontrados também nao permitem rejeitar as hipoteses de
segregacao de 9:7 ou 2:1 seja: ndo se descarta a hipotese de que outro

gene esteja interferindo nas respostas das plantas ao Colletotricum spp.

INTRODUGCAO

Desde a primeira constatacdo em 1983 no Parana, a Mancha Foliar de
Glomerella — MFG, também conhecida como “Mancha Foliar da Gala”, causada
pelo fungo Colletotrichum spp. (Leite et al., 1988), tem sido disseminada pelos
pomares de macieira do Sul do Brasil, sendo hoje considerada uma das
doengas mais importantes da macieira. Segundo Boneti et al. (1998), a doencga
se manifesta durante o verdo, causando lesdes nas folhas e nos frutos,
podendo causar desfolhamento superior a 75%, o que pode afetar seriamente
a produgéao do ano seguinte.

Nos estados Unidos, a MFG foi primeiramente relatada em 1998,
quando foram observados sintomas severos em dois pomares da cv. ‘Gala’ no
oeste do estado do Tennessee (Gonzalez e Sutton,1999). Mais tarde, foram
encontrados sintomas da MFG, nos estados da Georgia e Carolina do Norte

(Gonzalez e Sutton, 2004). Ainda que a MFG e a podriddo amarga paregam ser
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causadas pelo mesmo patégeno (G.cingulata) diferencas na morfologia,
caracteristicas da cultura e patogenicidade entre isolados obtidos de frutos com
podriddo amarga e folhas atacadas pela MFG, tém sido observadas (Taylor,
1971; Leite et al., 1988; Gonzalez e Sutton, 2004). Outro aspecto importante é
o fato de que so6 recentemente a MFG foi relatada nos Estados unidos,
enquanto a podriddo amarga € endémica em muitas regides produtoras de
maca daquele pais e tem sido amplamente reportada ha bastante tempo pela
literatura cientifica. Atualmente, nos Estados Unidos ndo existe um programa
de controle para MFG (Gonzalez et al., 2006).

Via de regra, a MFG ataca cultivares de macieira descendentes da
‘Golden Delicious’, cultivar portadora de alta suscetibilidade a esta doenca. Por
outro lado, descendentes da ‘Delicious’, em geral, ndo sao atacadas. Dentre as
cultivares afetadas, ‘Gala’, que é uma das mais plantadas no Sul do Brasil,
apresenta alta suscetibilidade; enquanto ‘Fuji’, também importante nesta
regido, como descendente da ‘Delicious’, ndo € infectada (Katsurayama et al.,
1999). Uma das medidas de controle mais eficazes, seria a substituicdo das
cultivares suscetiveis por resistentes. Devido a importancia da cv. Gala, tanto
no mercado interno quanto para exportagao, vem crescendo a preocupagao por
parte dos produtores e melhoristas, no sentido de uma solugdo mais eficiente e
de menor custo que o uso de agroquimicos no controle da MFG, sem a
necessidade de abandonar esta cultivar. Uma estratégia segura e eficiente
seria a introducdo do gene de resisténcia a MFG, ja conhecido em outras
cultivares, via engenharia genética, na prépria ‘Gala’ (ABPM, 2004).

Diferente da sarna da macieira, que ocorre na primavera, um dos pontos
mais criticos no controle da MFG é o aumento da severidade durante o veréo,
no periodo que antecede a colheita, resultando em maior risco de
contaminagao da fruta por pesticidas usados no controle. Os fungicidas de
efeito protetor, do grupo dos ditiocarbamatos, apresentam acéo fungitoxica
inespecifica e tém sido recomendados, aliados a sistemas de previsdao da
ocorréncia da doenga. Tais fungicidas sao considerados os mais eficientes no
controle da MFG; embora, ainda ndo existem fungicidas de alto poder curativo
contra esta doencga (Cerezine et al., 1992; Katsurayama et al., 2000; 2001).
Além disso, as normas da Produgdo Integrada de Macad — PIM, no Brasil,

restringem o uso sistematico dos ditiocarbamatos. Por isto, estes produtos
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devem ser usados em alternancia com fungicidas de outros grupos quimicos
(Katsurayama et al., 2004).

Assim, os elevados danos econdmicos causados pela MFG indicam a
necessidade de entender os mecanismos envolvidos na resisténcia a esta
doencga. Até o momento, ndo existem medidas eficazes de controle quimico
que atendam as normas da PIM. Dai a importancia de se conhecer as bases
genéticas e o comportamento dos genes de resisténcia em diferentes
“backgrounds” genéticos, como passo decisivo ha compreensao da reacao da
planta a esse fungo.

Os obijetivos deste trabalho foram entao: avaliar a reacao a MFG em trés
populagdes segregantes e ajustar a metodologia de avaliagdes fenotipicas da

resisténcia a MFG, reduzindo ao maximo os efeitos ambientais.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Neste estudo, foram utilizadas trés populagbes segregantes. A
populacdo 1 possui 180 plantas e originou-se do cruzamento entre duas
selecgdes resistentes a MFG: M-13/91 (R) x M-46/94.(R). A segunda populagéo
originou-se do cruzamento M-13/91 (R) x ‘Gala’ (S) e possui 116 plantas. A
populagdo numero 3 originou-se do cruzamento entre ‘Pink Lady’ (S) x
‘Imperariz’ (R) e possui 94 plantas. Os cruzamentos foram realizados na
Epagri/ Estagdo Experimental de Cagador (EECd) — SC.

As populagdes de plantas, previamente cultivadas em estufa durante o
inverno, foram cultivadas a campo, desde 2003, no espagamento de 1,2 m x
0,30 m, onde os tratos culturais restringiram-se a adubacao nitrogenada e ao
controle de plantas invasoras. Consoante as caracteristicas genéticas dos
parentais, era esperado que as populagdes para mapeamento, dentre muitas
outras caracteristicas, segregassem também para reagao a MFG.

Conforme exposto anteriormente, a selecado M-13/91 é parental comum
de duas das populagdes objetos deste estudo. Isto possibilita a comparagéo

dos tipos de reagdes a MFG observadas nestas duas populagoes.
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Reacédo aisolados da Mancha Foliar de Glomerella (Colletotrichum spp)

Foram testadas trés metodologias diferentes de inoculagdo para a
avaliagcao da reacdo a MFG (Figura 1). No primeiro bioensaio foram utilizadas
as plantas das populacbées M-13/91 x M-46/94 e M-13/91 x ‘Gala’. Destas
populacdes, foram coletadas brotagbes de ramos terminais, de
aproximadamente 25 cm, com 6 a 8 folhas, trés ramos de cada planta, cada
ramo foi considerado como repeticdo. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado.

Foi utilizado o isolado C. gloeosporioides. 197 SJ, proveniente da Epagri,
Estacdo Experimental de Sdo Joaquim. Esse isolado foi escolhido por ser bem
caracterizado quanto a sua agressividade e € uma referéncia nos trabalhos
com MFG. O isolado foi mantido em placas contendo meio BDA por 3 a 5 dias.
Apos este periodo, os conidios foram suspensos em agua destilada estéril. A
suspensao de conidios foi filtrada e a concentracdo final de conidios foi
ajustada para concentragao de 10° conidios/mL. A parte apical dos ramos foi
inoculada, de forma uniforme até que os mesmos ficassem molhados, sem que
escorresse o inoculo. Isso foi feito utilizando-se um compressor de ar. Durante
o experimento, os ramos foram mantidos durante 120 h, em potes plasticos
contendo solugéo de sacarose a 2%. O ambiente de incubagéao foi mantido com
100% de UR nas primeiras 24 h e acima de 80% nas demais, sempre sob
temperatura de 24° C (+ 1° C), com fotoperiodo de 12h. Como controle
utilizaram-se os parentais das duas progénies, além da cv. Fuji (R) como
controle negativo. As plantas foram avaliadas quanto a reacgéo e suscetibilidade
as 48,72,96 e 120 h.

No segundo bioensaio de inoculagdo, objetivando confirmar os resultados
encontrados com ramos destacados, os individuos da populacdo M-13/91 x M-
46/94 foram enxertados sobre o porta-enxerto M9. Um total de 118 individuos
foram inoculados. Foram realizadas duas inoculagdes, cada uma com um
isolado diferente (C. gloeosporiodes 197 SJ e um isolado de C. acutatum)
sendo utilizadas 2 mudas de cada individuo, consideradas como repeticoes em
cada inoculagéo. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Aqui
também os parentais do cruzamento e a cv. Gala foram utilizados como

testemunhas. Os isolados foram mantidos em meio liquido a base de amido de

32



batata com 1% de sacarose, sob agitagdo em temperatura ambiente por 3 a 5
dias, conforme metodologia de rotina do laboratério de Fitopatologia da
Estacdo Experimental de Sao Joaquim. Apds este periodo, a solugao foi filtrada
e a concentracdo de conidios ajustada para 10° conidios/mL. Durante o
experimento, as mudas foram mantidas em camara de inoculagao durante 24
h, com umidade relativa de 100% e na temperatura de 24° C. Apés isto, foram
transferidas para sala de crescimento, com fotoperiodo de 12 h e umidade
relativa acima de 80%, mantendo-se a temperatura de 24° C (+1° C). Os
individuos foram avaliados para presenga (suscetiveis) ou auséncia
(resistentes) de sintomas de MFG 48, 72, 96 e 120 h apds a inoculagao.

O terceiro bioensaio foi realizado também com ramos destacados, 3
ramos por planta, coletados das populagées M-13/91 x ‘Gala’ e ‘Pink Lady’ x
‘Imperatriz’, como descrito para o bioensaio 1, constituindo-se numa variagao
da primeira inoculacédo, modificando-se o sistema de umidificagcado do ambiente.
Apos a inoculagéo, os ramos foram borrifados com agua e em seguida envoltos
com sacos plasticos. Vinte e quatro horas apés, foram novamente borrifados e
assim mantidos por mais 24 h. Apds este periodo, os sacos plasticos foram
removidos, mantendo-se o ambiente sem umidificacao artificial até a avaliagcédo
final. Neste caso, foi utilizado um subconjunto de individuos da populagcédo M-
13/91 x ‘Gala’ constituido por 40 plantas, as quais na sua maioria
apresentavam sintomas nao tipicos da MFG na primeira avaliagdo. Os
individuos foram avaliados 48, 72, 96 e 120 h apds a inoculagdo. Neste
experimento foi adicionado um ramo nao inoculado de cada planta como

controle negativo, além dos controles habituais, ou seja os parentais.
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Figura 1: Condigbes das camaras de inoculagao nas diferentes metodologias de inoculagao.

A) Ramos inoculados na cadmara de inoculagdo com o umidificador em funcionamento, conforme o bioensaio1
(acima e a esquerda).

B) Mudas na camara de inoculagéo, conforme o bioensaio 2. (centro)

C) Ramos inoculados, envoltos com sacos plasticos, conforme o bioensaio 3.
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RESULTADOS

No primeiro bioensaio, apds 96 h de incubacao, na populagdo M-13/91 x
‘Gala’, as folhas mais jovens das plantas suscetiveis se apresentavam
totalmente tomadas por sintomas tipicos da MFG, indicando alto grau de
severidade. Na Figura 2 & mostrada esta evolugdo dos sintomas. Observou-se
que apos 72 h da inoculacdo, os ramos apresentavam severos sintomas da
doenca e que com 96 h, os ramos estavam completamente tomados pela
doenca. Das 116 plantas inoculadas, 87 plantas foram suscetiveis e 29
resistentes, segregacao esta que se desvia significativamente da proporgao de
1:1 que era esperada considerando-se a hipétese ja formulada anteriormente

de que a resisténcia a MFG esta sob controle monogénico. Contudo, algumas

plantas consideradas suscetiveis apresentaram lesdes necréticas nao tipicas
da MFG.

Figura 2: Evolugdo dos sintomas nas folhas de uma das plantas do
cruzamento M-13/91 x ‘Gala’ (A) 72 h apés a inoculagédo. (B) 96

h apds a inoculagéao.

A populacdo derivada do cruzamento M-13/91 x M-46/94, no entanto,
apresentou reacao diferente da populacido anterior. Admitindo-se a hipotese
da segregacdao monogénica recessiva, a expectativa era de que nao

houvesse manifestacdo de sintomas da doenga nesta populagéo, pois os
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dois parentais sao considerados resistentes a MFG. Das 125 plantas
inoculadas, 123 apresentaram manchas necréticas semelhantes aos
sintomas da MFG (Figura 3), mas n&o idénticas, das quais isolou-se em

laboratdrio o fungo causador da doenga, C. gloeosporioides.

Figura 3: Lesbes necroticas nas folhas de plantas provenientes do
cruzamento M-13/91 x M-46/94: A) 72 h apds a inoculacéo. B)
120 h apods a inoculagéo.

Tanto para esta populagao quanto para a populagao anterior, a forma de
distribuicdo da presenga da doenca ndo confirma a hipotese mais aceita
atualmente, qual seja a de um gene, sendo a resisténcia condicionada pela
dose dupla de alelos recessivos. E possivel que alguns dos sintomas
observados ndo sejam indicagdo de suscetibilidade, uma vez que o fungo C.
gloeosporioides pode sobreviver como saprofita no hospedeiro (Lopes, 2001).
Neste caso, as lesbes podem ser causadas por outros fatores, como estresse
fisiolégico e excesso de umidade. Os sintomas observados ocorreram apoés
incubac&o sob nebulizagdo intermitente. E possivel que as manchas necréticas
tenham sido causadas pela alta umidade a qual os ramos foram submetidos.

