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EXTRATO

QUEIROZ, Vagner Tebaldi de, M.S., Universidade Federal de Vicosa, outubro
de 2000. Mapeamento genético do cacaueiro e identificacdo de QTLS
para resisténcia a vassoura-de-bruxa. Orientador: Maurilio Alves
Moreira. Conselheiros. Everaldo Goncalves de Barros e Dario Ahnert.

Uma progénie de 82 individuos F,, obtida do cruzamento entre Scavina-6
e ICS-1, foi analisada utilizando marcadores moleculares. Por meio das técnicas
de RAPD e AFLP, foram amplificados 196 fragmentos polimorficos, que foram
distribuidos em 26 grupos de ligacdo. Estes marcadores cobriram uma disténcia
de recombinacdo de 1.733 cM, com distancia média entre dois marcadores
adjacentes de 8,84 cM. Andlises de regressdo simples e multipla e mapeamento
por intervalo foram utilizados para detectar e mapear regides gendmicas
associadas com a resisténcia a vassoura-de-bruxa. A proporcdo da variancia
fenotipica explicada por marcador variou entre 8,4%, para o loco iacacac.261, e
12,7%, para 0 loco sacgcat.78. Dos seis marcadores associados a resisténcia a
vassoura-de-bruxa a 1% de probabilidade, os marcadores iAE06.950, saggcat.108
e iAB09.464 foram mantidos no modelo de regressdo mltipla, utilizando o
método de eliminacdo stepwise. Os trés marcadores explicaram juntos 27,8% da

variagdo fenotipica. Através do mapeamento por intervalo, foram identificadas



associacOes significativas a 5% de probabilidade, nos grupos de ligacdo 01 e 11.
No grupo de ligacdo 01 foram identificados trés QTLs, flanqueados pelos
marcadores iaagctc.65 - iBB12.1100, iAH18.850 - iBG09.580 e iAC01.475 -
1AS19.970. O grupo 11 apresentou dois QTLs atamente significativos (P < 0,01)
entre os marcadores saggcat.108 - sAV14.940 e sAV18.590 - sZ04.500. Os
marcadores identificados pela andlise de regressdo multipla também o foram pelo
mapeamento por intervalo, com exce¢cdo do marcador iAB09.464, que ndo se

encontra ligado no mapa de ligag&o construido no presente trabal ho.



ABSTRACT

QUEIROZ, Vagner Tebaldi de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, October,
2000. Cocoa genetic mapping and QTL identification to withes' broom
resistance. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members. Everaldo
Goncalves de Barros and Dério Ahnert.

An F2 progeny composed by 82 individuals derived from a cross
between Scavina-6 and |CS-1 was analyzed using molecular markers. RAPD and
AFLP techniques amplified 196 polymorphic fragments distributed along 26
linkage groups. These markers covered a recombination distance of 1,733 cM,
with an average of 8.84 cM between two linked markers. Simple and multiple
regression analysis, and interval mapping were used to identify and to map
genomic regions associated with witches broom resistance. The proportion of
phenotypic variation explained by each marker varied from 8.4%, for iacacac.261
loci, to 12.7%, for sacgcat.78 loci. Out of the six markers associated with
witches' broom resistance at 1% of probability, only the markers iAE06.950,
saggcat.108 and iAB09.464 were mantained on the multiple regression model
using the stepwise elimination method. The three markers explained together
27.8% of the phenotypic variation. Interval mapping analysis detected
significative associations in the linkage groups 01 and 11 at 5% of probability. In

Xi



the linkage group 01 were identified three QTLs, flanked by the markers
laagctc.65 - iBB12.1100, iAH18.850 - iBG09.580 and iAC01.475 - i1AS19.970.
The linkage group 11 showed two QTLs highly significant (P < 0,01) between
the markers saggcat.108 - sAV14.940 and sAV18.590 - sZ04.500. Markers
identified by multiple regression analysis were aso detected by interval mapping,
except for the marker 1AB09.464 that were not linked on the genetic map
performed in this work.
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1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.), da familia Sterculiaceae, é a Unica
espécie economicamente importante entre as 22 espécies que constituem o
género Theobroma (BEKELE e BEKELE, 1996). A gordura extraida de suas
sementes é usada na producdo de chocolate, cosméticos e produtos
farmacéuticos. As variedades comerciais apresentam estreita base genética e sdo
susceptiveis a varias doengas. Dentre as doencas que mais comprometem a
producdo de cacau, destacase a vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
Crinipellis perniciosa (WOOD e LASS, 1987).

O melhoramento genético do cacaueiro por meio dos métodos
tradicionais &, via de regra, lento, devido ao longo tempo de geracéo da cultura
(trés a quatro anos) e a necessidade de varios anos para a realizacéo dos testes de
campo para obtencdo dos dados fenotipicos. O mapeamento genético constitui
uma das aplicacbes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na
andlise genética e no melhoramento de plantas, uma vez que possibilita o
mapeamento de regides genbmicas que controlam caracteres de interesse
econO0mico, a quantificagcdo dos efeitos dessas regifes e a clonagem de genes.
Dessa forma, a construcéo de mapas de ligacéo e a identificacdo de marcadores
moleculares associados a fenotipos de interesse para a cacauicultura sdo de

fundamental importancia para a implementacdo de programas de melhoramento



genético assistidos por marcadores moleculares, acelerando de forma significativa
aproducdo de cultivares de cacau de performance agrondmica superior.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de construir um
mapa genético de uma populacdo F, obtida do cruzamento entre os clones
Scavina-6 e ICS-1, por meio de marcadores RAPD e AFLP. Os marcadores
moleculares ordenados nos grupos de ligagdo foram utilizados para mapear
regibes gendmicas associadas com a resisténcia a vassoura-de-bruxa,
possibilitando também a quantificacdo dos efeitos de cada marcador na

caracteristica de interesse.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Organizacao do genoma do cacaueiro

A citologia da espécie Theobroma cacao L. é tipica da familia
pantropical e subtropical Sterculiaceae (MEHRA, 1976). Trata-se de uma planta
dipldide (GLICENSTEIN e FRITZ, 1989), com 20 cromossomos pequenos,
variando de 1,25 a 2,85 mm (MARTINSON, 1975), com uma unica constrigao
secundéria, ndo apresentando banda-C (GLICENSTEIN e FRITZ, 1989).

FIGUEIRA et a. (1992) estimaram o tamanho do genoma haploide do
Theobroma cacao L., usando citometria de fluxo a laser, em aproximadamente
0,43 pg, sendo equivalente a 4,15 x 10° pb. COUCH et al. (1993) determinaram
que o tamanho do genoma hapl6ide é de 2,01 x 10° pb, baseando-se na técnica de
cinética de reassociacdo de fragmentos de 450 pb. No mesmo trabalho foi ainda
determinado que o DNA do cacaueiro apresenta baixo grau de metilacéo quando
comparado com o DNA de trigo, uma temperatura de fusdo de 84,1 °C + 0,5 °C,
composicdo de bases de 36% (G + C) e que a fragdo de fragmentos
correspondente a DNA altamente repetitivo € extremamente baixa, a semelhanca
de outras plantas que possuem um genoma de tamanho reduzido (FLAVELL,
1980).



2.2. Mar cador es genéticos

Marcadores genéticos S80 quaisquer caracteristicas, processos
bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a distincdo de individuos
geneticamente diferentes (BOREM, 1997). Os primeiros marcadores utilizados
em plantas foram os marcadores morfoldgicos (Sax, 1923, citado por KEIM et
al., 1990). Por meio de comparacOes de caracteristicas morfol 0gicas, como cor de
flor, cor de semente, cor e tipo de pubescéncia, dentre outras, os individuos sdo
caracterizados. Embora esses marcadores morfologicos sgam de fé&cil
monitoramento, sua obtencao depende de um processo dispendioso e demorado,
uma vez que envolve o desenvolvimento das plantas. Além disso, esses
marcadores sdo afetados pel as condi¢bes ambientais (HU e QUIROS, 1991).

Outro tipo de marcador genético que vem sendo largamente utilizado séo
as isoenzimas (HEIDRICH-SOBRINHO, 1982) e proteinas de reserva de
sementes, marcadores que podem ser detectados mediante analise por
eletroforese (LADIZINSKY e HYMOWITZ, 1979) e por cromatografia liquida
de ato desempenho (BUEHLER et al., 1989). Tais marcadores apresentam a
vantagem, sobre os marcadores morfologicos, de serem produtos diretos da
expressao de genes especificos.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, surgiram diversos
métodos de deteccdo de polimorfismo genético diretamente em nivel de DNA,
bem como uma nova classe de marcadores genéticos. Classificados como
marcadores moleculares, estes baseiam-se na variagdo natural da sequéncia de
bases do DNA, apresentam nivel de polimorfismo geralmente alto para cada loco
estudado e ndo sdo afetados por diferentes condicBes ambientais nem fisiol0gicas
do organismo, sendo amplamente utilizados em andlises genéticas, incluindo a

construcao de mapas de ligacao.