Motivados por esta suspeita, realizou-se o0 segundo bioensaio com a
populacdo M-13/91 x M-46/94, desta vez utilizando-se mudas enxertadas. Esse
novo desenho experimental teve por objetivo diminuir ao maximo os efeitos

ambientais, permitindo assim isolar com mais precisdo 0s componentes
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genéticos da reagcdo hospedeiro-patégeno. Neste bioensaio, as plantas nao
apresentaram nenhum sintoma tipico da MFG, em nenhuma das repeti¢cdes
embora inoculados com dois diferentes isolados. Como era esperado, as
manifestacbes de sintomas tipicos ficaram restritas a ‘Gala’, usada como
testemunha. Portanto, os resultados deste bioensaio ndao confirmam os
resultados anteriores encontrados na populagdo M-13/91 x M-46/94, no
bioensaio realizado com ramos destacados. Desta forma, € provavel que as
manchas encontradas no primeiro bioensaio nesta populagcdo tenham sido
causadas por estresse fisiologico.

No terceiro bioensaio, com a diminuicdo da umidade na camara de
incubacdo os sintomas causados por estresse fisiologico puderam ser
sensivelmente reduzidos. As lesbes necroéticas atipicas da doenca observadas
no primeiro ensaio, nos individuos da populacdgo M-13/91 x ‘Gala’, nao
apareceram neste ensaio. Diante disto, corrigiu-se os valores da segregacao
de reacdo a MFG, resultando em 69 suscetiveis: 47 resistentes. A estes
valores foi aplicado o teste qui-quadrado para a hipétese de segregacgao 1:1
resultando em um valor de x?= 4, 17 (P = 0,041).

Na populacao ‘Pink Lady’ (S) x ‘Imperatriz’ (R) a segregacao ajustou-se
a proporcao de 1:1, pois foram observados 51 plantas resistentes e 43
suscetiveis, com sintomas tipicos da MFG (Tabela 1).

Os resultados obtidos indicaram que a metodologia de inoculagdo em
ramos enxertados elimina significativamente a ocorréncia de necroses
causadas por estresse ou excesso de umidade, que € necessaria quando sao
utilizados ramos ndo enxertados. Contudo, essa € uma metodologia dificil de
ser implantada de forma rotineira em programas de melhoramento, pois exige
grande disponibilidade de porta-enxerto e m&o de obra, além do tempo de
espera entre a realizagdo da enxertia e a avaliagdo. Para plantas menos
sensiveis como as provenientes dos cruzamentos M-13/91(R) x ‘Gala’(S) e
‘Pink Lady’(S) x ‘Imperatriz’(R) a metodologia de inoculagdo em ramos
destacados pode ser utilizada, tomando-se os cuidados de evitar o excesso de
umidade no ambiente de incubacédo e de adicionar repeticbes nao inoculadas
ao experimento como controle negativo. Nestes casos, a grande vantagem

desta metodologia € a praticidade e ndo necessidade de enxertia.
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Tabela 1. Teste de hipotese de segregacdo em cada uma das populagdes

avaliadas.

Populacao* Classes " Hipotese X?  Probabilidade
M-13/91 x M-46/94 § 1?8 0:1 0 1
M-13/91 x ‘Gala’ 69 47 1:1 4,17 0,04

‘Pink Lady’ x ‘Imperatriz 43 51 1:1 0,04 0,40

'S = suscetivel; R = resistente

* Foram considerados os resultados das inoculagdes onde ndo houve necrose decorrente
de estresse fisioldgico.

DISCUSSAO

A teoria atual mais aceita € a de que a reagdo a MFG é controlada por
um Unico gene e que a resisténcia é conferida pelo alelo recessivo em
homozigose (Katsurayama et al., 2001; Katsurayama et al., 2004; Dantas et al.,
2003). Estudos visando determinar a heranga da resisténcia foram conduzidos,
nos quais varias cultivares foram avaliadas quanto a suscetibilidade a MFG e
todas as do Grupo ‘Delicious’ mostraram-se resistentes. Além destas, a
‘Sansa’, a ‘Megumi’, a ‘Himekami’ e o ‘Marunbakaido’, dentre outras, também
manifestaram ser resistentes (Katsurayama, et al., 2004). Por outro lado, as
cultivares descendentes da ‘Golden Delicious’, incluindo a ‘Gala’ e seus clones,
mostraram ser suscetiveis. Entre as cultivares suscetiveis, nao houve diferenca
no grau de severidade de ataque da MFG nas folhas, o que levou a concluséo
de que a reagao — resistente:suscetivel - € do tipo qualitativo (Katsurayama, et
al., 2004). Trabalhos anteriores com inoculagdo de plantulas de diferentes
cruzamentos de ‘Fuji’ (R), ‘Topred Delicious’ (R), ‘Golden Delicious’ (S) e
FOP46 (S) também apontaram para a hipotese da resisténcia monogénica
recessiva (Katsurayama et al., 2001). Dantas et al. (2003) avaliaram as
progénies de 11 cruzamentos, entre cultivares e selecbes de macieira, quanto
a reacao a MFG. Os autores observaram que o padrao de reacgao nas folhas foi
do tipo qualitativo, ndo havendo diferengca quanto a severidade entre as
cultivares suscetiveis.

Um estudo no qual foram avaliadas 30 cultivares e 20 populagdes Fi,

inoculadas com o isolado SJ 197 (0o mesmo utilizado neste estudo), as
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proporcdes observadas neste trabalho entre plantas resistentes e suscetiveis
sugerem que mais de um gene controla a reagdo ao Colletotrichum spp
(Dantas et al., 2005). Como uma das principais conclusdes do trabalho, os
autores apontam a teoria de que a resisténcia ao C. gloeosporoides em
macieira, pode funcionar segundo o sistema gene-a-gene, de Flor, controlada
por trés genes que segregam independentemente, sendo a resisténcia
determinada por um gene dominante (C) e outros dois genes recessivos.
Contudo, esta hipbétese € baseada apenas nos desvios encontrados nas
segregacdes da resisténcia ao C. gloeosporoides esperadas (considerando-se
a hipotese de um unico gene) em algumas destas populagdes. Neste sentido
tal hipétese necessita se validada.

Os resultados obtidos com as populacbées M-13/91 x M-46/94 e ‘Pink
Lady’ x ‘ImperatrizZ apontam para um controle monogénico recessivo,
concordando, portanto, com a maioria dos resultados encontrados na literatura
(Katsurayama et al., 2001; Katsurayama et al., 2004; Dantas et al., 2003).
Contudo, os valores encontrados na populagdo ‘Pink Lady’ x ‘Imperatriz’
também nao permitem rejeitar a hipétese de segregagao de 9:7. Assim, ndo é
possivel descartar a hipotese de que outro gene nuclear esteja interferindo nas
respostas das plantas ao Colletotricum spp. Além disso, a falta de ajuste das
segregacdes de diferentes cruzamentos em nossos ensaios nao permitem
eliminar a hipétese um terceiro alelo esteja envolvido na resisténcia a MFG, no
género Malus, assim como, nao permite descartar a hipotese da ocorréncia de
efeito materno ou ainda outros efeitos ainda n&o conhecidos.

As frequéncias observadas nas classes de reagcdo a MFG na populacao
M-13/91 x ‘Gala’ apresentaram uma baixa probabilidade de ajuste a hipdtese
1:1, sugerindo que podem existir outros fatores que estdo afetando a variagao
genética encontrada nesta populagdo. Uma hipdtese alternativa para explicar a
relagcdo 69 S: 47 R, encontrada nesta populacdo pode ser a de ocorréncia de
epistasia complementar dominante, 2 S: 1 R. Neste caso o qui-quadrado ficaria
em 2,7 com probabilidade de 0,1.

Outro fator importante, que deve ser observado, é o fato de que os
parentais utilizados neste cruzamento sdo semi-compativeis, M-13/91 possui
gendtipo S5S10 e ‘Gala’ S2S5 para o gene S (Albuquerque Jr., 2005)

responsavel pelo controle da caracteristica de auto—incompatibilidade em
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macieira. Neste caso, uma certa combinagcédo de gametas dos parentais nao
resulta na formacdo de embrides o que consequentemente reduz nao soé
tamanho da populagéo gerada em aproximadamente 50%, mas também altera
a proporc¢ao de tipos esperados, 0 que pode provocar desvios de segregagao.

Desvios da proporgao esperada para segregacado monogénica da MFG
nao sdo raros na literatura, Dantas (2002) analisou um cruzamento entre ‘Fuji’
(R) e ‘Gala’ (S), que resultou em 963 plantas. O autor observou um excesso de
plantas suscetiveis resultando em um valor de qui-quadrado de 5,5
correspondente a uma probabilidade de 0,02 quanto do ajuste a hipotese 1:1.
Posteriormente, Dantas et al. (2005) avaliaram outro cruzamento envolvendo
estes mesmos parentais com uma progénie de 891 plantas das quais 494
foram resistentes e 397 foram suscetiveis a MFG. Este excesso de resistentes
resultou novamente em um elevado valor de qui-quadrado (10,56) e um baixo
valor de probabilidade (0,01) para aceitar a hipotese 1:1. Nestes dois casos,
cruzamentos envolvendo os mesmos parentais, ‘Fuji’ como doadora de
gametas femininos e ‘Gala’ de gametas masculinos levam a conclusdes
completamente contraditérias, no primeiro houve excesso de suscetiveis e 0
contrario ocorreu no segundo cruzamento.

A realizagdo de cruzamentos dialélicos poderia contribuir decisivamente
na elucidagdo do controle genético da MFG. Comparagdes adicionais da
resposta ao Colletotrichum spp em populagdes que envolvam parentais
suscetiveis ndo descendentes do grupo ‘Golden Delcious’ permitirdo melhor
elucidar o controle genético da resisténcia a MFG, comparando-se o
comportamento dos genes de resisténcia em diferentes “backgrounds”
genéticos. Aparentemente, no caso da MFG, o controle genético da resisténcia
€, aparentemente, bem mais complexo do que os primeiros estudos nesta area
sugeriram. A confirmagcdo da hipdtese de existir apenas a segregacéao
monogénica recessiva de reacédo de resistencia a esta doenga em macieira,
certamente, limitaria a nivel comercial o uso deste mecanismo de controle da
MFG, devido ao iminente risco de quebra da resisténcia por formas mutantes
desta doenga — novas racas. Cita-se como exemplo, outras doengas como a
sarna e o oidio da macieira.

No patossistema do oidio em macieira, a resisténcia conferida pelo gene

PI-2, proveniente de Malus zumi, foi superada por isolados virulentos de
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Podosphaera leucotricha. Este fato foi recentemente demonstrado em um
pomar experimental na Franga, em gendtipos de macieira da quarta geragao
apos a introgresséao (Caffier e Laurens 2005). A resisténcia proveniente de M.
zumi foi inicialmente atribuida a um unico gene dominante (Knight e Alston
1968). Contudo, estudos mais recentes demonstraram que a causa genética
desta resisténcia € muito mais complexa. Ela depende de pelo menos 2 genes,
um gene maior, PIl-2, auxiliado por outro gene de grande efeito, ou
alternativamente, por alguns de menor efeito (Alston 1976, citado por Caffier e
Parisi, 2007). Outros tipos de resisténcia oligogénicas e monogénicas tém sido
identificados em outras espécies de Malus como M. robusta. O uso de um
unico gene em cultivares resistentes a doengas frequentemente resulta na
selecdo de patdgenos virulentos, capazes de superar esta resisténcia. Depois
que isto acontece, é importante determinar se ainda é possivel utilizar este
gene de resisténcia no melhoramento, sozinho ou em combinagdo com outros
genes de resisténcia. A combinacdo de genes conferindo resisténcia
quantitativa com genes maiores mostrou-se eficiente para diminuir os efeitos da
quebra de resisténcia (Caffier e Parisi, 2007).

No caso da sarna, as pesquisas em melhoramento genético em nivel
mundial nas ultimas décadas ficaram restritas a transferéncia de um unico gene
de resisténcia de efeito maior, o Vi, para as cultivares comerciais (King et
al.,1999). A rapida disseminagdo desta estratégia pelas regides produtoras
mundiais gerou forte pressdo de selegcdo sobre as populagbes do patdégeno.
Isto levou a selecdo natural de duas ragas de V. inaequalis, que superaram a
resisténcia conferida pelo gene Vf (Parisi et al., 1993).

A existéncia generalizada de fontes de in6culo de Colletotrichum e o
freqiente desenvolvimento de epidemias sob condi¢cbes favoraveis, tornam
menos eficazes muitas das praticas fitossanitarias, tais como a remocgao e
queima de folhas infectadas. A tentativa de implantacdo de sistemas de
previsdo epidemioldgica para Mancha Foliar de Glomerella esbarra nas
deficiéncias que ainda sao encontradas nos modelos de previsdo de tempo
atualmente disponiveis (Katsurayama & Boneti, 2006).