2.2.1. Marcadores moleculares

Os marcadores RFLP foram os primeiros a serem empregados na
construcdo de mapas genéticos (BOTSTEIN et al., 1980). A técnica compreende
a digestdo do DNA gendmico com enzimas de restricdo, separacdo dos
fragmentos por eletroforese e transferéncia destes para membranas de
nitrocelulose ou nailon, onde sdo hibridizados com sondas de DNA. As sondas
sdo fragmentos de DNA marcados com nucleotideos radioativos ou
guimioluminescentes, sendo utilizadas na deteccdo de sequéncias gendmicas
homadlogas. As membranas, apds serem hibridizadas com as sondas de DNA, séo
expostas a um filme auto-radiografico, sendo revelados os polimorfismos.
Embora o RFLP apresente heranca codominante e sgja extremamente Util em
andlises genéticas comparativas, € uma técnica trabalhosa e requer elevado nivel
de conhecimento sobre o genoma a ser analisado.

Com o surgimento da técnica do PCR (MULLIS e FALOONA, 1987),
uma nova geragcdo de marcadores moleculares ganhou grande importancia, sendo
classificados como marcadores baseados em PCR, podendo ser citados, dentre
eles, o RAPD e mais recentemente, o AFLP. RAPD ou AP-PCR foram
denominagbes descritas por dois grupos distintos - WILLIAMS et al. (1990) e
WELSH e McCLELLAND (1990), respectivamente - para descrever a mesma
metodologia, tendo a primeira denominagdo se tornado mais conhecida. O RAPD
€ uma adaptacdo da técnica de PCR que utiliza oligodesoxirribonucleotideos
decameros unicos (primers) de sequéncia arbitréaria, que amplificam fragmentos
de DNA distribuidos a0 acaso no genoma. Os produtos da amplificagdo sdo
obtidos quando dois sitios de anelamento do iniciador estdo localizados em
sentidos opostos no DNA e separados entre s por uma distancia amplificavel,
geralmente entre 200 e 2.000 pares de bases. O nimero e o tamanho dos
fragmentos amplificados dependem da seqiéncia do primer e do DNA-molde
(TINGEY e DEL TUFO, 1993). Marcadores RAPD tém sido largamente
utilizados em analises genbmicas, mostrando-se particularmente Uteis no

mapeamento de genes de resisténcia a doencas em plantas. Inimeros exemplos



sdo encontrados na literatura, como identificagdo de marcadores RAPD
associados a resisténcia ao mildio (Bremia lactucae) em alface (MICHELMORE
et al., 1991), marcador RAPD ligado ao gene que confere resisténcia ao cancro da
haste da soja (CARVALHO, 1995) e marcadores RAPD ligados a resisténcia ao
agente causal da antracnose do feijoeiro (ALZATE-MARIN, 1995). Uma das
grandes vantagens do RAPD ¢é a obtencéo de elevado nimero de polimorfismos
de forma relativamente simples (WELSH e McCLELLAND, 1990; WILLIAMS
et a., 1990), principamente em espécies pouco caracterizadas geneticamente,
uma vez que ndo requerem nenhum conhecimento prévio do genoma.

O AFLP é uma classe recente de marcadores, que aia a especificidade
dos sitios de restricdo do RFLP com a praticidade da amplificagdo do PCR,
apresentando-se como uma ferramenta poderosa na caracterizacdo de genomas e
no mapeamento genético (VOS et a., 1995). A técnica baseia-se na digestéo
simultanea do DNA gendmico com duas enzimas de restricdo, sendo Eco RI e
Mse | as mais usadas. Adaptadores complementares as extremidades coesivas de
ambos os sitios de restri¢éo sdo ligados aos fragmentos de DNA digeridos. Estes
fragmentos sdo submetidos a uma reacdo de PCR com primers pré-seletivos de
sequéncia complementar aos adaptadores, acrescidos de um nucleotideo
arbitr&rio na sua extremidade 3. Dessa forma, apenas os fragmentos que
possuirem os sitios de restricio de Eco Rl e Mse | serdo amplificados,
aumentando a proporcdo dos fragmentos de interesse. A populagdo de
fragmentos pré-amplificada congtituira o DNA-molde para as reagdes
subseqiientes de amplificacdo seletiva, utilizando primers que contém a
sequéncia dos primers pré-seletivos acrescida de dois nucleotideos arbitrarios na
sua extremidade 3. A deteccdo dos fragmentos amplificados é feita pela
marcacao radioativa ou fluorescente de um dos primers seletivos. Os produtos de
amplificagdo sdo separados em gel de poliacrilamida, com resolugdo de um par

de base, aumentando a preciséo e o poder de deteccéo da técnica.



2.3. Mapeamento genético

O mapeamento genético € baseado na hipotese de que a co-transmissao
de dois marcadores reflete a proximidade entre eles, criando a possibilidade de se
ordenar linearmente a informagdo genética a0 longo dos cromossomos
(GUIMARAES e MOREIRA, 1999).

Através do mapa genético é possivel uma representacéo da ordem e da
distancia entre os locos nos grupos de ligacdo. A distancia genética € medida em
termos da freqiiéncia de recombinagdo entre marcadores, que € transformada em
distdncia de mapa (centiMorgans) por meio de agoritmos apropriados. As
formulas mais comumente utilizadas no mapeamento sdo as de Haldane e de
Kosambi, e a ultima considera a interferéncia parcia entre permutas genéticas
adjacentes. A freqléncia de recombinacdo € bastante variavel entre diferentes
regioes cromossomicas, entre tipos de cromossomos e entre especies. Assim, a
distancia genética ndo apresenta correlagdo constante com a distancia fisica,
definida em termos de pares de base. No entanto, a ordem dos locos determinada
nos grupos de ligacdo genética corresponde a mesma encontrada nos
cromossomos. Com isso, 0 mapeamento genético de uma espécie consiste na
producdo de um conjunto ordenado de informagdes sobre as sequiéncias de DNA

gue cobrem todo o genoma.

2.3.1. Construcao de mapas genéticos

Os requisitos béasicos para a construcdo de uma mapa genético séo a
obtencdo de populagbes segregantes e a utilizagdo de varios marcadores que
sgjam polimorficos entre os genitores e que apresentem segregacdo mendeliana
na progénie.

Varios tipos de populagéo podem ser utilizados no mapeamento, devendo
ser escolhidos cruzamentos que maximizem a probabilidade de detectar
polimorfismos em nivel de DNA. As populagdes segregantes utilizadas podem

ser originadas de retrocruzamento, F,, RILS, dentre outras. A populacéo de



retrocruzamento € considerada pouco informativa, pois segrega apenas para 0S
alelos do progenitor doador. A populagdo F, pode ser obtida em apenas duas
geraces e contém as trés combinagdes possiveis de dois alelos para um referido
loco (AA, Aa e ad). As RILs constituem uma populacdo permanente, visto que
cada individuo é resultante de autofecundagBes sucessivas de uma planta F,.
Entretanto, a limitacdo na obtencdo deste tipo de populacéo é o longo tempo:
cerca de sete ou mais geragoes de autofecundagéo.

O numero de marcadores necessarios para se construir um mapa geneético
varia em funcdo do tamanho do genoma, do nimero e do comprimento genético
dos cromossomos. Um mapa pode ser considerado completo quando o nimero de
grupos de ligacdo obtidos pela andlise dos marcadores for igual ao nimero de
Cromossomos gameticos do organismo, sugerindo que todas as regides do genoma
estdo representadas.

O mapeamento genético permite o estudo de qualquer processo
morfoldgico, fisioldégico ou de desenvolvimento, desde que haja variacdes na
constituicdo genética de uma populagdo, com um minimo de informagédo prévia
(PATERSON, 1996). No contexto do melhoramento de plantas, os mapas
genéticos possibilitam a decomposi¢éo de caracteristicas genéticas complexas nos
seus componentes mendelianos simples, uma vez que podem ser identificadas e
mapeadas as regifes gendmicas que controlam tais caracteres. O efeito de cada
uma dessas regides pode ser quantificado, podendo ser capitaizada toda a
infformacdo para os programas de melhoramento. O mapeamento genético
representa ainda uma importante metodologia para a clonagem de genes,

principalmente quando o produto génico ndo € conhecido.

2.3.2. Mapeamento de locos de heranca ssimples

VariagOes fenotipicas determinadas pela segregacdo de um ou poucos
genes sdo faceis de serem caracterizadas e mapeadas;, assim, 0S primeiros
trabalhos de mapeamento utilizaram caracteres de heranca simples. |soenzimas,

marcadores RFLP e, mais recentemente, marcadores RAPD e AFLP tém sido



utilizados para a identificagcdo de regifes do genoma associadas a caracteres
monogéni cos, principal mente resisténcia a doengas e pragas.

Linhagens isogénicas, ou isolinhas, tém sido bastante usadas no
mapeamento de locos de herancas ssimples. As isolinhas sGo desenvolvidas por
meio de ciclos sucessivos de retrocruzamentos com o0 genotipo recorrente, com o
objetivo de introduzir um gene de interesse de um germoplasma nao-adaptado
em uma linhagem comercial. Desse modo, € obtida uma linhagem geneticamente
semelhante a original, exceto na regido gendbmica onde o gene foi introduzido.
Andlises de linhagens isogénicas com marcadores moleculares permitiram a
identificacdo de marcadores ligados a genes de interesse em varias espécies de
importancia econdémica, como a resisténcia ao virus TMV em tomate (Y OUNG
et al., 1988), resisténcia a Pseudomonas em tomate (MARTIN et al., 1991),
resisténcia a Pyricularia grisea em arroz (YU et al., 1991) e resisténcia a
Phytophtora megasperma em soja (DIERS et a., 1992).