O uso intensivo de fungicidas no controle da antracnose em varias
culturas tem favorecido o surgimento de resisténcia fungica. Aplicagdes nao

programadas podem ainda interferir na microflora natural das culturas, afetando
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0s mecanismos de biocontrole e favorecendo de alguma forma o aumento na
severidade das doengas (Waller, 1992) Além disso, ha também limitagdes
impostas pela legislagdo de protecdo ao consumidor quanto ao uso de
fungicidas.

E inegavel que o uso de variedades altamente resistentes auxilia na
reducdo ou eliminacdo de pulverizagcbes e na reducao das concentracdes de
fungicidas. Ha varios exemplos do uso da resisténcia genética em culturas
anuais e perenes com sucesso, ainda que nestas ultimas e contra espécies de
Colletotrichum, essa resisténcia tenha sido alcancada apenas parcialmente
sendo grandemente influenciada por outros hospedeiros e fatores ambientais
(Lopes, 2001). Uma alternativa indicada para reduzir o risco de quebra de
resisténcia e alcancar uma “resisténcia duravel”’, seria a combinacdo de
diferentes genes, de maior e menor efeito, em uma unica cultivar, ou seja o
piramidamento. Segundo alguns autores, isto dificulta o aparecimento de ragas
capazes de quebrar a resisténcia conferida por esta combinagéo (Stankiewicz
et al., 2002).

No caso da macieira ainda ndo sado conhecidas ragas do patdgeno
causador da MFG e tampouco tém sido identificados diferentes fontes de
resisténcia entre as cultivares estudadas. Ainda que, desvios das proporgcdes
esperadas para segregacao monogénica tenham sido observados em alguns
cruzamentos sugerindo que outros fatores estejam influenciando na resposta
da macieira ao Colletotrichum pouco se sabe a esse respeito.

Conhecer isto é relevante, pois o melhoramento genético e o manejo de
variedades sdo muito mais facilitados nas espécies onde a reagcéo hospedeiro-
patdbgeno € conhecida com profundidade, como no caso do feijoeiro e a
antracnose. A antracnose do feijoeiro € um bom exemplo de como as relagdes
patdogeno—hospedeiro, envolvendo plantas e espécies de Colletotrichum,
podem ser bastante complexas. Esta doencga é causada por C. lindemuthianum
sendo amplamente distribuida pelas regides produtoras de feijao no Brasil € no
mundo. Mais de 25 ragas do patégeno ja foram identificadas (Thomazella et al.,
2002) e sao conhecidos atualmente 10 genes de resisténcia a antracnose no
feijoeiro: Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, Co-9, Co-10 e Co-11
(Gongalvez-Vidigal et al., 2007). Alguns destes locos possuem mais de 1 alelo

conferindo resisténcia, como o loco Co-1 para o qual ja foram identificados 5
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alelos os quais exibem diferentes graus de dominancia entre si (Gongalvez-
Vidigal e Kelly, 2006).

Vinte quatro anos depois da sua primeira constatacdo, algumas perguntas
a respeito da MFG continuam sem resposta. Uma delas diz respeito se esta
doencga é causada ou n&o pelo mesmo patdgeno que causa a podriddao amarga
(lesbes nos frutos de macieira causadas por Glomerella cingulata), se
cultivares suscetiveis a podriddo amarga como ‘Fuji’ s&o resistentes a MFG. A
resisténcia apresentada por cultivares do grupo 'Delicious' como 'Fuji’, uma das
cultivares mais plantadas no sul do Brasil, tem sido eficiente mesmo sobre
grande pressao de inéculo desde que a doencga foi constada pela primeira vez
em 1983 (Leite Jr. et al.,1988). A quebra de resisténcia n&o foi observada na
cultivar ‘Fuji’, mesmo quando inoculada com 39 isolados de Colletotrichum
diferentes, coletados nos trés estados do sul do Brasil, comprovando que
ocorre uma relagcdo de incompatibilidade entre patégeno e hospedeiro
(Hamada, 2005).

A MFG continua sendo uma doenca importante tanto nos Estados
Unidos como no Brasil, entretanto, as relagbes genéticas entre os isolados que
causam podriddo amarga nos frutos e os isolados que causam MFG
permanecem desconhecidas. Caracteristicas morfologicas e grupos
compatibilidade vegetativa (VCGs) de 486 isolados de Glomerella cingulata,
Colletotrichum gloeosporioides, e C. acutatum coletados de folhas de macieira
com sintomas de MFG e frutos com sintomas de podriddo amarga provenientes
dos Estados Unidos e do Brasil foram estudados por Gonzalez et al. (2006).
Estes autores constataram que todos os isolados puderam causar lesdes nos
frutos, mas somente um limitado numero de gendtipos puderam causar MFG.
Entdo, uma das hipoteses levantadas com base nestes resultados € de que os
genotipos que causam a MFG podem ter se originado de populagdes
causadoras de infecgdes em frutos. Isto parece ser verdadeiro, pelo menos
para as amostras coletadas no Estados Unidos. Esta hipotese é suportada pelo
fato de que os isolados causadores de infecgdes nos frutos e nas folhas
possuem haplotipos de mtDNA (DNA mitocondrial) similares. Ao que tudo
indica, os isolados capazes de causar MFG ja existiam em baixa frequéncia
nos Estados Unidos ha bastante tempo. Se esta hipotese estiver correta, entéo

a cultivar ‘Gala’ atuaria como uma forte pressdo de selecao em favor destes
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isolados, uma vez que o aumento do cultivo desta cultivar nos EUA coincide

com a constatagcédo da doenga (Gonzalez et al., 2006).
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CAPITULO 2:

Selecdo de marcadores RAPD, microssatélites e AFLP
visando mapeamento genético de macieira em duas populacdes

segregantes
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RESUMO

A macieira € um bom exemplo para demonstrar a utilidade dos
marcadores moleculares, pois devido ao longo periodo de cada geragédo e ao
fato de que a analise e manutencdo de populagdes a campo sao bastante
trabalhosas, os avangos nos estudos de genética e de melhoramento pelas
técnicas convencionais tém sido dificultados. Nestas situacdes, os marcadores
moleculares podem ser ferramentas muito uteis para detectar genes
responsaveis por caracteristicas economicamente importantes e para facilitar a
selecdo dessas caracteristicas em programas de melhoramento. Neste sentido,
o objetivo deste trabalho foi a selegdo de marcadores RAPD, microssatélites e
AFLP visando mapeamento genético de macieira em duas populagdes. Para os
marcadores RAPD, a estratégia de selecdo de marcadores utilizada foi o BSA.
Dos 195 iniciadores RAPD testados nenhum apresentou produto de
amplificacdo co-segregando com o gene de resisténcia a MFG. No caso dos
marcadores microssatélites o polimorfismo encontrado foi abundante e dos 93
iniciadores testados, 63 foram utilizados no mapeamento genético da
populagdo M-13/91 x ‘Gala’. Os marcadores AFLP apresentaram em média de
13,1 e 10,5 fragmentos polimérficos entre os parentais das duas populacdes

em estudo, respectivamente.

INTRODUCAO

A analise das variagbes das sequéncias de DNA tem grande importancia
nos estudos de genética. Neste contexto, os marcadores moleculares s&o
ferramentas uteis na anadlise da variabilidade genética e tém sido, sobretudo,
de grande valia no estudo da genética e melhoramento das plantas cultivadas.
Uma grande quantidade de mapas genéticos se tornou disponivel, tanto para
espécies animais como vegetais, € um numero crescente de genes tém sido
detectados com auxilio desses mapas.

Varios tipos de marcadores podem ser utilizados na construgdo de
mapas, apresentando, contudo, diferentes propriedades: numero de locos que
podem ser detectados, grau de polimorfismo entre e dentro de acessos e
capacidade de identificacdo de heterozigotos (Maliepaard et al., 1998). Coelho

(2000) ressaltou a importancia de se considerar o conteudo informativo dos
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marcadores de natureza co-dominante (RFLPs e SSRs) em relacdo aos
marcadores dominantes (RAPDs e AFLPs), além de aspectos como custo,
tempo necessario para a realizacdo das avaliagdes e dificuldades praticas
inerentes a execucgao de cada técnica.

Uma variedade de marcadores moleculares, incluindo os de polimorfismo
do comprimento de fragmentos de restrigdo (RFLP), polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) e microssatélites ou sequéncias unicas repetidas (SSRs),
tem sido desenvolvida para diferentes plantas cultivadas (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Dentre os diferentes marcadores moleculares, podemos
destacar os microssatélites por sua reprodutibilidade, natureza multialélica,
heranga co-dominante, abundancia relativa e boa cobertura do genoma. Estas
caracteristicas tornam os microssatélites uteis para uma variedade de
aplicagdes na genética e melhoramento (Maliepaard et al.,1998; Gianfranceschi
et al., 1998; Goulao et al., 2001; Liebhard et al., 2003b).

A macieira € um bom exemplo para demonstrar a utilidade dos
marcadores moleculares, pois devido ao longo periodo de cada geragéo, o
grande espacgo, tempo e alto custo envolvidos na analise e manutengao de
populagdes a campo e o modo de reprodugao aldgamo os estudos genéticos e
de melhoramento pelas técnicas convencionais tém sido dificultados. Nestas
situagdes, os marcadores moleculares podem ser ferramentas muito uteis para
detectar genes responsaveis por caracteristicas economicamente importantes
e para facilitar a selegdo dessas caracteristicas em programas de
melhoramento (Maliepaard et al.,1998, Liebhard et al., 2003b).

O desenvolvimento e a aplicagdo de marcadores altamente informativos,
como o0s microssatélites, para localizar e rastrear genes controlando
caracteristicas agronédmicas importantes € essencial para o melhoramento da
macieira. Esses marcadores podem ser também utilizados para identificacao
de variedades e gerenciamento dos recursos genéticos (Gianfranceschi et al.,
1998; Goulao et al., 2001). Desde o final da década de 90, marcadores
microssatélites passaram a ser amplamente descritos em macieira (Guilford et
al., 1997; Gianfranceschi et al.,1998; Hokanson et al., 1998; Liebhard et al.,
2002). Em 1998, Gianfranceschi e colaboradores desenvolveram 16 iniciadores

SSR para Malus X domestica (Borkh), que foram validados em 19 cultivares
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desta espécie. Posteriormente, foram desenvolvidos outros 140 iniciadores
microssatélites, dos quais 115 foram posicionados no mapa de ligagdo do
cruzamento ‘Fiesta’ x ‘Discovery’ (Liebhard et al., 2002). Outros microssatélites
ainda estdo em fase de desenvolvimento pelos varios grupos de pesquisa
genética desta espécie.

No caso do mapeamento genético, a maior vantagem dos marcadores
microssatélites € que eles sao facilmente transferiveis de um mapa para outro,
sendo muito uteis também no alinhamento de mapas. O uso de marcadores
baseados em PCR, como os microssatélites aliados a marcadores RAPDs e
AFLPs, requer pouca quantidade de DNA e oferece uma estratégia simples,
rapida e reprodutivel para constru¢do de mapas transferiveis (Liebhard et al.,
2003a).

A técnica chamada AFLP, descrita por Vos et al. (1995), surgiu como
uma estratégia de ’“fingerprinting” baseado em DNA, na qual ocorre a
amplificacdo seletiva de fragmentos de restricdo provenientes da digestao do
DNA gendmico total de um individuo. Marcadores AFLP também tém sido
empregados com sucesso para propositos de saturagdo de mapas genéticos
de varias espécies, como a macieira, produzindo grande numero de marcas
polimorficas em poucas reagbes (Xu et al, 2000). Além disso, podem
proporcionar a cobertura de regides genémicas para as quais ainda ndo foram
desenvolvidos marcadores microssatélites (Kenis et al., 2005).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi a selecdo de marcadores
RAPD, microssatélites e AFLP visando mapeamento genético de macieira em

duas populag¢des segregantes.
MATERIAL E METODOS
Populacdes de mapeamento
Neste estudo foram utilizadas duas populagcbes segregantes. A
populacdo 1 possui 180 plantas e é oriunda do cruzamento entre duas

selecdes de macieira: M-13/91 x M-46/94 e n&o segrega para MFG. A segunda

populagao utilizada neste estudo é proveniente do M-13/91 x ‘Gala’, possui 116
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plantas e segrega para Mancha Foliar de Glomerella. Os cruzamentos foram
realizados na Estacdo Experimental de Cagador (EECd) — SC, EPAGRI.

Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA dos genitores e das duas populagdes segregantes foi extraido de
folhas jovens coletadas no inicio do ciclo vegetativo, utilizando-se do método
CTAB-2 % (Doyle e Doyle, 1987). Em cadinhos de porcelana adiciona-se
aproximadamente 1 g de tecido, que é moido em nitrogénio liquido o suficiente
para virar po bem fino. Apds este procedimento, acrescenta-se 3 mL tampao de
extracédo (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA pH 8,0; 100 mM Tris-HCI pH
8,0 , 2% de PVP e 2% [R-mercaptoetanol). A emulsdo foi dividida em 3
aliquotas iguais. A estimativa da concentragdo de DNA extraido foi feita em gel
de agarose 0,8% contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo, tendo como
padrao DNA Fago Lambda, nas concentragbes de 50, 100 e 200 ng/pl

(Sambrook et al., 1989). As amostras foram mantidas a -20°C até o seu uso.

Marcadores RAPD

A estratégia utilizada para selecionar os marcadores RAPD a serem
utilizados no mapeamento foi a técnica de analise de “bulks” segregantes —-BSA
(Michelmore et al., 1991). O DNA de 10 plantas resistentes a Mancha Foliar de
Glomerella e de 10 plantas suscetiveis provenientes do cruzamento M-13/91 x
‘Gala’ foi extraido individualmente e misturado em quantidades equimolares.
Uma vez obtidos os “bulks” - um para plantas resistentes e outro para
suscetiveis - os mesmos foram testados, juntamente com o DNA dos parentais,
com 195 iniciadores RAPD. Os iniciadores RAPD n&o foram testados na
populagao proveniente do cruzamento M-13/91 x M-46/94 pois a mesma nao
segrega para reagao a MFG.

As amplificagdes de RAPD foram realizadas em um volume de 13 pl
contendo: 1,3 pl tampao 10X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 0,78 pl de
MgCl, (50 mM); 4 pl de DNA (3 ng/l); 4 ul de iniciador (2,5 ng/ul); 1,04 ul BSA
(10 mg/ml); 1,04 uyl dNTPs (2,5 mM de cada nucleotideo); 0,2 ul Taq
polimerase (5 U/ul); 0,64 pl agua mili-Q. Foram amplificados 195 diferentes
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iniciadores decameros de sequéncia arbitraria provenientes dos Kits A, B, C, D,
E, F, G, H, |, e AN da OPERON Technologies Inc. A visualizagdo e separagao
dos fragmentos amplificados foi feita em gel de agarose 1,5%, contendo 0,5
pg/ml de brometo de etideo imerso no tampao TBE 1X (100 mM Tris/100 mM
acido bérico/2 mM de EDTA pH 8,0. A corrida de eletroforese foi conduzida sob
voltagem constante de 110 volts por 3 h. Os géis foram visualizados em

transluminador de luz U.V.

Marcadores microssatélites

Os iniciadores de microssatélites foram selecionados das bibliotecas
genbmicas de macieira (cv. Royal Gala) desenvolvidas por Gianfranceschi et
al. (1998) e por Liebhard et al. (2002) e da cv. ‘Granny Smith’ por Guilford et al.
(1997), além das recentemente desenvolvidas Naik et al. (2006) e Silfverberg-
Dilworth et al. (2006). As amplifica¢des via PCR (reagédo de polimerizagdo em
cadeia) foram ajustadas para um volume final de 15 ul contendo: 3 ul de DNA
(10 ng/ul), 1,75 pl de cada iniciador (2 uM) “foward” e “reverse”, 1,5 yl de
tampéo 10 X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 1,5 pl de dNTPs (2,5 mM de
cada nucleotideo), 0,2 ul Taq polimerase (5 U/ul), 1,3 pl de DMSO (50%), uma
concentragcdo de MgCl, (entre 1,5 e 2,66 mM) otimizada para cada
microssatélite e agua mili-Q para completar o volume total de 15ul. Foram
testadas diferentes temperaturas de anelamento (45 a 60°C). Os
termocicladores foram programados para rea¢dées de PCR, com um periodo de
desnaturagao a 95°C por 5 min seguido por 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
temperatura de anelamento adequada para cada marcador (45 a 60°C) e 1 min
a 72°C; seguidos de 7 min finais a 72°C e, finalmente, resfriadas a 4°C. Os
padroes eletroforéticos foram avaliados quanto a presengca de bandas
polimoérficas entre os genitores de cada cruzamento, bem como quanto a

nitidez para interpretagao destes padrodes.
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Trasferibilidade de marcadores microssatélites de espécies do

género Prunus para Malus x domestica

Iniciadores microssatélites de damasqueiro (Prunus armeniaca L.),
ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl.), amendoeira (Prunus dulcis ) e
pessegueiro [Prunus persica(L.) Batsch] (Mnejja et al., 2004; Hagen et al.,
2004; Mnejja et al., 2005; Yamamoto et al., 2002) foram tomados ao acaso
para um ensaio de transferibilidade para Malus x domestica, numa tentativa de
serem utilizados para saturar os mapas desenvolvidos nas populagdes
segregantes para MFG. Trinta e sete iniciadores foram testados sob
temperaturas de anelamento de 50, 51 e 52°C. A origem e a seqiiéncia dos
iniciadores utilizados podem ser visualizados na Tabela 1. As amplificacdes via
PCR foram feitas segundo protocolo desenvolvido por Moraes, (2005) para
ameixeira, sendo ajustadas para um volume final de 13 pl contendo: 3 ul de
DNA (10 ng/pl), 2 pl de cada iniciador (2 uM) “foward” e “reverse”, 1,5 pl de
tampéo 10 X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 0,85 pl de MgCl, (50 mM),
1,3 ul de dNTPs (2,5 mM de cada nucleotideo), 0,2 ul Taq polimerase (5 U/pl),
1,3 pl de DMSO (50%) e 0,85 pl de agua mili-Q. Os programas dos
termocicladores foram os mesmos utilizados para os microssatélites de

macieira.

Tabela 1: A origem, a sequéncia dos iniciadores, temperatura de
anelamento na espécie original, motivo repetido e autores dos
iniciadores  microssatélites  utilizados no teste de

transferibilidade.

Loco Sequéncias dos Ta (°C) Motivo repetido Autor

iniciadores original

Damasqueiro

F :GGAGCAGGTTTTCAAATACGAC
(TCha

AMPA 93 55

H 1., 2004
R :GTCGGACCGGTGTACATAAACT agen etal., 200

F :GAAGGAGACGAAGCTGTGAAAG

AMPA 1 A
03 R.CAACACCATCCAATAAACAAGC 55 (AG)o

F : CTGCTCTCACTCAACTCAATGC

AMPA 1 A
05 R : CTCCCCTACCCCTCTGTATCTC 55 (AG)1
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AMPA 107

AMPA 115

AMPA 121

CPSCT 4

CPSCT 5

CPSCT 6

CPSCT7

CPSCT 8

CPSCT 10

CPSCT 11

CPSCT 12

CPSCT 16

CPSCT 18

CPSCT 21

CPSCT 22

CPSCT 23

CPSCT 24

CPSCT 25

CPSCT 27

CPSCT 30

CPSCT 33

F: TTACATTGCTGGTTTCCTTTCC
R :GTGGTGTTCTTGAGGCAGGTAG

F : AATTGACTTGGTCGTTGGGTAG
R : AGCCTAGTTACCTTGCTTGCTC

F: TGGTGTGGTGTTTGTTTTGAAG
R : ACCAACTCCATCCACATTTCTC

Ameixeira Japonesa

F: GCTCTGAAGCTCTGCATTGA
R:TTTGAAATGGCTATGGAGTACG

F:CTGCAAGCACTGCGGATCTC
R:CCCATATTCCCAACCCATTA

F:ACAAAACCAAGCACCGTCTC
R:GGGCAAATGCTTACCTGTTC

F:GTGGCCGGACGAGAGAAC
R:CGATCGAATGAAGCTCAGTG

F:TGGATCCAATCCAAGAGTCTG
R:GCAGCAAGTTGTTCTTGGTTC

F:TTGGGTAAATACTTTATCATTTCC
R:TCCCTGAATAAGGGTTGTGC

F:ATTTGGGTTTGCGACTCAAG
R:ACTCATCCCTTGCCCTTTCT

F:ACGGGAGACTTTCCCAGAAG
R:CTTCTCGTTTCCTCCCTCCT

F:CAACTCCAAGCTCTGCTCCT
R:AGAGCTACACCAGCCAAAGG

F:AGGACATGTGGTCCAACCTC
R:GGGTTCCCCGTTACTTTCAT

F: GCCACTTCGGCTAAAAGAGA
R: TCCATATCTCCTCCTGCTTGA

F: TGTCTGCCTCTCATCTTAACCA
R: TTCTTGAGCAGCCCATCTTCT

F: CGGGTTGACTCAGTTCCTTC
R: ATTTGAGCAGAAGCCCAGAA

F: TGGGTCGTCTTCTTTATCGTG
R: CCTCACCAAAACGGTAGTCAG

F: GCATTGCAAGCATTTGAAGA
R: GATGCTATCCTTTCCGCATC

F: CCCATGCTCCTGTGGTAAGT
R: TTTAGAATCCCAACCCCACA

F: CAACAGCGAGTGTCACGTTT
R: AGGCAACGGACAAAAATCTG

F: TCCTCATTTGAGTGTTGTGGA
R: TGCCCAATTTGAAAACTTTGT
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55

55

62

62

62

62

62

62

62

62

62

52

46

62

46

46

46

62

46

62

(AC)1g

(GA)11

(GA)e

(GA)s Mnejja et al., 2004

(CThe

(CThs

(GA);GC(GA)s...
(GA)

(GAW

(TA)o(CTha

(CT)as

(GA)s

(CThe

(CA)s(CT)0

(GA)s

(GA)s

(CTe

(GA)0

(CCT)(CT)s

(GA)2s

(CTrz

(GT)11(GA)s
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F: AGGTGGACAATAGCCGTGAT (CT)sGT(CT)s ...

CPSCT 34 62
R: TTTCCAGACCCTGAGAAAGC (CA)s

F: TCTTTGATTACACCATGAGCAA

CPSCT 35 R: TGGGGAACACATTGGATCTT 62 (GA)

F: GCCGCAACTCGTAAGGAATA
CPSCT 39 R: TCCACCGTTGATTACCCTTC 62 (GA)18

F: TGGCTCAAAAGCTCGTAGTG

CPSCT 42 R: CCAACCTTTCGTTTCGTCTC 62 (GA)o

F: CCAGCACAGAGAAAACGATG (GT)s(AT)s ...
CPSCT 44 62
R:GAGCTCCTACTCTGAGTCTGTAAAA (GA),CA(GA)s
Amendoeira
CPDCT45  F: TGTGGATCAAGAAAGAGAACCA 62 (GA)e Mnejia et al.,2005

R: AGGTGTGCTTGCACATGTTT

Pessegueiro

F: GTGCATCGTTAGGAACTGCC

MA 7 55 (TC)4C(CT),7 Yamamoto et al.,
R: GCCCCTGAGATACAACTGCA
2002

F: ACCTGTTTCCTACACTCACA

MA 12 55 (GA)z0
R: CCCACACCACTACTCTACAC

F: CACACTCCAAAAACTCCTAT

MA 13 55 (AG)zs
R: CACAAAGAGAGGTGAAC

F: TGAGTTCGATGGAGCCTCCT

MA 15 52 (AG)21
R: GGTTACTCCCCCCATTGTCA

F:CTTGCCCATTTATGTACTGA
(AG)23

MA 20 55
R: TATATCGCATAATCACGGTC

F: GGGCAGTGAAGAATCTATGA

MA 27 55 (GA)zs
R: GATAGCATAAACCCCGTGAA

Marcadores AFLP

Foi realizado um screening com 64 combinagdes de iniciadores de
AFLP a fim de ajustar protocolos para as etapas da reagdo e escolher as
combinagdes mais polimorficas entre os parentais das populagbes de
mapeamento. As reagdes com AFLP foram realizadas em quatro etapas,
conforme recomendagdes feitas tanto pelos autores (Vos et al.,, 1995) e o
protocolo de Hazen et al. (2004) - WWW.
Msu.edu/user/hazenam/aflp/AFLPprotocolMSU.html - com modificagdes.

As reagdes de digestdo com enzimas de restricdo foram ajustadas para
um volume final de 25 yl contendo: 2,5 yl de tampao OnePhorAll (OPA), 0,25
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pl de Mse | (10 U/ul), 0,21 ul de Eco RI (12U/ul), 0,25 pl de BSA (10 ug/ul), 5,0
pl de DNA gendémico (50- 200 ng/ul), 16,79 pl de agua mili-Q. Apos passarem
por vortex e breve centrifugacdo, as amostras foram incubadas a 37°C, por 12
horas em estufa. Em seguida as amostras foram levadas ao termociclador
onde permanecem por 15 minutos a 70°C para realizar a desnaturagao das
enzimas de restrigao.

Na reacao de ligagao, a cada amostra digerida foi adicionado um volume
de 5 ul de reagcao contendo: 0,5 ul de adaptador Eco RI, 0,5 ul de adaptador
Mse I, 0,5 pl de tampao 10 X especifico para a enzima T4 DNA ligase, 0,15 pl
de T4 DNA ligase (400U/ul), 3,35 ul de agua mili-Q. Apds passarem por vortex
e breve centrifugagdo, as amostras foram incubadas a 20°C por 3 horas no
termociclador.