O mapeamento de caracteres de heranca monogénica € relativamente
simples, uma vez que classes fenotipicas discretas ou semidiscretas séo
observadas. Entretanto, complicacBes na avaliagdo do fendtipo surgem com
guestdes de penetréncia do loco controlador da resisténcia, proporcbes de

segregacao diferentes e interagdes epistaticas.

2.3.3. Mapeamento de car acter es de heranca quantitativa

A grande maioria dos caracteres de importéncia econdmica estdo sob
controle genético complexo, envolvem a agdo de varios genes e sdo atamente
influenciados pelas condicdes ambientais, sendo de dificil manipulagdo e
compreensdo. Esses caracteres sdo denominados poligénicos ou quantitativos,
apresentando variacdo continua do fendtipo, em vez de classes fenotipicas
discretas. Para a maioria dos caracteres quantitativos, ha poucas informagoes
sobre 0 nimero, a posi¢cdo cromossdmica, a magnitude do efeito e as interactes
dos locos que controlam a sua expresséo. Esses locos séo denominados locos

controladores de caracteres quantitativos (QTL - Quantitative Trait Loci),



podendo ser citados, como exemplos, a produtividade e a toleréncia a estresses
abidticos.

A capacidade de se detectar um QTL € funcdo da magnitude do seu
efeito sobre o cardter, do tamanho da populacdo segregante avaliada e da
distancia entre 0 marcador e o loco. Quanto maiores o efeito e o tamanho da
populacéo e mais proximo o marcador do QTL, mais fécil sera a deteccéo.

O rgpido avanco das técnicas de marcadores moleculares, a utilizacéo de
delineamentos experimentais apropriados e o0 desenvolvimento de métodos
biométricos com grande poder de resolucdo tém possibilitado o estudo de
caracteres quantitativos, dissecando-os em fatores mendelianos simples. Com o
uso de mapas genéticos e de técnicas de mapeamento de QTL, é possivel estimar
0 numero e a localizagéo dos genes que controlam a variagdo fenotipica de um
caréter, a magnitude dos seus efeitos no fendtipo, dos efeitos de dosagem e as
interagOes com outros QTLSs.

No contexto de mapeamento de caracteristicas quantitativas, 0s
progenitores sdo selecionados em fungdo de os respectivos fenotipos serem
contrastantes para as caracteristicas de interesse. Inicialmente, sdo identificados
marcadores moleculares capazes de detectar alelos diferentes entre as linhagens
parentais, que sdo, entdo, utilizados na populagcdo segregante. A segregacdo de
cada marcador é avaliada pelo teste de qui-quadrado, e apenas 0s que
apresentarem segregacdo mendeliana sdo submetidos as andlises de ligacéo
genética. Os marcadores sdo, entdo, ordenados em cada grupo de ligagdo, e a
distancia genética (cM) € calculada a partir da freguéncia de recombinagéo,

utilizando funcdes de mapeamento préprias.

2.4. M apas genéticos em Theobroma cacao L.

A primeira tentativa de se produzir um mapa de ligacdo em cacau foi
publicada por OSEI et a. (1993), gerando um mapa de baixa densidade com sete
grupos de ligagdo, contendo um total de 36 marcadores RAPD. LANAUD et al.
(1995) publicaram um mapa de ligagdo com 193 marcadores distribuidos em 10
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grupos de ligacdo, avaliando uma populacéo F; de 100 individuos obtida de um
cruzamento entre dois genotipos heterozigoticos. Um terceiro mapa foi publicado
por CROUZILLAT et al. (1996), com 138 marcadores distribuidos em 10 grupos
de ligagcdo, cobrindo um total de 1.068 cM do genoma. Nesse trabalho, foram
também identificados QTLs associados ao florescimento, ao diametro do tronco,
a dtura do jorquete e ao numero de dvulos na geracdo do primeiro

retrocruzamento.

2.5. Vassour a-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa, doenca causada pelo basidiomiceto Crinipellis
perniciosa, foi inicialmente registrada no Suriname, em 1895 (EVANS e PRIOR,
1987). Na Bahia, o primeiro foco da doenca foi identificado na cidade de
Urucguca, em 1989, seguido de outro foco em Camaca (BASTOS, 1991).

2.5.1. Ciclo reprodutivo

O fungo Crinipellis perniciosa desenvolve seu ciclo de vida em dois
estagios. No primeiro, parasita os tecidos novos e vivos do cacaueiro, causando
inchamentos e provocando superbrotagbes e anomalias nos frutos e nas
amofadas florais; no segundo ciclo, com maior viruléncia, causa necrose e
apodrecimento dos tecidos da planta (AITKEN, 1997).

A colonizacdo e o desenvolvimento do fungo sdo muito rapidos,
iniciando-se nos tecidos jovens e em crescimento, em que o Crinipellis obtém
nutrientes e se estabelece como parasita. Quando o cacaueiro € atacado pelo
fungo, os nutrientes solGveis se tornam escassos e induzem o fungo a invadir e
necrosar os tecidos, passando assim a obter energia dos tecidos mortos da planta.
E neste esté4gio que aparecem os basidiocarpos (fungos no formato de
cogumelos), que produzem muitos esporos e disseminam a doenca. A liberacéo

dos esporos, processo reprodutivo do fungo, se da preferenciamente a noite,
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estando associada a queda de temperatura e ao aumento da umidade relativa do
ar. Os esporos sd0 disseminados pelo vento, sdo sensiveis a luz e tém vida curta,
ndo vivendo mais do que uma hora. A disseminacdo pode acontecer também pela

agua e por meio de sementes contaminadas.

2.5.2. Sintomas

O Crinipellis s0 se desenvolve em regibes que contenham tecidos
meristeméaticos, podendo ser ramos, almofadas florais e frutos. O ataque nos
ramos ou brotos vegetativos provoca inchacdo da parte afetada, que é
acompanhada da proliferacéo de pequenos brotamentos préximos uns dos outros,
onde se prendem as folhas grandes, curvadas e retorcidas, assemelhando-se a
uma vassoura. Nas amofadas florais infectadas formam-se cachos de flores
anormais, que dao origem a frutos que morrem prematuramente (BASTOS,
1991).

Os frutos infectados apresentam diversos sintomas que dependem do
grau de contaminacdo. Quando a infecgdo se da por meio da flor, surgem frutos
com formas semelhantes a de um morango, que também morrem
prematuramente. Quando a infeccdo ocorre nos frutos jovens, o sintoma
caracteristico é o aparecimento de uma mancha negra, dura e irregular, causando

a perda das sementes.

2.5.3. Controle

Embora vérias estratégias de controle quimico (LAKER e HUDGARD,
1989) e hiolégico (BASTOS, 1991) tenham sido testadas, as préticas utilizadas
para 0 mangjo da doenca se restringem a protecdo de frutos com fungicidas
cupricos e a poda fitossanitéaria.

A poda fitossanitéria consiste na remocado das partes infectadas da planta.

Entretanto, caso ela ndo sgja bem feita, o tecido infectado ainda € capaz de
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produzir basidiocarpos (ROCHA e WHEELER, 1985). A poda das partes |esadas
deve ser realizada de maneira criteriosa, uma vez que O corte excessivo de ramos
implica reducéo da copa. Desse modo, as plantas daninhas se desenvolvem,
alguns cacaueiros morrem e grandes espacos surgem na plantacdo (AITKEN,
1997), causando sérios problemas a produtividade da cultura.

Muito esforco tem sido gasto na tentativa de encontrar novos produtos
guimicos que, combinados com a poda fitossanitaria, possam aumentar a
eficiéncia de tal pratica. Ha varias publicacbes descrevendo testes que
demonstram alguma atividade positiva em experimentos in vitro, mas que
apresentam eficiéncia duvidosa em teste de campo, especialmente quando seu
custo é considerado (LAKER e HUDGARD, 1989; CIFUENTES et al., 1981;
MAY ORGA e ARANZAZU, 1981).

A maioria dos fungicidas € do tipo sistémico, de contato ou
fitorreguladores. Os fungicidas de contato sdo produtos que, depositados na
superficie dos galhos, impedem a germinacdo dos basidiosporos e reduzem a
dispersdo do fungo. Os fungicidas sistémicos sdo translocados dentro da planta,
eliminando o micélio ou inibindo a formacéo da "vassoura'. Os fitorreguladores
podem ser ou ndo encontrados normalmente nas plantas, sendo capazes de ativar
0 mecanismo de defesa natural destas e de contrabalancar o desequilibrio
hormonal causado pelo fungo. A utilizagdo de fungicidas € uma pratica muito
onerosa e altamente dependente de m&o-de-obra, sendo inviavel em condigdes de
baixa produtividade e de ata pressdo de inéculo (AITKEN, 1997).

Tendo em vista a agressividade da doenca e as inUmeras dificuldades
enfrentadas pelas estratégias do seu controle, 0 desenvolvimento de variedades
resistentes, por meio do melhoramento genético, constitui uma das alternativas

mais claras e viaveis para arevitalizagdo da cultura do cacau no Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Do cruzamento entre Scavina6 e ICS1 foram produzidos varios
hibridos, dentre os quais foi escolhido o clone TSH 516, devido ao conjunto de
caracteristicas desgjaveis por ele apresentadas. O clone foi autofecundado,
gerando uma populacéo F, constituida de 82 individuos, que foi analisada no
presente trabalho. O progenitor Scavina-6 tem sido amplamente utilizado como
fonte de resisténcia a vassoura-de-bruxa na producéo de hibridos comerciais, e o
ICS-1 foi selecionado devido a0 seu bom desempenho agrondmico. Além da
resisténcia a vassoura-de-bruxa, 0s progenitores sdo contrastantes para diferentes

caracteristicas de importancia econdmica para a cacauicultura.

3.2. Avaliacbes fenotipicas

A populacdo segregante foi avaliada fenotipicamente, quantificando o
nimero de vassouras por planta A poda fitossanitaria € redlizada
trimestralmente, sendo determinado o nimero de vassouras removidas de cada

planta. Os dados de campo apresentados no presente trabalho foram coletados no
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CEPEC/CEPLAC, Itabuna-BA, e equivdem aos primeiros seis meses de

avaliagoes.

3.3. Extracao de DNA

Cerca de 300 mg de folha foram triturados na presenca de N, liquido. O
poO resultante foi transferido para tubos eppendorf e adicionado um volume de
800 nL de tampédo de extragdo (TrissHCl 100 mM, pH 8,0, EDTA 20 mM, pH
8,0, NaCl 1,4 M, b-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (p/v)). Os tubos
foram incubados em banho-maria a 65 °C por 40 minutos e, posteriormente,
centrifugados por cinco minutos a 14.000 rpm, e o sobrenadante foi transferido
para tubos novos. Ao sobrenadante foram adicionados 800 nlL de
cloroformio:acool isoamilico (24:1). Os tubos foram suavemente invertidos e
centrifugados por cinco minutos a 14.000 rpm. A fase superior foi transferida
para tubos novos e o DNA precipitado com a adi¢cao de 800 niL de isopropanol
gelado. O isopropanol foi descartado, sendo adicionados 600 i de etanol gelado
(95%) ao precipitado. Apos o descarte do etanol, o precipitado foi seco ao ar,
ressuspenso em 300 nL de TE (TrisHCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e
incubado a 37 °C por 30 minutos com RNase A, a uma concentracdo final de
60ng/mL. O DNA foi novamente precipitado com a adicdo de 30 nL. de NaCl
5M e 200 niL de isopropanol gelado aos tubos, seguido de centrifugacdo a
14.000rpm por 15 minutos. O precipitado foi lavado com 600 niL de etanol
gelado 95%, seco a0 ar e ressuspendido em um volume de 300 nL de TEg;
(EDTA 0,1 mM, TrisHCI 10 mM, pH 7.5).

A concentragcdo do DNA foi estimada em espectrofotdmetro por leitura
da absorvancia a 260 nm, sendo cada unidade de absorvancia correspondente a

concentracéo de 50 ng/mL de DNA fita dupla (SAMBROOK et al., 1989).
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3.4. Marcadores RAPD

As reagdes de amplificacéo foram feitas em um volume total de 25 ni,
contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 2,8 mM, 100 nM de
cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), primer
(Operon Technologies, Alameda, CA, EUA) 0,4 nM, uma unidade da enzima
Taq polimerase e 20 ng de DNA. Os ciclos de amplificagbes foram realizados em
um termociclador (GeneAmp PCR System 9600, Perkin EImer) programado para
40 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e um minuto a 72 °C,
seguido de uma etapa de sete minutos a 72 °C. Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, em TBE 1X (Tris-
borato 90 mM e EDTA 2 mM), contendo brometo de etidio 0,2 ng/mL, por
aproximadamente quatro horas a 100 volts. Terminada a eletroforese, o gel foi

fotografado, utilizando o sistema Eagle Eye |l (Stratagene, La Jolla, CA).

3.5. Marcadores AFLP

A técnica de AFLP foi conduzida segundo a metodologia proposta por
VOS et a. (1996), com modificagOes sugeridas pelo AFLP Starter Primer Kit
(Gibco-BRL, Alameda, CA, EUA). O DNA gendmico de cada individuo foi
clivado com as endonucleases de restricdo EcoRI e Msel. A reagdo de digestéo
foi feita em um volume total de 25 nl., contendo 5 ni de tampao de reacéo 5X,
2L de EcoRI/Msel (Gibco-BRL) e 250 ng de DNA gendmico. A reacdo foi
conduzida por trés horas a 37 °C, seguida por 15 minutos a 70 °C, para inativar
as enzimas. Aos fragmentos de restricdo foram ligados adaptadores especificos
para as extremidades coesivas de cada uma das enzimas, EcoRI e Msel. A reagéo
de ligacdo dos adaptadores foi realizada pela adicdo de 24 ni do tampdo de
ligac&o contendo os adaptadores e de 1 nl. da T, DNA ligase (Gibco-BRL) aos
25 L da reacdo de digestdo. Os tubos permaneceram por duas horas a 20 °C e,

em seguida, os fragmentos foram diluidos (1:6) em TE, ;.
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A amplificagdo pré-seletiva foi realizada utilizando 4 nL dos fragmentos
de DNA diluidos (1:6), 1 nL dos pares de primers pré-seletivos e 15 ni. do
coquetel de AFLP (Perkin Elmer, Foster City, CA, EUA). Os primers pré-
seletivos possuem, além da sequéncia complementar a cada adaptador, um
nucleotideo na extremidade 3’ (EcoRl +A e Msel +C). As reacdes foram
realizadas no termociclador (GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer)
programado com 20 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 60 segundos e
72 °C por 60 segundos. Um aliquota de 10 ni da reacdo foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1,2%, em TBE 1X, contendo brometo de etidio. A
visualizagdo de um “rastro” de fragmentos entre 700 e 200 pb indicou gque as
etapas até entdo realizadas obtiveram sucesso. Os produtos da pré-amplificagcéo
foram diluidos (1:50) em TE, ;.

A amplificacdo seletiva € uma segunda etapa de amplificacéo que utiliza
os produtos da pré-amplificacdo diluidos como molde e primers seletivos que
possuem, além da seqiéncia do primer pré-seletivo, combinacbes ao acaso de
dois nucleotideos na extremidade 3'. As combinagdes possiveis dos primers
seletivos estdo listadas na Tabela 1. A amplificaggo seletiva foi realizada em um
volume de 20 ni, contendo TrissHCI 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl,
2,8mM, 212 nM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), primer de Msel 0,25 nM e do primer de EcoRI 0,05 mM (Perkin Elmer),
uma unidade da enzima Taq polimerase e 3,5 nL do DNA diluido (1:50). As
reacOes foram amplificadas com 12 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 65 °C (-0,7
°Cl/ciclo) por 30 segundos e 72 °C por 60 segundos, até atingir a temperatura de
56 °C, seguidos de 23 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos e
72 °C por 60 segundos.

A andlise dos fragmentos foi realizada em géis de poliacrilamida
desnaturante contendo 4,25% de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 19:1) e
uréia 36% (p/v) em TBE 1X. A Tabela 1 indica os primers EcoRI marcados com
fluorescéncia, sendo trés primers com a fluorescéncia JOE (E;, Es e Eg), trés com
a fluorescéncia TAMRA (E,, E4; e E;) e dois com FAM (E; e Eg). Assim, 0s
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fragmentos amplificados sdo detectados pelo seqiienciador automético ABI 377°,
utilizando um marcador de peso molecular GENESCAN 500-ROX (Perkin
Elmer) em cada linha. Dessa forma, foi possivel analisar simultaneamente trés
reacOes de amplificacdo seletiva, cada uma marcada com uma fluorescéncia
diferente, em cada gel. Iniciamente, foram transferidas aliquotasde 8 ni., 6 ni. e
5 nL das reagbes que continham fragmentos marcados com as fluorescéncias
JOE, TAMRA e FAM (amarela, verde e azul, respectivamente), para uma placa
de Elisa. Dessa mistura, foram transferidos 3,5 niL para tubos de PCR e
adicionados 0,25 nL. de GENESCAN 500-ROX, 0,50 niL do tampéo de amostra
concentrado e 0,75 nL de formamida deionizada. As amostras foram
desnaturadas a 95°C por cinco minutos e mantidas em gelo até serem aplicadas

no gel.
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Tabela 1 - Identificac&o dos oito primers seletivos EcoRI (E; a Eg), dos oito primers seletivos Msel (M, a Mg) e das 64 combinagdes
possivels entre primers seletivos de AFLP utilizados na selecdo inicial das melhores combinagdes de primers entre os
progenitores SCA-6 e ICS-1 e o F;. Cada um dos primers seletivos apresenta uma combinacdo especifica dos
desoxirribonucleotideos (A-adenina, T-timina, C-citosina e G-guanina) na extremidade 3' do primer. EsM,, por exemplo,
representa a combinagdo de primers EcoRl = ACA e Msel = CAC