Nas reacdes de pré amplificagdo foram utilizados iniciadores com uma
base seletiva, e foram ajustadas para um volume final da 10ul contendo: 0,25
gl do iniciador Eco RI +A (50 ng/ul), 0,25 ul do iniciador Mse I+ C (50 ng/ul), 2
gl de dNTPs (2,5 mM), 1 pl de Tampéo 10 X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH
8,3), 0,3 ul Taq polimerase (5 U/ul) , 0,6 pl de MgCl, (50 mM), 2 ul de DNA
digerido/ligado e 3,6 pl de agua mili-Q. Os termocicladores foram programados
para reacdes de PCR, com um periodo de desnaturagdo a 94°C por 2 min,
seguido por 26 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min 56°C, 1 min a 72°C, seguidos de 5
min finais a 72°C. Os produtos das reacdes foram entdo diluidos com 50 pl de
agua mili-Q.

Nas reacdes de amplificagao foram utilizadas 3 bases seletivas em cada
iniciador; as reacdes foram feitas com iniciadores do Kit AFLP™ | (Invitrogen)
ajustadas para um volume final de 10 pl contendo: 1ul de tampado PCR 10X
com MgCl, (200mM Tris- HCI pH 8,4; 15 mM de MgCl e 500 mM de KCI), 3 ul
de iniciador Msel + CNN (6,7 ng/ul), 0,6 ul de iniciador Eco Rl + ANN (27,8
ng/ul), 5 pl do produto da pré amplificagéo, 0,2 yl de Taq polimerase (5 U/ul) e
0,2 pl de agua mili-Q. Os termocicladores foram programados para reagdes de
PCR, com um periodo de desnaturagcdo a 94°C por 2 min, seguido por 12
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 65°C, 1 min a 72°C (decrescendo a temperatura
de anelamento em 0,7°C em cada ciclo), seguidos por 23 ciclos de 30 s a 94°C,
30 sa 56°C, 1 mina72°C seguidos de 2 min finais a 72°C.
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Eletroforese e analise dos marcadores

Os produtos amplificados de microssatélites e AFLP foram avaliados em
gel desnaturante de poliacrilamida a 4% (6 ml de bis-acrilamida 40%, 25 g de
uréia em 3 ml de TBE 10X). Para a polimerizagao do gel, foi acrescido 400 ul
de APS 10% e 40 ul de TEMED/50 mL de solugdo de gel. Nas linhas da
extremidade de cada gel foi utilizado como marcador uma solugdo de
fragmentos de tamanho conhecido, de multiplos de 10 pb para microssatélites
e de 30 a 330 pb para AFLP. Para microssatélites e AFLP a voltagem utilizada
para corrida foi de 1800 V e poténcia constante de 60 W, sendo 1 h o tempo de
corrida. Apés a corrida, os géis foram fixados em alcool etilico 10% e acido
acético 1%, corados com nitrato de prata 0,2% para os microssatélites e 0,3%
para os AFLP, de acordo com metodologia empregada por Creste et al. (2001)
e deixados secar a temperatura ambiente por 24 h. A leitura dos géis foi
realizada em transluminador de luz branca fria e registrada por um

fotodocumentador para registro e analise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Marcadores RAPD

Na figura 1 € mostrado um gel de agarose no qual 7 iniciadores RAPD
sao testados nos parentais e nos “bulks” resistente e suscetivel. Utilizando a
estratégia de “bulk” ndo foi encontrada nenhuma marca RAPD co-segregando
com o gene de resisténcia ou suscetibilidade a Mancha Foliar da Glomerella.
Dessa forma, nenhum dos 195 iniciadores decameros de sequéncia arbitraria
testados foi utilizado para genotipagem da populagdo de mapeamento M-13/91

x ‘Gala’.
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Figura 1: Analise eletroforética dos produtos de amplificagdo de RAPD de
amostras de DNA dos genitores M-13/91(M), ‘Gala’ (G) e dos
“bulks” resistente (R) e suscetivel (S), respectivamente com os
iniciadores OPEQ5, OPEQ7, OPE08, OPE(09, OPE10, OPE11 e

OPE12. em gel de agarose 1,5% corado com brometo de

etidio.
Marcadores microssatélites

Dentre os 93 iniciadores testados, 42 foram polimérficos entre os
parentais M-13/91 e M-46/94 (Figura 2) e 63 entre M-13/91 e ‘Gala’ (Tabela 2).
A maioria dos iniciadores amplificou satisfatoriamente nas concentracdes 1,5 e
2,66 mM de cloreto de magnésio, sendo a concentracdo mais alta a que
possibilitou o maior numero de amplificagdes e a mais baixa, 0 menor numero
de bandas fantasmas. A diminuicdo das condigdes de estringéncia da reacéo,
como o0 aumento da concentragdo de magnésio e a diminuigdo da temperatura
de anelamento em relacdo aos trabalhos de onde as sequéncias foram

extraidas, levaram a uma maior eficiéncia de amplificagao.
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Figura 2: Produtos da amplificacdo de microssatélites, a 55°C de temperatura
de anelamento, com concentragdo de magnésio de 2,66 mM,
corados com nitrato de prata. As canaletas das laterais
correspondem ao marcador de peso molecular, as demais
correspondem aos iniciadores 1 a 11 da Tabela 2, nos parentais M-
13/91 e M-46/94.

Tabela 2: Temperatura de anelamento, concentracdo 6tima de Cloreto de
Magnésio e tamanho de alelos detectados em trés parentais das
populagdes segregantes para cada iniciador.

N INICIADOR TA [Mg] ALELQOS (peso molecular)
M-13/91 M-46/94 ‘GALA’
1 CHO1f02 58 2,0 210/200 200/200 240/200
2 CHO02d12 58 1.5 200/185 200/185 200/200
3 CHO1g12 55 2.66 130/110 150/110 160/150
4 CHO01h01 55 2.66 120/110 135/122 135/125
5 CHO02b03 55 2,0 100/98 80/80 85/80
6 CHO02b10 55 2.66 160/120 135/125 130/125
7 CHO02c06 55 2.66 250/250 250/235 250/250
8 NZ23g4 NA
9 CHO109 55 2.66 130/140 130/140
10 CHO01e12 55 2.66 240/240 240/240 240/240
1 CHO02d11 NA
12 NZ01a6 NA
13 NZ02b1 55 1.5 220/220 260/240 240/230
14 NZ04h11 51 2.66 250/250 250/220
15 NZ059g8 54 2.66 125/120 120/120 120/120
16 CHO1h02 60 15 255/235 255/245 250/245
17 CHO02b12 55 1.5 140/145 140/125 140/135
18A NZ04f3 57 1.5 120/120 120/125
18B NZ04f3 57 1.5 115/110 110/105
19 NZ03c1 45 * 128/128 128/128 130/128
20 NZ26¢c6 NA
21 CHO1c06 60 1.5 160/170 160/170 160/170
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35a
35b
36
37a
37b
38
39
40
41a
41b
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

CH01d08
CH01f091
CH01h02
CHO02b07
CHO02c 06
CHO02c11
CH02d10a
CHO02f061
CHO02h11a
CHO03a09
CH03d01
CHO03d07
CHO03e03
CHO03g12a
CHO03g12b
CHO03h03
CHO04c06a
CHO04c06b
CHO04d02
CHO04d02
CHO04g04
CHO02a04a
CH02a04b
CH02a08
CH02g09
CH03c02
CH03d08
CHO03d12
CHO03g04
CHO03g07
CHO04e03
CHO04e05
CH04h02
CHO05a02
CHO05b06
CHO05c06
CH05d08
CHO05e03
CHO05f04
CH05g08
MS06c09
CH01d09
CHO01e01
CHO01f03b
CHO01h10
CH02a03
CHO02a10
CHO02c02b
CHO02c09
CH02d08
CH02g04
CHO03a08
CHO03b10
CHO04c07

54 2.66
NA

IDEM 16
60 1.5

IDEM 7
54 2.66
55 2.66
54 2.66
54 2.66
55 2.66
NAO ENCONTRADA
55 2.66
55 2.66
50 *
50 *
54 2.66
55 *
55 *
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
60 2.66
NAO ENCONTRADA
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
NA
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66
55 2.66

260/260

130/110

250/250
240/210
170/160
135/130
145/145

220/200
210/200
200/180
160/160
120/120
190/190
170/160
120/120
200/170
185/170
140/108
100/80
150/150
120/130
130/110
160/150
130/130
145/135
180/140
215/210
210/190
210/190
125/125

125/120
135/135
170/170
160/160
175/175

170/155
120/115
170/160
110/110
180/180
150/NULO
120/130
240/240
250/250
190/190
230/190
110/100
140/115

260/245

108/108

250/190
220/220
170/160
135/130
145/145

220/205

200/182
160/158

190/180
170/170
120/120
170/170
172/185

150/150
120/130
130/130
145/140
130/120
150/150
140/130
210/210
190/190
250/190
125/120

135/125
135/135
180/160
162/158
175/175

150/170
120/120
1701170
100/120
150/150

130/125
240/240
250/220
190/190
220/200
110/125
120/105

270/245

120/108

250/230
220/220
170/150
135/133
145/140

230/220
210/205
200/182
160/160
120/115
190/180
170/170
135/120
200/200
1721172
1201112
100/100
150/140
120/130
130/132
150/140
130/120
150/135
140/130
210/210
190/190
250/190
125/120

125/135
135/135
170/180
160/162
175/175

150/135
120/120
170/180
100/120
150/150
150/140
130/125
240/230
250/220
190/190
220/190
110/125
140/105
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73 CHO04f10 NAO ENCONTRADA

74 CHO04g07 55 2.66 190/160 190/160 190/190
75 CH05a04 NAO ENCONTRADA
76 CH05a05 55 2.66 218/200 220/198 220/220
7 CHO5¢c07 55 2.66 140/150 135/150 135/110
180/190/
78 CH05d04 55 2.66 180/190/160 160 180/190/160
79 CHO05e06 55 2.66 140/140 140/220 145/220
80 MS01a03 55 2.66 230/240 240/240
81 MS14h03 55 2.66 120/120 120/190 120/190
82 CHO04d07 55 2.66 135/135 135/135 135/135
83 CHO05e06 55 2.66 100/90 260/100
84 Nz28f04 55 2.66 105/100 1121112
85 Z71981ssr 55 2.66 210/210 215/210
86 Hi03g06 60 2.66 195/192 200//192
87 Hi06g09 NAO ENCONTRADA
88 CHO3b06 55 2.66 120/120 150/130
89 CHO05g05 55 2.66 140/140 140/105
90 uluC-111 NAO ENCONTRADA
91 CHO04f07 55 2.66 92/92 108/92
92 Hi02c07 55 2.66 120/120 120/120
93 Hi03d06 55 2.66 180/155 130/130

Na = ndo amplificou; Nao encontrada = produtos de amplificagdo apresentaram dificil
interpretacgao; ...= ndo genotipado; IDEM = mesmo loco
* reagao segundo Moraes (2005).

A combinagdo de 55°C de temperatura de anelamento e 2,66 mM de
Magnésio foi a mais eficiente para a maioria dos iniciadores para os quais o
protocolo pode ser ajustado, sendo adotada para 55 iniciadores. Dos
iniciadores testados, dois foram descartados por serem idénticos a outros
iniciadores, o iniciador 24 (CH01h02) possui a mesma sequéncia do iniciador
16 e o iniciador 26 (CH02c06) é idéntico ao 7. Outros seis iniciadores nao
produziram produtos de amplificagcdo nos parentais em nenhuma combinacao
de concentragdo de magnésio e temperatura de anelamento testada. Foram
eles: 8 - NZ23g4, 11 - CH02d11, 12 - NZ01a6, 20 - NZ26¢6 , 23 - CH01f091 e
59- MS06c09.

Além disso, seis microssatélites apresentaram padrées borrados ou de
dificil interpretacdo em todas as temperaturas de anelamento testadas (32-
CHO03d01, 53- CHO5b06, 73- CH04f10, 75- CH05a04, 87- Hi06g09 e 90- UIUC-
111) e n&o puderam ser utilizados para genotipar as populagbes de
mapeamento.

Os microssatélites utilizados foram altamente polimoérficos entre os
parentais testados, sendo que apenas dez iniciadores dos 79 utilizaveis foram

monomorficos para a populagdo M-13/91 x ‘Gala’, e os demais (87 %) foram
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polimorficos. Os iniciadores polimorficos selecionados foram utilizados para
desafiar o DNA das duas populagdes segregantes (Figura 3). Contudo, nem
todos os iniciadores microssatélites foram testados na populagédo M-13/91 x M-
46/94, pois a mesma nao segrega para MFG. Essa populagdo podera ser
utilizada ainda em outros estudos como mapeamento para exigéncia em frio,
por exemplo.

Os dados obtidos foram utilizados na constru¢cdo do mapa genético
visando a identificar regides cromossOmicas de interesse e a auxiliar no
desenvolvimento de germoplasma com alelos favoraveis, para a resisténcia a
MFG.