M: (-CAA) | M, (-CAC) | M3(-CAG) | M4 (-CAT) | Ms (-CTA) | Mg(-CTC) | M;(-CTG) | Mg (-CTT)
E: ((AAC) | AACCAA | AACCAC AACCAG AACCAT | AACCTA | AACCTC | AACCTG | AACCTT
E, (AAG) | AAGCAA | AAGCAC | AAGCAG AAGCAT | AAGCTA | AAGCTC | AAGCTG | AAGCTT
Es (ACA) | ACACAA | ACACAC ACACAG ACACAT | ACACTA | ACACTC | ACACTG | ACACTT
E, (ACC) | ACCCAA | ACCCAC ACCCAG ACCCAT | ACCCTA | ACCCTC | ACCCTG | ACCCTT
Es (ACG) | ACGCAA | ACGCAC ACGCAG ACGCAT | ACGCTA | ACGCTC | ACGCTG | ACGCTT
Es ((ACT) | ACTCAA | ACTCAC ACTCAG ACTCAT | ACTCTA ACTCTC | ACTCTG | ACTCIT
E; (AGC) | AGCCAA | AGCCAC AGCCAG AGCCAT | AGCCTA | AGCCIC | AGCCTG | AGCCTT
Es (AGG) | AGGCAA | AGGCAC | AGGCAG AGGCAT | AGGCTA | AGGCTC | AGGCTG | AGGCTT
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3.6. Denominacéo dos mar cador es no mapa de ligacao

Todos os marcadores possuem a primeira letra indicando o progenitor no
gual a banda estava presente, sendo s para Scavina-6 ei paralCS-1.

Os marcadores RAPD foram identificados com as letras do primer da
série Operon, que foi utilizado na amplificacdo, seguido do tamanho do
fragmento em pares de bases. O tamanho do fragmento foi calculado utilizando o
DNA do fago | digerido com EcoRlI, Hindlll e BamHI como padrédo de peso
molecular, com auxilio do programa OnedScan” (Stratagene, La Jolla, CA,
EUA).

Os marcadores AFLP foram denominados com as trés bases seletivas do
primer EcoRI, seguido pelas bases seletivas do primer Msel, descritas na Tabela
1, e pelo tamanho do fragmento em pares de bases. O tamanho de cada fragmento
de AFLP foi calculado utilizando o GENESCAN 500-ROX como padréo de peso
molecular, sendo as interpolagdes feitas pelo programa GeneScan” 2.1 (Perkin
Elmer, Foster City, CA, EUA).

3.7. Analise deligacéo

Os marcadores RAPD e AFLP foram codificados como auséncia (0) e
presenca (1) das bandas amplificadas em cada um dos 82 individuos da
populacdo F,, sendo também identificado o progenitor de origem da banda.
Desse modo, foi obtida uma matriz para dois conjuntos de dados, conforme a
presenca das bandas em cada um dos progenitores. A segregacdo de cada
fragmento polimorfico foi testada na populagdo F, por meio do teste de qui-
guadrado. Apenas os fragmentos cuja proporcéo de segregacao se gjustou a 3:1

(P<0,05) foram utilizados nas analises posteriores.
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3.8. Construcéo do mapa de ligacéo genética

A andlise de ligacéo e a determinacéo da ordem dos marcadores foram
feitas com o auxilio do programa MapMaker/EXP 3.0 (LANDER et al., 1987;
LINCOLN et a., 1992). Os marcadores foram agrupados utilizando LOD
minimo de 4,0 e freqiiéncia maxima de recombinacdo de 0,30. A distancia de
mapeamento de Kosambi foi utilizada para a conversdo da frequéncia de
recombinacdo para centiMorgans. A matriz de 1 e O foi convertida em uma
matriz de A, B, C e D para ser processada pelo programa Mapmaker, utilizando
as designacbes A, para auséncia da banda em Scavina-6; B, para auséncia da
banda em ICS-1; C, para presenca da banda em Scavina-6; e D, para presenca da
bandaem ICS-1.

Como os progenitores da populacdo sdo heterozigéticos, aguns
fragmentos presentes em ambos 0S progenitores apresentaram a segregacao
esperada na progénie. Para identificar a origem destes fragmentos, foi utilizado
um artificio, como proposto por AL-JANABI et a. (1993), para deteccéo de
marcadores ligados em fase de repulsio em espécies polipléides. O artificio foi a
duplicacdo do marcador e a converséo de A em B e de C em D; assim, foi
simulada a origem dos marcadores como sendo de ambos 0s progenitores. Apos a
andlise de segregacdo, as duas formas do mesmo marcador foram submetidas as
analises de ligacéo genética. A forma que se mostrou ligada foi considerada a

verdadeira origem do marcador, e a outraformafoi eliminada das analises.

3.9. Andlise estatistica

Andlises de regressdo simples foram inicialmente utilizadas para detectar
associacdes entre os marcadores moleculares e a resisténcia a vassoura-de-bruxa.
A proporgdo da variancia fenotipica explicada por marcador foi estimada por
meio dos valores de R® obtidos da regressio linear, como descrito por
EDWARDS et al. (1987). Os marcadores que foram associados a caracteristica

fenotipica a P<0,01 foram anaisados por modelos de regressdo multipla,
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utilizando o procedimento de eliminagdo por stepwise do programa Jump 3.1.6.2
(SAS Ingtitute Inc., Cary, NC, EUA). Assim, foi determinada a propor¢do da
variancia fenotipica explicada pelo conjunto de marcadores que se gjustaram ao
modelo de regressdo multiplaa P < 0,05.

As informagbes do mapa genético foram utilizadas para mapear os QTLS
ao longo dos grupos de ligagao, por meio do mapeamento por intervalo, proposto
inicialmente por LANDER e BOTSTEIN (1989). O nivel de significancia para o
mapeamento por intervalo foi determinado por testes de permutacéo ao acaso dos
dados fenotipicos, como descrito por DOERGE e CHURCHILL (1996). Todas as
andlises de mapeamento de QTLS e os testes de permutacdo foram realizados

com auxilio do programa Qgene (NELSON, 1997).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Populagdo de mapeamento

No presente trabalho foi utilizada uma populacdo F, de 82 individuos
obtida pela autofecundacgéo do clone TSH 516, originado do cruzamento entre os
clones heterozigoticos Scavina6 e ICS-1. O clone Scavina-6 foi escolhido por
estar sendo utilizado em vérios programas de melhoramento genético do
cacaueiro e por ser uma fonte de genes de resisténcia a vassoura-de-bruxa; além
disso, apresenta sementes com altos teores de gordura. O clone ICS-1 possui
sementes e frutos de tamanho medio, alta dureza da gordura e elevada producéo,
embora sgja considerado suscetivel a vassoura-de-bruxa. A gordura € o principal
e mais valioso produto do cacaueiro, sendo a sua dureza um aspecto importante,
visto que o produto final deve ser sdlido a temperatura ambiente, derretendo-se a
temperatura do corpo humano. Dessa forma, a populacdo segregante obtida desse
cruzamento oferece a possibilidade para o0 mapeamento de regides gendmicas
associadas a varias caracteristicas agrondmicas de interesse, como teor e dureza
de gordura, producéo, tamanho do fruto e resisténcia a vassoura-de-bruxa.

Uma populacdo de mapeamento constituida por 82 individuos fornece
uma precisdo de mapeamento em torno de 3 cM (WU et a., 1992) e se mostra de

acordo com o tamanho das populagdes utilizadas no mapeamento genético do
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cacaueiro, que tém oscilado entre 47 (TULSIERAM et a., 1992) e 138
individuos (KISS et a., 1993). Populagbes segregantes F, sd0 comumente
utilizadas no mapeamento de QTLS, devido ao fato de explorarem 0 maximo do
desequilibrio de ligacdo e de representarem todas as possiveis combinactes
aélicas (AA, Aa e ad). Com isso, torna-se possivel a identificagdo dos
mecanismos de acdo génica, de interacdo com outros locos, além de favorecer a
deteccdo da ligacéo genética entre 0 QTL e o marcador. O tempo necessario para
a obtencdo de populagdes F,, apenas dois ciclos, é extremamente importante para

espécies de ciclo reprodutivo longo, como € o caso do cacaueiro.

4.2.Deteccao de polimorfismos entr e os progenitor es

Os primers RAPD e as combinagbes de primers AFLP foram
inicialmente testados nos progenitores com a finalidade de selecionar aqueles que
produzissem fragmentos polimérficos e que, conseqlientemente, pudessem ser
mapeados na populacdo segregante.