O polimorfismo abundante ja era esperado em raz&o do alto indice de
heterozigosidade provocado pelo mecanismo de incompatibilidade existente na
espécie. Anteriormente, este tipo de resultado também foi encontrado em
outros trabalhos com macieira, tais como Guilford et al. (1997), no qual os
autores testaram 14 microssatélites em 21 cultivares de macieira e
encontraram até nove alelos em um loco; Hokanson et al. (1998), no qual um
alto nivel de variagao foi detectado, com média de 12,1 alelos por loco, em 66
acessos de um banco de germoplasma de Malus x domestica genotipados com
oito microssatélites; Gianfranceschi et al (1998, no qual 16 locos
microssatélites apresentaram uma média de 8,2 alelos por loco em 19
cultivares de macieira e; Liebhard et al. (2002) que desenvolveram e testaram
140 microssatélites, os quais amplificaram uma média de 6,1 alelos em um

conjunto de sete cultivares e uma selegdo de  macieira.
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Progénie do cruzamento M-13/91(P1) x M- 46/94 (Py)

Progénie do cruzamento M-13/91(P;) x Gala (P»)
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Figura 3: Perfil dos alelos amplificados a partir dos iniciadores de microssatélites CHO2CO06 (A), NZ02B1 (B) e
CH01h01 (C).
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Os microssatélites destacam-se ainda como marcadores adequados
para o mapeamento genético pela sua ampla distribuicdo no genoma de Malus
x domestica. Hokanson et al. (1998) estimaram que repeticdes (GA)1o ocorrem
a cada 87 kb no genoma da macieira, enquanto que Guilford et al. (1997)
estimaram que a repeticdo (GA)ss ocorria a cada 120 Kb. Estas diferengas de
estimativas podem ser devidas ao fato de que os métodos utilizados pelos dois
grupos foram diferentes.

No presente trabalho, cinco microssatélites amplificaram mais do que
dois fragmentos por cultivar, sugerindo que, sao presumivelmente multi-locos.
(18- NZ04f3, 35-CH03g12, 37- CH04c06, 41- CH02a04 e 78- CH05d04). Este
fato ja tinha sido observado anteriormente (Guilford et al.,1997; Liebhard et al.,
2002). Maliepaard et al. (1998) observaram fenémeno semelhante analisando
marcadores RFLP em macieira, os quais revelaram padroes de duplicacdo
entre alguns grupos de ligacdao. Este fato se deve, provavelmente, a

duplicagdes cromossdmicas ocorridas durante a evolugao da espécie.

Trasferibilidade de marcadores microssatélites de espécies do

género Prunus para Malus x domestica

Todos os marcadores testados apresentaram produtos de amplificacao,
mas produtos de PCR nao especificos a temperatura de anelamento de 50°C.
Quando a temperatura de anelamento foi aumentada para 51°C ou 52°C os
produtos de amplificacdo ficaram mais fracos e o problema das “bandas
fantasmas” ndo diminuiu. Assim, a temperatura de anelamento de 50°C foi
considerada a mais adequada para a avaliagdo. A ocorréncia de produtos de
PCR nao especificos pode ser reflexo de eventos mutacionais ocorridos na
regido de anelamento do iniciador dentro da familia das Rosaceas, como ja tem
sido observado em estudos de transferibilidade em outras familias de plantas
(Metais et al., 2002; Zucchi et al., 2003). Contudo, entre os géneros Malus e
Pyrus, as regides flanqueadoras dos microssatélites aparentemente sao
altamente conservadas com 81% de sucesso na amplificacdo de iniciadores de
Malus em uma populacédo de Pyrus (Hemmat et al., 2003).

Os iniciadores da série “MA” de pessegueiro (Yamamoto et al., 2002)

foram os que apresentaram os piores resultados, com muitos produtos de PCR
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inespecificos, evidenciando uma grande dificuldade na transferibilidade de
microssatélites entre as duas espécies, como ja relatado por Cipriani et al.
(1999), que encontraram somente 18% de amplificacdo dos microssatélites de
pessegueiro testados em macieira.

A totalidade dos iniciadores nao apresentou polimorfismo entre os
parentais M-13/91, 'Gala’ e M-46/94 com exceg¢ao do iniciador AMPA 105 de
damasqueiro - Prunus armeniaca L. (Hagen et al., 2004), que apresentou, além
de bandas inespecificas, polimorfismo nas duas populag¢des e foi selecionado
para ser utilizado para fins de mapeamento. Os alelos encontrados na
populacdo M-13/91 x ‘Gala’ foram de 200 e 210 pares de base, sendo ambos
0os parentais heterozigotos para os mesmos e a populagdo apresentou
segregacao 1:2:1. Em damasqueiro foram observados 6 alelos para este loco
variando de tamanho de 186 a 238 pares de bases. Este mesmo iniciador foi
transferido com sucesso para pessegueiro, mas nao para ameixeira em um
ensaio de transferibilidade entre estas espécies de Prunus (Hagen et al., 2004).

A transferibilidade pode ser um fator importante para facilitar o uso de
microssatélites, pela redu¢do de custos ou pela dificuldade de isolamento de
microssatélites em algumas espécies. Contudo, o sucesso da amplificacéo
diminui a medida que as distédncias genéticas entre as espécies aumentam
(revisédo de Oliveira et al., 2006). Como em Malus x domestica, aparentemente,
nao sao encontradas dificuldades no isolamento de seqléncias microssatélites,
ja que foram reportadas recentemente 140 sequiéncias por um unico grupo de
pesquisa (Liebhard et al., 2002). Considerando a distancia genética entre esta
e as espécies do género Prunus, a estratégia de transferibilidade com vistas
para 0 mapeamento genético nao foi eficiente e deve ser avaliada

cuidadosamente por outros interessados.

Marcadores AFLP

Varias combinacbes de marcadores AFLP foram descartadas por
auséncia de amplificagdo ou por apresentarem poucos fragmentos detectaveis.
As 33 combinacdes restantes totalizaram 2069 produtos de amplificacio,
sendo 431 polimdrficos na populagao derivada do cruzamento M-13/91 x ‘Gala’

e 294 na populacao derivada de M-13/91 x M-46/94. Em média puderam ser
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visualizados 62,7 fragmentos por combinacdo. O numero de fragmentos que
podem ser analisados simultaneamente depende da resolugao do sistema de
deteccdo. De maneira geral, 50 a 100 fragmentos de restrigdo sdo amplificados
e detectados em géis de poliacrilamida desnaturante (Vos et al., 1995).

Apesar de terem sido detectados problemas na reagao de amplificagao
do parental M-46/94 com algumas combinagdes, pode-se observar que para as
combinagdes em que ambos os parentais de cada populagdo segregante
apresentaram produtos de amplificacdo, o polimorfismo foi maior entre M-13/91
e ‘Gala’ do que entre M-13/91 e M-46/94, fato que também foi observado com
os marcadores microssatélites. A combinacdo E- AGG/ M-CTA foi a mais
polimérfica na populagdo M-13/91 x ‘Gala’ e a combinagdo E-AGG/ M-CTC na
populacdo M-13/91 x M-46/94. Os resultados das combinacdes de iniciadores
de AFLP mais polimorficas, dentre as 64 testadas, nas duas populagdes sao
mostrados na Tabela 3.

As combinagdes produziram, em meédia, 13,1 fragmentos polimorficos
entre M-13/91 e ‘Gala’ e 10,5 entre M-13/91 e M-46/94. Valores médios
semelhantes foram encontrados por Kenis e Keulemans (2005) a partir de 48
combinagdes selecionadas que produziram 463 fragmentos polimérficos, média
de 9,6 por combinagao entre as cultivares de macieira “Telamon” e “Braeburn”.
Contudo, as quantidade de fragmentos polimérficos obtidos no presente
trabalho podem ser considerados baixos quando comparados com outros
trabalhos, como o de Xu e Korban (2000), no qual os autores encontraram uma
média de 32 fragmentos polimorficos por combinag&o entre Malus floribunda e

um “bulk” de plantas de Malus x domestica suscetiveis a sarna.

67



Tabela 3: Numero de fragmentos de restricdo amplificados e detectados e

numero de fragmentos polimorficos na populagédo M-13/91 x ‘Gala’ e

M-13/91 x M-46/94 nas 33 combinagdes mais polimérficas nas duas

populacdes.
Nudmero de Polimorficos M- Polimoficos
N. Combinagao Fragmentos’ 13/91 x Gala M-13/91 x M46/94
1 E-AGG M-CTA 84 25 12
2 E-AAG M-CTC 63 22 17
3 E-ACG M-CAT 55 20 14
4 E-AGC M-CTT 52 19 15
5 E-AGG M-CAC 95 19
6 E-AGG M-CTT 74 17 11
7 E-AGC M-CAT 76 16 8
8 E-AGC M-CAG 59 15 11
9 E-AAC M-CAG 62 15 11
10 E-AGG M-CAA 62 15 11
11 E-AAC M-CTA 73 15 12
12 E-ACG M-CAG 83 14 8
13 E-AAC M-CAC 57 14 13
14 E-ACT M-CAA 39 13 6
15 E-AGG M-CTG 57 13 9
16 E-ACC M-CTT 84 12 12
17 E-ACA M-CAA 70 12
18 E-ACC M-CTC 58 11 9
19 E-ACA M-CAG 42 11 11
20 E-ACA M-CTA 51 11 11
21 E-ACT M-CAC 51 11 12
22 E-AAG M-CAC 63 11
23 E-AGC M-CAC 57 10 7
24 E-AGG M-CAT 79 10 9
25 E-ACT M-CTT 50 10 13
26 E-ACA M-CTT 54 9 7
27 E-ACC M-CAT 73 9 8
28 E-ACG M-CAA 36 9 8
29 E-ACG M-CAC 54 9 10
30 E-AAC M-CAT 82 9 12
31 E-AAG M-CAG 37 9
32 E-AGG M-CAG 70 8 7
33 E-AGC M-CTA 67 8
Total 2069 431 294
Média 62.7 13.1 10.5

= nlimero total de fragmentos de restricio amplificados e detectados
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CAPITULO 3

Construcao de um mapa genético de macieira para uma populacéo
segregando para Mancha Foliar de Glomerella (Colletotrichum

gloeosporioides)
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RESUMO

O cultivo da macieira no Brasil vem sofrendo grandes perdas devido a
uma doenca que se espalhou rapidamente pelos pomares do Sul do pais e
comeca e se disseminar pelos pomares dos Estados Unidos, a Mancha foliar
de Glomerella (MFG) causada por Colletotrichum spp. Devido aos prejuizos
econdmicos causados pela MFG é crescente a preocupagao por parte da
comunidade cientifica em buscar o entendimento dos mecanismos genéticos
envolvidos na resisténcia a essa doenga, uma vez que nao existem medidas de
controle quimico que atendam as exigéncias da PIM. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um mapa genético de ligagdo em macieira
saturado para a regidao que contém o gene de resisténcia a Mancha Foliar de
Glomerella (Colletotrichum gloeosporioides) visando contribuir para a eficiéncia
na geracao de novas cultivares de macieira resistentes a essa doenca. Foi
construido um mapa de ligagdo para a populagdo proveniente do cruzamento
M-13/91 x ’Gala’ contendo 23 grupos de ligagdo abrangendo 1.179,7 cM com
uma média de distancia entre marcadores de 8,8 cM. O gene de resisténcia a
MFG foi mapeado no grupo de ligacdo 15 préximo aos microssatélites:
NZ02b1 (2,1 cM), CHO3b06 (6,8 cM) e Hi03g06 (7,5 cM). O microssatélite
NZ02b1 pode ser utilizado em programas de melhoramento de macieira,
visando selecionar plantas resistentes a MFG, uma vez que o mesmo encontra-
se ligado ao gene de resisténcia a essa doencga. A freqliéncia de recombinacgao
relativamente baixa entre eles caracteriza este como um marcador util para
selecdo indireta, devido a pequena porcentagem de plantas com o marcador,

que pode ser erroneamente selecionada em uma populagao segregante.

INTRODUCAO

A macga é a fruta de clima temperado mais importante comercializada
como fruta “in natura” tanto no contexto internacional quanto brasileiro. No
Brasil, a cultura da macieira é recente e se estabeleceu por meio de grandes
empresas, a partir de 1970, atraidas por incentivos de politicas publicas (Mello,

2004). Desde entao, inumeros desafios ja foram superados possibilitando um
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aumento de producdo de 1.528 t em 1973 para 989.961 t na safra 2003/04
(ABPM, 2004). Na ultima safra (2006/2007) a producdo de magas chegou a
848.280 t, 60% destas pertencentes da cultivar ‘Gala’ (ABPM, comunicagéo
pessoal).

O cultivo cultura da macieira no Brasil, desde a década de 80, vem
sofrendo grandes perdas devido a uma doenga ainda pouco conhecida na
época, mas que se espalhou rapidamente pelos pomares do Sul do pais, a
Mancha foliar de Glomerella (MFG), também conhecida como Mancha Foliar da
Gala causada por Colletotrichum spp. (Boneti et al.,1998; Katsurayama et al.,
2004). A MFG ataca no verao, um periodo critico na formagao do fruto e, além
disso, as normas da Produgéo Integrada de Maga no Brasil restringem o uso
consecutivo dos ditiocarbamatos, devendo ser usados em alternancia com
fungicidas de outros grupos quimicos. Isto dificulta o controle da doenga pelos
métodos convencionais, apontando para o desenvolvimento de -cultivares
resistentes como sendo a solucdo mais adequada para o problema
(Katsurayama et al., 2004). Nos estados Unidos, a Mancha foliar da Gala foi
primeiramente reportada em 1998, quando foram observados sintomas severos
em dois pomares da cv. Gala no oeste do estado do Tennessee (Gonzalez e
Sutton, 1999). Mais tarde, foram observados sintomas da MFG nos estados da
Gedrgia e da Carolina do Norte. Atualmente, nos Estados Unidos n&o existe
um programa de controle para MFG (Gonzalez e Sutton, 2004).