Foram testados 580 primers RAPD, pertencentes aos 29 kits (OPH, OPI,
OPJ, OPK, OPR, OPT, OPX, OPY, OPZ, OPAA, OPAB, OPAC, OPAD, OPAE,
OPAF, OPAG, OPAH, OPAI, OPAL, OPAN, OPAR, OPAS, OPAU, OPAV,
OPAW, OPAX, OPAZ, OPBB e OPBG), dos quais foram utilizados apenas 110
(18,9%) no mapeamento dos individuos da populacdo segregante. Os 110
primers RAPD amplificaram 201 fragmentos polimérficos, obtendo-se uma
media de 1,82 fragmento polimarfico por primer, que oscilaram entre um e cinco
polimorfismos por primer. RONNING et al. (1995), avaliando a heranca dos
marcadores RAPD em Theobroma cacao L., utilizaram 26% dos primers RAPD
testados, resultando em uma média de 2,2 polimorfismos por primer. No mapa de
ligacdo de Theobroma cacao L. construido por CROUZILLAT et a. (1996), 24%
dos primers RAPD detectaram polimorfismos entre os progenitores e produziram
uma média de 3,6 polimorfismos por primer. A Figura 1 ilustra o padrdo de
amplificacéo do DNA dos progenitores, do F; e da populagéo F, com o primer
OPAV 14.
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Figura 1 - Padréo eletroforético de fragmentos de DNA dos progenitores
Scavina6 (S), ICS1 (I), do F; e de individuos F, (1-82)
amplificados com o primer OPAV 14 em gel de agarose 1,2%. M -
DNA de fago lambda digerido com EcoRI, Hindlll e BamHI,
utilizado como padréo de peso molecular. As setas indicam os
marcadores presentes no F;, polimorficos entre os progenitores e
que segreram na proporc¢ao 3:1 (P<0,05) na progénie.
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Todas as 64 combinacdes de primers seletivos de AFLP, EcoRlI (E; a Eg)
e Msel (M; a Mg) (Tabela 1) foram utilizadas na amplificagdo do DNA dos
progenitores e do F,, para a selecdo das combinacOes de primers mais
informativas. Das 64 combinacBes possiveis, 30 foram selecionadas (E;Mj,
EiMs, EsM4, EEM, EsM6, EsMo, EsMs, EsMs, EsMs, EsM7, E4Ms, EsM7, EsMy,
EsMas, EsMy, EsMs, EsM1, EsMo, EsMy, EsMs, EsMe, ExM1, ExMo, E-M 3, E-M,,
E;Meg, EsM 4, EsM,, EgM3 € EgM,). As 30 combinagdes de primers amplificaram
um total de 90 fragmentos polimérficos, evidenciando uma média de 3,0 locos
polimorficos por combinagdo de primers AFLP, com o nimero de fragmentos
oscilando entre 1 e 13 por combinac&o de primers. As Figuras 2 e 3 ilustram um
gel de AFLP obtido pelo seqiienciador automético ABI 377®, onde o DNA dos
progenitores, do F; e de aguns individuos F, foram amplificados com trés
combinacdes de primers marcados com fluorescéncia.

O numero de polimorfismos por combinacdo de primers detectado no
genoma do cacaueiro foi inferior ao obtido por KEIM et a. (1997), que
obtiveram uma media de nove locos polimorficos por combinagdo de primers
AFLP, variando entre 1 e 21, na construcdo de um mapa genético em soja. O
nimero inferior de polimorfismos detectados no genoma do cacaueiro, quando
comparados com 0 de soja, pode estar relacionado com o tamanho e a
organizacéo dos respectivos genomas. GOLDBERG (1978) determinou que o
genoma hapl 6ide da soja contém 1,81 x 10° pb (1,97 pg), enquanto o genoma do
cacaueiro possui 4,15 x 10° pb (0,43 pg), sendo, portanto, 4,5 vezes menor que o
genoma da soja e somente 2,5 vezes maior que o de Arabidopsis thaliana.
Quanto maior o tamanho do genoma, maior € a probabilidade de existirem sitios
de restricdo para as enzimas utilizadas e, portanto, maior o potencial de serem
produzidos fragmentos amplificaveis. Uma opgédo para se obter maior nimero de
polimorfismos de AFLP para genomas de tamanho reduzido, como o cacaueiro,
seria a utilizagéo de primers contendo duas ou apenas uma unica base seletiva
para a amplificacdo final. Tais primers sdo disponiveis em kits comerciais

especificos para espécies de genoma pequeno.
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Figura 2 - Padrdo de amplificacdo de DNA, em gel desnaturante de
poliacrilamida 4,25%, obtido pela técnica de AFLP® e analisado
pelo programa GENESCAN® do seqilenciador automético ABI
377°. Foram utilizadas as combinages de primers EsM- (em azul),
E;sM- (em amarelo) e EsM,4 (em verde). Em vermelho, o padréo de
peso molecular (GENESCAN 500-ROX).
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Figura 3 - Detalhe do um gel de AFLP®, analisado pelo programa GENESCAN®
do seqiienciador automético ABI 377, contendo fragmentos de DNA
entre 67 pb e 127 pb. O DNA dos progenitores SCA-6 (linhas1 e 2) e
ICS-1 (linha 3), do F; (linha 4) e da progénie F, (linhas 5 a 23) foi
amplificado com as combinagdes de primers EsM,4 (em azul), E;M3
(em amarelo) e EgM; (em verde). Em vermelho, o padréo de peso
molecular (GENESCAN 500 - ROX).
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Com relacdo a organizacdo, o genoma do cacaueiro contém quantidade
relativamente baixa de DNA repetitivo, a semelhanca de outras plantas que
possuem genoma reduzido. Aproximadamente 60% do genoma da soja €
constituido por padrbes de seqUéncias ricas em A e T curtas dispersas no
genoma, que constituem uma alternancia de elementos repetidos com cerca de
250 pb (GOLDBERG, 1978). Desse modo, € de se esperar que a probabilidade de
a enzima Msel encontrar seu sitio de restricdo (AATT) segja bem maior em soja.
Tal fato € confirmado pela observacdo de maior numero de fragmentos
polimorficos por combinagdo de primers AFLP com bases seletivas ricas em AT,
ou sgja, com proporcéo de GC de 0,17 (KEIM et al., 1997). No presente trabal ho,
56% (17/30) das combinacdes de primers AFLP que geraram maior niUmero de
polimorfismos apresentaram contelldo de GC de 0,5 nas bases seletivas dos
primers (Tabela 2). A menor propor¢cédo de GC entre as 64 combinacOes de
primers disponiveis foi de 0,33; assim, ndo foi possivel avaliar o numero de
fragmentos obtidos por combinacdes com elevado teor de AT, como descrito por
KEIM et a. (1997).
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Tabela 2 - Classificagdo do conteldo GC nas bases seletivas das combinagdes de primers de AFLP, em relagdo ao numero de
fragmentos polimorficos produzidos por combinacdo de primers seletivos analisada

%GC Combinagéo de primers Numero total de NuUmer o de polimorfismos
polimor fismos /combinacéo
0,17 - - -
0’33 E6M4’ E1M4’ ElM 1 E6M5’ E6M 1 E3M5 18 3
E3M71 E3M21 E7M41 E5M41 E1M31 E8M 1 E6M61
0’50 E2M61 E3M61 E3M31 E8M41 E7M 1 E5M 1 E4M51 61 3.58
E2M2’ EGMZ’ E5M5
0,67 E4sM+, EsM3, EgM», E;Mg, EsM 3, EZ-M 3, E;M 5 11 1.57

Um valor de 0,5 significa que, dos seis nucleotideos seletivos, tréssdo A ou T etrés G ou C.
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4.3. Analise dos fragmentos polimorficos presentes em ambos o0s
progenitores

Os progenitores utilizados para gerar a populacdo segregante foram
clones heterozigoticos, e a natureza dos marcadores RAPD e AFLP é
essencialmente dominante. Desse modo, ndo € possivel distinguir os marcadores
heterozigotos sem avaliar a sua segregacdo na progénie. Algumas bandas
estavam presentes em ambos 0s progenitores e no F;, e segregaram na proporcao
esperada na progénie, indicando que um ou ambos 0S progenitores eram
heterozigotos para os referidos locos. Assim, foi realizado o artificio de duplicar
0 marcador e inverter a denominagao, a fim de identificar a origem das bandas,
como proposto por AL-JANABI et al. (1993). Dessa forma, os fragmentos
presentes nos progenitores Scavina-6 e ICS-1, no individuo F; e que segregaram
na populacdo F, tiveram suas origens determinadas e também puderam ser

utilizados nas andlises subsequientes (Figura 4).

4.4. Segregacao dos mar cadores RAPD e AFLP

Os polimorfismos RAPD e AFLP gerados foram classificados de acordo
com o progenitor de origem. Os marcadores originados do progenitor Scavina-6
foram identificados com s no inicio da denominagdo do loco (Tabela 3), e
agueles provenientes de ICS-1 tiveram sua identificagdo iniciada com i (Tabela
4). Os fragmentos presentes em ambos 0S progenitores e que segregaram na
progénie tiveram sua origem determinada conforme o procedimento descrito
anteriormente, sendo identificados com a inicia do progenitor que transferiu o
fragmento amplificado parao individuo F, (Tabela5).