Quanto mais profundo € o conhecimento da reagcdo do hospedeiro ao
patdgeno e a natureza da heranga da resisténcia, mais eficaz é o processo de
melhoramento genético. Neste sentido, a constru¢do de mapas genéticos gera
um grande numero de informagdes basicas sobre a estrutura e organizagao do
genoma da espécie estudada, tais como padrdes de distor¢ao de segregacao
Mendeliana de segmentos cromossémicos ou a presenca de inversodes,
translocacgdes e duplicagées de segmentos de DNA (Slocum et al., 1990). Além
disto, permitem a localizagao de genes de interesse e a identificagdo de locos
controladores de caracteristicas quantitativa (QTL- Quantitative Trait Loci),
promovendo assim, o entendimento tanto da biologia basica como de
caracteristicas complexas (Tanksley et al., 1989).

Os mapas genéticos sao particularmente relevantes para espécies

perenes, como a macieira. Os avancos nos estudos genéticos e o
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melhoramento de macieira tendem a ser lentos e dificultados por algumas
caracteristicas peculiares desta espécie como longo periodo juvenil e forte
mecanismo de auto-incompatibilidade (Maliepaard et al., 1998). Desta maneira,
0s mapas podem de fato acelerar o avango do conhecimento genético nesta
especie.

Os primeiros mapas genéticos de ligagdo descritos em macieira foram
construidos utilizando isoenzimas e RAPDs (Weeden et al., 1987; Conner et
al., 1997). Em seguida, houve o advento dos marcadores microssatélites
(Simple Sequence Repeats ou sequéncias simples repedidas - SSR), que
passaram a ser descritos em macieira, sendo esse tipo de marcador abundante
no genoma das espécies de Malus (Guilford et al., 1997; Gianfranceschi et
al.,1998; Hokanson et al., 1998; Liebhard et al., 2002). Por serem multialélicos
e facilmente transferiveis de um mapa para outro, os mesmos tém sido de
grande utilidade para o mapeamento genético (Liebhard et al., 2002; Liebhard
et al.,, 2003a; Hemmat et al., 2003). Os marcadores AFLP (Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados) produzem um grande numero de
marcas polimérficas em poucas reagdes (Xu et al., 2000), também vém sendo
utilizados principalmente para gerar mapas altamente saturados (Kenis e
Keulemans, 2005).

Mapas especificos que visam localizar genes de interesse, como genes
de resisténcia a doencgas, tém sido amplamente desenvolvidos em macieira, a
fim de servir da base para a seleg¢ao assistida por marcadores ou mesmo para
clonagem desses genes de interesse (Yang et al.,, 1997; King et al.,1998;
Cheng et al., 1998; Patocchi et al.,1999; Xu et al., 2000; Xu et al., 2002;
Huaracha et al., 2004).

Anadlises de ligacdo e construcdo de mapas genéticos utilizando
marcadores moleculares tém sido mais trabalhosas quando se utiliza familias
de irmdos completos derivados do cruzamento entre plantas altamente
heterozigotas do que quando trabalha-se com progénies derivadas de
parentais homozigotos. Nas populagdes de irmaos completos, derivados do
cruzamento entre plantas altamente heterozigotas, os marcadores podem ter
até quatro alelos segregando e, um ou ambos os parentais podem ser
heterozigotos para um determinado loco. Neste caso, os marcadores podem

ser dominantes ou codominantes e, geralmente, a fase de ligagcédo entre pares

76



de marcas ndo é conhecida. Por causa dessas diferencas, pares de marcas
diferentes fornecem diferentes quantidades de informacédo para a estimacéao
das frequéncias de recombinagdo e fases de ligagdo destas marcas nos
parentais (Maliepaard et al., 1997). Uma estratégia bastante popular para
contornar estes problemas € o chamado pseudo retrocruzamento duplo, onde a
analise de ligagcédo € conduzida separadamente em cada parental (Grattapaglia
e Sederoff, 1994; Hemmat et al., 1994). Esta estratégia permite mapear os
marcadores com segregacgao 1:1 na populagéo, ou seja, heterozigotos em um
parental e homozigotos no outro. Contudo, nos cruzamentos em que alelos
importantes segregam em ambos os parentais, a integragdo das analises de
ligacdo individuais dos parentais é problematica utilizando-se a estratégia do
pseudo retrocruzamento duplo (Maliepaard et al., 1997). Uma estratégia para
construir um mapa unico para a populagdo em que os varios tipos de
segregacao seriam contemplados € a utilizacao de um algoritimo EM (maxima
esperancga) para estimar as frequéncias de recombinacédo entre duas marcas
(Maliepaard et al., 1997) aliada a estimativa de distancias multilocos para
fornecer a melhor ordem dentro dos grupos de ligagao (Jensen e Jorgensen,
1975).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um mapa
genético de ligagdo em macieira saturado para a regidao que contém o gene de
resisténcia a Mancha Foliar de Glomerella (Colletotrichum goeosporioides)
visando contribuir para a eficiéncia na geragao de novas cultivares de macieira

resistentes a MFG.

MATERIAL E METODOS

Populacdo segregante e extracdo de DNA

Neste estudo foi utilizada uma populagao segregante para a resisténcia
a Mancha Foliar de Glomerella proveniente do cruzamento realizado na
Estacdo Experimental de Cagador (EECd) — SC, EPAGRI entre os parentais
M-13/91 (R) e ‘Gala’ (S), esta populagdo possuia inicialmente 116 plantas.
Porém algumas plantas morreram como resultado de infecgbes de doengas,
resultando em uma progénie utilizavel final de 72 individuos. O primeiro genitor

€ descendente do cruzamento de ‘Mollie’s Delicious’ x ‘Princesa’ e possui na
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sua genealogia a cv. Ana (resistente a Mancha da Gala e de baixa exigéncia
em frio). A cv. Gala é originaria da Nova Zelandia, provindo de um cruzamento
de ‘Kidd’s Orange’ x ‘Golden Delicious’. Foi selecionada em 1939 e langada em
1960 (Camilo et al., 2002).

De acordo com as caracteristicas genéticas dos parentais, a populacao
de mapeamento devera segregar para exigéncia em frio e reagdo ao

Colletotrichum spp, entre outras (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos parentais utilizados para gerar a populagao de

mapeamento.
Parental
Caracteristica M-13/91 ‘Gala’
Resisténcia a MFG Resistente Suscetivel
Resisténcia a Sarna Resisténcia média Suscetibilidade Alta

Resisténcia ao Oidio Resisténcia moderada Resisténcia moderada
Exigéncia em frio Baixa Alta

Resisténcia ao “Russeting” Resistente Suscetivel

O DNA dos genitores e da populagdo segregante foi extraido de folhas
jovens coletadas no inicio do ciclo vegetativo, utilizando-se o método CTAB-2
% (Doyle e Doyle, 1987). A estimativa da concentracado de DNA extraido foi
feita em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 pg/ml de brometo de etideo, tendo
como padrao DNA do Fago Lambda, nas concentragbes de 50, 100 e 200 ng/ul
(Sambrook et al., 1989).

Avaliagcao da reacgao ao Colletotrichum gloeosporioides

Foram coletadas brotacdes de ramos terminais, de aproximadamente 25
cm, com 6 a 8 folhas das plantas da populacédo, 3 brotagbes por planta, e
inoculadas com o isolado C. gloeosporioides 197 SJ, proveniente da Epagri /
Estacdo Experimental de Sdo Joaquim. Esse isolado foi escolhido por ser bem
caracterizado quanto a sua agressividade e € uma referéncia nos trabalhos

com MFG. O isolado foi mantido em placas contendo meio BDA por 3 a 5 dias.
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Apos este periodo, os conidios foram suspensos em agua destilada estéril. A
suspensao de conidios foi filtrada e a concentracdo final de conidios foi
ajustada para concentragdo de 10° conidios/mL.

Durante o experimento, os ramos foram mantidos durante 120 h em potes
plasticos contendo solugéo de sacarose a 2%. Os ramos foram borrifados com
agua e em seguida envoltos com sacos plasticos. Vinte e quatro horas apos,
foram novamente borrifados e assim mantidos por mais 24 h. Apds este
periodo, os sacos plasticos foram removidos, mantendo-se o ambiente sem
umidificacao artificial até a avaliagao final. Neste experimento foi adicionado um
ramo nao inoculado de cada planta como controle negativo, além dos

parentais.

Marcadores microssatélites

Noventa e trés iniciadores de microssatélites foram testados nos
parentais M-13/91 e ‘Gala’. Estes foram selecionados das bibliotecas
genbmicas de macieira (cv. Royal Gala) desenvolvidas por Gianfranceschi et
al. (1998) e por Liebhard et al. (2002) e da cv. Granny Smith por Guilford et al.
(1997). Além das recentes publicacbes de Naik et al. (2006) e Silfverberg-
Dilworth et al. (2006). A grande maioria dos microssatélites selecionados tinha
sido previamente mapeada em macieira, e a escolha dos iniciadores visou
alcangar uma ampla cobertura do genoma. As amplificagdes via PCR (reacao
de polimerizagdo em cadeia) e a visualizagdo dos fragmentos amplificados
foram conduzidas conforme descrito no Capitulo 2. Os microssatélites foram

designados de acordo com as publicagbes originais.

Marcadores AFLP

Foram encontradas dificuldades na repeticdo do protocolo AFLP
proposto por Hazen et al. (2004) -
www.msu.edu/user/hazenam/aflp/AFLPprotocolMSU.html - realizado com
modificacdes, como descrito no Capitulo 2. Foram testadas modificagdes no
tempo e na concentragdo das enzimas utilizadas na digestdo, assim como no

tempo, temperatura e concentracdo de DNA ligase durante a etapa de
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digestdo. Mesmo assim, nao foi obtido o0 mesmo suscesso encontrado nos
parentais no Capitulo 2. Desse modo, para realizar a genotipagem da
populagdo um novo screening com 64 combinagdes de iniciadores de AFLP foi
realizado a fim de escolher as combinacbes mais polimérficas entre os
parentais da populacdo de mapeamento. Desta vez as reagbes com AFLP
foram realizadas em quatro etapas, conforme recomendacgdes feitas tanto pelos
autores (Vos et al., 1995) quanto pelo fabricante do Kit AFLP™ Analysis |
(Invitrogen). A eletroforese dos fragmentos de AFLP foi realizada como descrito
para as analises de microssatélites.

As marcas AFLP foram designadas com o nome dos dois iniciadores
utilizados para amplificar o DNA, seguidos pelo tamanho do produto de
amplificagdo. O nome dos iniciadores foi baseado no nome das enzimas de
restricdo usadas (E para EcoRl e M para Msel) seguido dos nucleotideos

seletivos dos iniciadores.
Construcao do mapa genético de ligacao

Os dados foram analisados pelo programa GQMOL (www.
ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm, versdo 24/01/06). Foi utilizado o modulo
“‘populagdes exogamicas” sendo a populagdo considerada “Familia de irmaos
completos”. Neste procedimento podem ser analisados locos co-dominantes
com as seguintes segregacdes: 1:1, 1:1:1:1 e 1:2:1. Além de locos dominantes
com segregacgao 1:1. Este mddulo utiliza o algoritmo proposto por Maliepaard
et al. (1997). Neste trabalho os autores apresentam um Algoritmo — EM
(maxima esperanca) para estimar as frequéncias de recombinagdo em familias
de irmaos completos.

As frequéncias de recombinagdo foram convertidas em distancias
genéticas utilizando-se a fungcdo de mapeamento de Kosambi (Kosambi, 1944).
Para verificar se os marcadores utilizados se adequam ou nédo as
pressuposi¢cdes mendelianas estabelecidas para a populagdo de mapeamento
em questdo foi utilizado o teste do x? (qui-quadrado) A ordem das marcas nos
grupos de ligagao foi obtida pelo procedimento de delineagdo rapida em cadeia
(Doerge, 1996), tendo a ordem de maxima verossimilhanga como critério. Para

a construcdo dos mapas e formacdo dos grupos de ligacao utilizou-se os

80



critérios LOD 3.0 e distancia maxima 30 centiMorgans (cM). Adicionalmente, foi
feita uma analise multilocos baseada na metodologia dos quadrados minimos
(Jensen e Jorgensen, 1975).

O programa MapChart (Voorrips, 2002) foi utilizado para desenhar os

grupos de ligagao formados.

RESULTADOS

Avaliacao da reacao ao Colletotrichum gloeosporioides

Das plantas inoculadas, 69 foram suscetiveis e 47 resistentes, se
adequando a proporcao de 1:1 ( P= 0,04) que era esperada considerando-se a
hipotese ja formulada anteriormente de que a resisténcia a MFG esta sob
controle monogénico (Katsurayama et al., 2001; Katsurayama et al., 2004;
Dantas et al., 2003).