A segregacdo dos marcadores foi testada por meio do teste de qui-
guadrado (P < 0,05), revelando 216 fragmentos polimorficos que segregaram na
propor¢cdo 3:1, dos quais 143 se originaram de 91 primers RAPD (1,57

polimorfismo/primer) e 73 foram obtidos com 22 combinagdes de primers AFLP
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Figura 4 - Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA dos progenitores
Scavina-6 (S), ICS-1 (), do F; e de individuos F, amplificados com
0 primer OPAB12 em gel de agarose 1,2%. O fragmento indicado
pela seta estd presente em ambos o0s progenitores e no Fy,
segregando na progénie F,. M - DNA de fago lambda digerido com
EcoRl, Hindlll e BamHlI, utilizado como padréo de peso molecular.
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(3,32 polimorfismos/par de primers AFLP). Do total de 216 fragmentos, 115
foram originados do progenitor Scavina-6 e 101 do progenitor ICS-1.

Foram também detectados 21 marcadores (10,3% de todos os marcadores
significativos a 5%) segregando na proporcao esperada, entre os niveis de P>0,01
e P<0,05 (Tabela 6); dentre eles, 15 foram marcadores RAPD e 6 AFLPs.
Desvios de segregacéo tém sido freguentemente relatados em varios trabalhos,
sendo detectados 25,5% em batata (GEBHARDT et al., 1989), 12-59% em
Brassica oleraceae (KIANIAN e QUIROS, 1992) e 32% em Theobroma cacao
L. (RONNING et al., 1995). Na construcdo de mapas genéticos em Theobroma
cacao L., LANAUD et a. (1995) e CROUZILLAT et a. (1996) utilizaram 9% e
4% de marcadores moleculares com desvios de segregacao, respectivamente.

Todos os fragmentos polimorficos identificados foram considerados
como marcadores de natureza dominante, ou sgja nenhum fragmento foi

analisado com o padréo de segregacdo de 1:2:1.
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Tabela 3 - Marcadores RAPD e AFLP originados do progenitor SCA-6

segregando na proporcado mendeliana esperada (3:1) e o valor de
qui-quadrado significativo a P > 0,05 (c* < 3,846)

M ar cador c? P M ar cador c? P M ar cador c? P
sAA11.880 2,400 0,12 SAU15.1540 0,883 0,34 s704.500 0,004 0,9
SAB01.950 0,600 0,43 SsAU15.785 0,162 0,68 saaccag.106 0,146 0,70
SAB01.585 0,038 0,84 sAU17.960 1,067 0,30 saaccag.122 0,797 0,37
sAB04.1305 0,990 0,32 SAV10.1465 1,067 0,30 saaccag.89 0,797 0,37
SAB11.775 2,400 0,12 SAV11.1140 0,538 0,46 Saaccat. 177 2,637 0,10
sAB12.1750 1,027 0,31 sAV11.840 1,123 0,29 saagctc.200 1,385 0,24
SAB12.990 0,267 0,60 SAV14.940 0,105 0,74 saagctc.86 1,317 0,25
SAB12.350 0,267 0,60 sAV16.610 0,600 0,44 sacacac.113 0,016 0,89
sAC13.820 2,824 0,09 sAV18.980 0,342 0,55 sacacac.279 0,016 0,89
sAD17.1120 0,070 0,79 sAV18.590 0,427 0,51 sacacac.311 0,146 0,70
SAE06.2140 1,909 0,16 SAV20.1400 0,004 0,9 sacacac.78 0,797 0,37
SAE06.1710 1,909 0,16 sAX07.820 0,600 0,44 sacactc.97 0,004 0,9
SAE06.1430 1,909 0,16 sJ13.1490 0,838 0,36 sacactg.176 0,146 0,70
SAE06.585 1,563 0,21 sK08.700 0,524 0,47 sacactg.445 0,146 0,70
SAE13.805 0,684 0,40 sT02.500 2,070 0,15 saccctg.303 0,695 0,40
SAE18.1095 0,207 0,65 sT09.1530 0,004 0,95 saccctg.80 0,695 0,40
SAF06.585 2,782 0,09 sT1.900 0,838 0,36 sacgcag.138 0,037 0,84
SAF08.860 0,078 0,78 sT12.1320 0,040 0,84 sacgeag.710 1,067 0,30
SAF16.2315 0,000 0,99 s$X18.1430 0,713 0,39 sacgcat.78 0,016 0,89
SAHO01.960 0,713 0,40 sX18.1545 1,067 0,30 sactcac.150 1,486 0,22
SAH09.2100 0,450 0,50 sY 18.800 0,538 0,46 sactcat.106 0,600 0,44
SAH18.1230 0,039 0,84 sY 20.520 0,600 0,44 sactcat.133 0,267 0,60
sA109.650 0,070 0,80 s703.2100 2,305 0,13 sactcat.202 0,600 0,44
SAl12.790 0,974 0,32 s706.470 1,960 0,16 sactcat.216 0,267 0,60
SAL04.410 0,202 0,65 s701.1440 1,251 0,26 sactcat.313 1,067 0,30
SAL04.2450 0,797 0,37 sZ01.2070 0,732 0,39 sactcat.355 0,713 0,39
sAL08.200 0,037 0,84 s710.1590 0,524 0,47 sactcat.80 0,600 0,44
sAN16.1410 1523 0,21 s711.740 1,604 0,20 sactctc.278 0,202 0,65
sAN16.1100 1,967 0,16 s715.1140 0,816 0,36 sactctc.63 0,333 0,56
sAR10.760 0,017 0,89 s715.1365 0,370 0,54 sagccac.115 1,317 0,25
SAR15.1380 1,961 0,16 s715.600 0,230 0,63 sagccat.131 3,659 0,05
sAR16.715 0,427 0,51 s715.720 0,370 0,54 sagccat.151 1,317 0,25
SAR17.2040 0,281 0,59 s717.290 1,219 0,27 sagccat.210 1,189 0,27
sAS10.920 0,070 0,79 s719.640 1909 0,17 sagccat.90 0,407 0,52
SAU05.980 1,067 0,30 s704.1355 0,632 0,42 saggcat.108 1,317 0,25




Tabela 4 - Marcadores RAPD e AFLP originados do progenitor 1CS-1
segregando na proporcado mendeliana esperada (3:1) e o valor de
qui-quadrado significativo a P > 0,05 (c* < 3,846)

M ar cador c? P M ar cador c? P M ar cador c? P
iAB09.464 1,067 0,30 iAL04.1040 0,333 0,56 i211.2490 3,630 0,05
iAB12.1435 0,267 0,60 iAL09.1210 0,713 0,39 i211.800 0,212 0,64
iAC01.695 1,357 0,24 iAL09.1340 0,524 0,46 iaaccag.108 0,407 0,52
iIAC01.475 0,793 0,37 iAN16.1170 0,146 0,70 iaaccag.288 0,146 0,70
iAC05.1470 0,632 042 iAR04.710 0,732 0,39 iaaccat.130 0,333 0,56
iAC06.700 2,068 0,15 iAR17.390 0,105 0,74 iaagcac.248 0,067 0,79
iAC11.1890 2,889 0,08 iAS19.970 0,407 0,52 iaagcac.256 1,317 0,25
iAD16.870 0,667 041 iAU05.1170 0,267 0,60 iaagctc.198 2,232 0,13
iAD19.965 0,281 0,59 iAU15475 0,004 0,94 iaagctc.65 0,600 0,43
iAE01.860 1,385 0,24 iAU17.505 0,038 0,84 iacacac.145 0,407 0,52
iAE06.950 0,004 0,95 iAV14.710 0,105 0,74 iacacac.281 0,407 0,52
iAEQ07.2140 0,018 0,89 iAV18.470 0,342 055 iacacac.93 0,016 0,89
iAE12.1170 0,018 0,89 iAV19.720 0,732 0,39 iacacta.283 0,926 0,33
iAE13.1505 0,277 0,59 iAV20.855 0,105 0,74 iacactg.113 0,016 0,89
iAF05.1405 0,268 0,60 iAW02.720 0,146 0,70 iacccta.221 1,067 0,30
iAF15.1370 0,182 0,67 iAX07.1020 0,267 0,60 iacgcat.102 0,016 0,89
iAF15.900 0,020 0,88 iAX07.480 0,105 0,74 iactcac.149 0,342 0,55
iAH05.980 2,889 0,08 iAZ14.600 1,667 0,19 iactcac.219 1,317 0,25
iAH09.1500 0,360 054 iBB12.1100 0,038 0,84 iactcac.426 1,317 0,25
iAH13.1470 0,070 0,79 iBG09.580 0,004 0,94 iactcat.153 0,600 0,43
iAH14.925 0,207 0,64 iH03.1270 0,632 042 iactcat.65 0,067 0,79
iAH15.380 1,251 0,26 1J18.540 0,111 0,73 iagccag. 177 3,659 0,05
iAH18.850 0,524 0,46 iT02.2200 0,039 0,84 iagccat.105 1,815 0,17
iA104.870 0,751 0,38 iT08.570 1,251 0,26 iagccat.82 0,016 0,89
iA106.1820 0,632 042 iT1.1020 0,154 0,69 iagccat.85 1,967 0,16
iA115.890 0,498 0,48 iT12.260 0,713 0,39 iaggcaa.86 0,016 0,89
iA116.910 0,016 0,89 iX05.505 0,039 0,84 iaggcac.121 0,267 0,60
iA117.1050 1,189 0,27 iY18.1150 1,284 0,25 iaggcac.149 1,317 0,25
iAL01.1090 0,146 0,70 iY20.800 1,219 0,26 iaggcag.263 3,267 0,07
iAL02.1100 0,797 0,37 iY20.970 0,267 0,60 iaggcat.119 0,797 0,37
iAL04.620 0,146 0,70 i206.470 0,004 0,94
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Tabela 5 - Marcadores RAPD e AFLP iniciamente presentes em ambos os
progenitores segregando na proporcao mendeliana esperada (3:1) e o
valor de qui-quadrado significativo a P > 0,05. A posterior
identificacdo da origem de cada marcador foi realizada segundo o
procedimento descrito no item 3.5 de Material e Métodos