Marcadores microssatélites

Dentre os 93 iniciadores testados, 63 foram polimérficos entre M-13/91 e

‘Gala’ e foram utilizados para genotipar a populagao de mapeamento.
Marcadores AFLP
Vinte e sete combinacgdes foram selecionadas para analise na populagao
de mapeamento, produzindo 138 bandas polimérficas (1:1 e 3:1) entre os
parentais. Em média cada uma dessas combinagdes produziu 5,1 bandas

polimdrficas. Contudo, somente as bandas que apresentaram segregacao 1:1

foram utilizadas no mapeamento.

Construcao do mapa genético de ligacao

No total foram analisadas 168 marcas, destas 34 ndo foram mapeadas.

O comprimento total do mapa genético de ligagéao para a populagdo M-13/91 x
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‘Gala’ foi de 1.179,7 cM. Considerando o numero de marcas mapeadas (134),
isto corresponde a uma densidade média de uma marca a cada 8,8 cM (Figura
1). Os grupos de ligacdo foram designados de acordo com Liebhard et al.
(2002).

Foram formados 23 grupos de ligacao (Tabela 2), sendo seis grupos de
ligacdo extra em relagdo ao numero hapléide de cromossomos de Malus x
domestica (n=17). Isto indica que mais marcadores s&o necessarios para ligar
estes subgrupos para formar os 17 grupos de ligagdo. Os grupos de ligagao 2,
5, 6 e 10 ainda estdo divididos em 2 subgrupos. Espera-se que com a
saturagcdao do mapa genético de ligagao seja possivel unir estes subgrupos. Os
marcadores nao foram uniformemente distribuidos sob o mapa, as distancias
de ligacdo entre as marcas variaram de 0,2 a 30 cM. O alto numero de
marcadores néo ligados, aliado ao tamanho pequeno de alguns dos grupos de
ligacdo e ao reduzido numero de marcas por grupo indicam que o mapa ainda
ndo esta saturado.

O comprimento médio dos grupos de ligacéo foi 51,3 cM ainda pequeno
quando comparado a 67,4 de ‘Fiesta’ e 83,35 de ‘Discovery’ (Silfverberg-
Dilworth et al., 2006). Contudo, esse resultado pode ser considerado bom se
levarmos em conta o numero de iniciadores microssatélites utilizados, no
presente trabalho foram apenas 63 enquanto no trabalho de Silfverberg-
Dilworth et al. (2006) foram 300.

As distancias e o posicionamento dos marcadores microssatélites foi
bastante similar as encontradas nos artigos de referéncia. E importante
mencionar a inclusdo do loco microssatélite - NZ03c01 no grupo de ligagéo 10
e 0 marcador NZ04f3a no grupo de ligagdo 17. Estes ainda ndo tinham sido
mapeados por Liebhard et al. (2002), Liebhard et al. (2003), Naik et al. (2006) e
Silfverberg-Dilworth et al. (2006).

Varios grupos de ligagdo apresentaram marcadores com segregagao
distorcida. Estes marcadores nao foram descartados, uma vez que eles
representam a ocorréncia de selegao natural dentro da populagao (Maliepaard
et al., 1998). Estes marcadores foram marcados com um asterisco (),
representando a significancia no teste do qui-quadrado a 5% e dois

asteriscos(**) para 1% (Figura 1).
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O gene de resisténcia a MFG foi mapeado no grupo de ligacdo 15
proximo aos microssatélites NZ02b1 (2,1 cM) , CHO3b06 (6,8 cM) e Hi03g06
(7,5 cM). Sendo o alelo de 240 pb, do microssatélite NZ02b1 encontrado na
plantas resistentes da populacdo e o alelo de 230 pb frequentemente

encontrado nas plantas suscetiveis.

Tabela 2: Numero de marcadores ligados e tamanho dos grupos de ligagéo

formados no mapa genético da populagao M-13/91 x ‘Gala’.

Grupos de N°de Distancia Distancia
ligacéo marcadores (cM) média (cM)
2 12 44 11 3,68
2a 4 42,37 10,59
3 13 103,18 7,94
4 6 79,74 13,29
5 6 49,32 8,22
5a 8 63 7,88
6 4 45,48 11,37
6a 2 18,16 9,08
7 4 40,96 10,24
8 7 48,4 6,91
9 3 36,46 12,15
10 4 45,42 11,36
10a 3 25,16 8,39
11 2 9,92 4,96
12 16 193,2 12,08
13 4 25,93 6,48
14 10 63,41 6,34
15 9 61,22 6,80
16 2 16,46 8,23
17 5 33,18 6,64
18 3 53,74 17,91
19 3 53,77 17,92
20 4 27,16 6,79
Total 134 1179,7 -
Média 5,8 51,3 8,8
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Figura 1: Mapa genético de ligagado da populagdo derivada do cruzamento M-13/91 x ‘Gala’. Subgrupos do mesmo grupo de
ligacao séo apresentadas lado o lado. Os nomes dos marcadores sao mostrados a direita e as distancias em cM
(centiMorgan) sao mostradas a esquerda. Os marcadores microssatélites sdo apresentados em negrito. Asteriscos
indicam marcadores com segregacao distorcida (teste qui-quadrado) * - p =0, 05 e * - p = 0,01. O gene de
resisténcia a Mancha Foliar de Glomerella é representado pela sigla - MFG e destacado em negrito no grupo de

ligagéo 15.
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DISCUSSAO

Os mapas genéticos de ligagdo de macieira publicados até o momento
(Hemmat et al., 1994; Conner et al., 1997; Maliepaard et al., 1998; Liebhard et
al., 2002; Liebhard et al., 2003; Naik et al., 2006; Silfverberg-Dilworth et al.,
2006) possuem de 16 a 24 grupos de ligacdo. Aqueles organizados em 17
grupos de ligagao (Maliepaard et al., 1998; Liebhard et al., 2002; Liebhard et
al., 2003; Naik et al., 2006; Silfverberg-Dilworth et al., 2006) sao considerados
0s mais elaborados, pois correspondem aos 17 pares de cromossomos de
macieira. O mapa desenvolvido por Liebhard et al. (2003) inclui um total de
840 marcadores (439 em ‘Fiesta’, 499 em ‘Discovery’ e 98 em ambos os
mapas) cobrindo 1.143,8 cM e 14546 cM em ‘Fiesta’ e ‘Discovery’,
respectivamente, € considerado atualmente o mapa genético de ligacédo de
macieira mais avancado tanto em cobertura quanto em densidade de
marcadores.

Recentemente, projetos de gendmica de macieira produziram milhares
sequéncias EST (sequéncias expressas marcadas), as quais agora estdo
sendo avaliadas na busca de sequéncias de microssatélites, afim de utilizar as
mesmas para desenvolver novos marcadores (Naik et al., 2006; Silfverberg-
Dilworth et al., 2006). Esta estratégia tem como principal vantagem o fato de
que os marcadores sao desenvolvidos para regides codantes (Silfverberg-
Dilworth et al., 2006). O uso desse tipo de marcador aumenta o uso dos mapas
genéticos de ligacao, pois estes marcadores facilitam a transicdo da analise de
ligacdo genética para a estratégia de mapeamento de candidatos a genes para
dissecar caracteristicas complexas (Naik et al., 2006). Dois destes
microssatélites derivados de E-STS (Z71981ssr e UIUC-111), que ja tinham
sido mapeados no grupo de ligacdo 15 (Naik et al., 2006; Silfverberg-Dilworth
et al., 2006), foram utilizados no presente estudo a fim de saturar a regiao que
contém o gene de resisténcia a MFG.

O mapa genético apresentado no presente estudo possui uma cobertura
do genoma relativamente boa (1.179,7 cM) contendo pelo menos um marcador
codominante como ancora em cada um dos 17 grupos de ligacao
correspondentes aos cromossomos de macieira, com excegao do grupo de

ligacdo 1. Contudo, este mapa genético de ligagdo ainda possui uma baixa
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saturagao do genoma quando comparado a outros mapas genéticos de ligagao
desenvolvidos para macieira (Conner et al., 1997; Maliepaard et al.,1998;
Liebhard et al., 2002; Liebhard et al., 2003). No futuro, mais marcas serao
adicionadas aos grupos de ligagédo, e serdo avaliadas novas caracteristicas
importantes para o melhoramento da macieira no Brasil, como exigéncia em
frio, por exemplo.

Contudo, o principal objetivo deste trabalho foi alcangado, isto €, o gene
de resisténcia a MFG foi localizado no grupo de ligagdo 15 préximo ao
marcador microssatélite NZ02b1 (2,1 cM). Além disso, todos os marcadores
codominantes reportados nesta regido deste grupo de ligagdo (Maliepaard et
al.,1998; Liebhard et al., 2002; Liebhard et al., 2003; Naik et al., 2006;
Silfverberg-Dilworth et al., 2006) foram utilizados neste trabalho.

O primeiro mapa genético de ligacdo em uma populacdo de macieira
segregando para resisténcia a Mancha Foliar da Gala foi desenvolvido com
base em marcadores AFLP e microssatélites. O gene de resisténcia ao C.
gloeosporioides foi mapeado a uma distancia de 22,4 cM do iniciador
microssatélite NZ02b1 (Dantas et al., 2002). Contudo, esta distdncia entre a
marca e 0 gene nao permite o uso de selegcdo assistida para facilitar o
melhoramento genético para esta caracteristica, tampouco auxilia na clonagem
do referido gene; porém serviu de base para identificar o grupo de ligacdo em
que se encontra o gene, o qual corresponde ao GL 15 de Liebhard et al.
(2002).

A diferenca de distancias encontradas entre o presente trabalho e
Dantas et al. (2002) pode ser explicada pelo fato de que nos dois trabalhos
foram utilizadas populagdes segregantes diferentes, o que pode gerar
frequéncias de recombinacao diferentes. Outra explicacao seria o fato de que
nao existe um unico gene responsavel pela reagdo a MFG em macieira, pois
pelo menos trés genes sao passiveis de ocorrer, os quais podem estar
organizados em familias génicas, distribuidos em “tandem” no mesmo grupo de
ligacdo, a exemplo do que ja foi relatado em macieira para caracteristica de
resisténcia a Sarna, onde varios genes de resisténcia localizam-se no grupo de
ligagdo 2 (Yang et al., 1997; King et al.,1998; Cheng et al., 1998, Patocchi et
al.,1999; Xu et al., 2000; Xu et al., 2002; Huaracha et al., 2004; Calenge et al.,
2004).
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Anadlises de sequéncias de DNA revelaram que os genes de resisténcia
(R) sdo altamente conservados entre espécies de plantas. Algumas dessas
classes de genes R sao definidas de acordo com o dominio protéico que
codificam (Dangl e Jones, 2001). Alguns locos contendo candidatos a genes de
resisténcia, do tipo que possui sitios de ligacdo a nucleotideos ricos em
repeticdes de leucina (NBS/LRR) tém sido encontrados em plantas, conferindo
resisténcia parcial a doencas. Calenge et al. (2005) mapearam 53 analogos de
genes de resisténcia (RGAs) pertencentes a classe de genes de resisténcia
NBS/LRR em macieira, varios deles agrupados em sequéncia no grupo de
ligagdo 2. Baldi et al. (2004) também localizaram 18 RGAs nesta espécie,
pertencentes a diferentes classes incluindo a classe NBS/LRR. E interessante
ressaltar que Calenge et al. (2005) encontraram dois RGAs no grupo de ligagao
15 (mesmo grupo no qual foi mapeado um dos genes de resisténcia a MFG) a
uma distancia de 11 (RGA - NBS2R7) e 5 cM (RGA -NBS3M9c) do
microssatélite CH01d08.

Neste trabalho, o marcador microssatélite CH01d08 foi mapeado préximo
ao gene de resisténcia a MFG (Figura 1). Este fato corrobora para a hipotese
de que realmente existem genes de resisténcia a MFG localizados neste grupo
de ligacdo, os quais podem ser utilizados em programas de melhoramento
genético da macieira para resisténcia a MFG.

Marcadores moleculares associados a caracteristicas importantes em
macieira podem ajudar a reduzir o espago e o tempo requeridos para o
melhoramento desta espécie. A selecao assistida por marcadores permite que
a selecao seja efetuada nas populagcées de melhoramento antes mesmo delas
serem transplantadas para o campo. Utilizando-se marcadores multi—alélicos,
como microssatélites, que requerem poucas quantidades de DNA e poucas
etapas de purificacdo durante a extracdo de DNA, com isso uma grande
quantidade de plantas pode ser avaliada em um curto periodo de tempo. O
melhoramento genético de macieira com multiplos genes de resisténcia com o
intuito de obter-se uma resisténcia duravel € uma alternativa para o controle de
doencgas fungicas e reduzir o impacto ambiental gerado pelo uso de pesticidas
(Stankiewicz et al., 2002). Considerando estes aspectos, o microssatélite
NZ02b1 pode ser utilizado em programas de melhoramento de macieira,

visando selecionar plantas resistentes a MFG uma vez que o mesmo encontra-
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se ligado ao gene de resisténcia a essa doenga. A freqléncia de recombinagéo
relativamente baixa entre eles (2,1%) caracteriza este como um marcador util
para selecao indireta, devido a pequena porcentagem de plantas com o
marcador, que pode ser erroneamente selecionada em uma populacao
segregante.
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