M ar cador c? P M ar cador c? P M ar cador c? P
SAB09.2083 0,427 0,51 i219.1140 0,017 0,89 sacacac.83 0,333 0,56
iAB12.1075 0,038 0,84 iaaccag.126 0,407 0,52 iacacta.198 1,667 0,19
iA118.940 0,511 0,47 saaccat.129 2,748 0,09 sacccta287 0,016 0,89
iA118.830 1,067 0,30 saagctc.264 2,637 0,10 sacgcag.133 1,317 0,25
iAZ12.845 0,004 0,94 sacacac.234 0,407 0,52 iactcac.167 0,797 0,37
sJ13.860 0,538 0,46 jacacac.261 0,016 0,89
s$X18.1090 0,524 0,46 sacacac.307 0,407 0,52

Tabela 6 - Marcadores RAPD e AFLP originados dos progenitores SCA-6 e ICS
1 segregando na proporcdo mendeliana esperada (3:1) e o valor de
qui-quadrado significativo entre os niveis de P < 0,05 e P > 0,01
(3,846 <c’< 6,635), apresentando, portanto, desvio de segregagdo

M ar cador c? P M ar cador c? P M ar cador c? P

SAC10.585 4,940 0,026 sY16.1100 4,055 0,044 Y 16.980 5,400 0,020
SAE06.1295 6,084 0,013 iAC11.930 4940 0,025 iacacac.284 4,699 0,030
SAF16.2060 6,505 0,011 iADO01.1270 4,286 0,038 iacactg.168 5870 0,015
SAWO02.830 4699 0,030 iAF16.1550 6,084 0,013 iacactg.171 4,699 0,030
sBG04.1180 5,634 0,018 iAR12.1015 4,055 0,044 iacactg.213 4,699 0,030
sT15.565 4,940 0,026 iAU8.700 4,267 0,038 iacccta.155 5,400 0,020
sT15.680 6,000 0,014 i114.875 4,491 0,034 iactcat.179 4940 0,026

4.5. Construcao do mapa de ligacéo genética

A primeira etapa do processo foi a definicdo dos parametros LOD e
maxima freguéncia de recombinacdo (r) para o agrupamento dos marcadores.
Com os grupos definidos, foi determinada a ordem mais provavel dos marcadores
em cada grupo de ligacdo. O agrupamento dos 216 marcadores RAPD e AFLP
gue segregaram na propor¢éo 3:1 a P > 0,05 foi iniciamente testado com os
valores de LOD de 3,0, 4,0 e 5,0, mantendo-se r = 0,30. Os resultados estdo
indicados na Tabela 7.
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O vaor de LOD é o logaritmo na base 10 da razéo entre a hipétese de
gue os marcadores estejam ligados e a hipétese de que eles ndo estejam ligados.
O limite convencional para esse critério € definido como LOD > 3,0, que
corresponde a uma taxa de 1.000:1 a favor da ligacdo (LEWIN, 1994).
Analisando os resultados obtidos na Tabela 7, verificase que LOD = 3,0 € 0
valor que possibilitou a ligacdo de maior nimero de marcadores, produzindo um
nimero de grupos de ligagdo que mais se aproxima do numero hapldide de
cromossomos em Theobroma cacao L., definido como n = 10 (MUNOZ, 1948).
No entanto, os grupos de ligacdo produzidos com LOD = 3,0 sdo bastante
desuniformes, contendo entre 2 e 69 marcadores, gerando, portanto, grupos
grandes, 0 que néo retrata a realidade de um grupo de ligacéo genético. O valor
de LOD = 5,0, apesar de ser 0 que melhor assegura a existéncia de ligagéo entre
dois marcadores (100.000:1 a favor da ligagéo), foi o que apresentou 0 maior
nimero de grupos de ligacdo e de marcadores ndo-ligados, com grupos contendo
pegqueno numero de marcadores. Assim, foi adotado o valor de LOD = 4,0 eder
= 0,30 para a construcdo do mapa genético do cacaueiro, por apresentar
distribuicdo mais homogénea dos marcadores entre os grupos de ligacdo. A
melhor ordem dos marcadores dentro dos grupos de ligacéo foi estabelecida por

analises multipontos, utilizando o programa MAPMAKER/EXP 3.0.

Tabela 7 - Agrupamento dos marcadores com maxima frequéncia de
recombinacdo de 0,30 e diferentes valores de LOD

LOD Marcadores Marcadores Grupos Variacdo do nimero de

ligados nao-ligados deligagdo marcadoresnosgrupos
3,0 202 14 15 2-68
4,0 196 20 26 2-25
50 186 30 29 2-18

37



Segundo BECKMAN e SOLLER (1983), o nimero de marcadores (N)
necessario para a construcdo de um mapa de ligagdo cobrindo todo o genoma &
dado pela seguinte relacao:

_ log(1-P)
log(1- (2¢/k))

em que

P: proporcéo do genoma coberto pelos marcadores,

c: disténcia em centiMorgans (cM) entre os marcadores; e

k: comprimento do mapa em cM.

CROUZILLAT et al. (1996) estimaram o comprimento do mapa (k) para
Theobroma cacao L. pelo método descrito por HULBERT et. a. (1988) e
obtiveram uma distancia de 1.098 cM para o valor de LOD de 4,0. Desse modo,
80 marcadores seriam necessarios para cobrir uma proporcdo de 95% do genoma,
com uma distancia de 20 cM entre marcadores adjacentes para aumentar as
chances de determinar QTLs. Para um espacamento de 10 cM, seria hecessario
um total de 162 marcadores. No presente trabalho, entretanto, foram mapeados
124 marcadores nos 10 maiores grupos de ligagdo, cobrindo uma distancia de
1.287 cM, com 52% dos interval os correspondendo a valores menores que 10cM.

Os 196 marcadores, sendo 127 marcadores RAPD e 69 marcadores
AFLP, foram mapeados em 26 grupos de ligacdo, segundo os parametros de
LOD e de méxima frequéncia de recombinagdo anteriormente mencionados.
Esses marcadores cobriram uma distancia de recombinacéo total de 1.733 cM. Os
26 grupos de ligacdo variaram em tamanho (de 0,1 a 164,4 cM) e o0 niumero de
unidades de mapa por cromossomo esta altamente correlacionado com o nimero
de marcadores por grupo de ligagdo (R? = 0,92), indicando que os locos se
encontram distribuidos aeatoriamente a0 longo dos grupos de ligagdo. A
distribuicdo dos intervalos (cM) entre dois marcadores adjacentes variou entre O
e 32,8 cM, com média de 8,84 cM. A maioria dos intervalos (93%) corresponde a
intervalos menores que 20 cM. Na Figura 5, os 26 grupos de ligacdo foram

ordenados em ordem decrescente de tamanho, em centiMorgans.
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Figura 5 - Mapa genético de Theobroma cacao L. construido com LOD = 4 e
maxima frequiéncia de recombinagdo = 0,30. Os 196 marcadores estéo
distribuidos ao longo dos 26 grupos de ligacdo que se encontram
dispostos em ordem decrescente de comprimento, em centiMorgans.
Os marcadores estéo indicados no lado direito de cada grupo, e as
distdncias em cM, caculadas pela funcdo de Kosambi, no lado
esquerdo de cada grupo. Os marcadores RAPD est&o apresentados por

|etras maiUscul as, e os marcadores AFL P, sublinhados.
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Os mapas de ligagdo sdo baseados na frequéncia de recombinacéo entre
dois marcadores adjacentes, apresentando normalmente variagdes no tamanho e
no comprimento dos grupos de ligacdo de acordo com o nivel de saturacéo do
mapa e com a natureza dos marcadores utilizados no mapeamento. A diferenca
observada entre o nimero de grupos de ligacéo obtidos (26 grupos) e o nimero
de cromossomos da espécie (n = 10) pode ser explicada pelo nivel de saturacéo
do mapa. Nos 10 maiores grupos de ligagdo encontra-se mapeada a maior parte
dos marcadores (63%), e os demais marcadores distribuiram-se em 16 grupos de
ligagdo, contendo entre oito e dois marcadores cada. Neste trabalho, foram
mapeados 1.733 cM ao longo dos 26 grupos de ligagdo com marcadores de
natureza exclusivamente dominante. Em trabalhos recentes de mapeamento em
T. cacao L., CROUZILLAT et a. (1996) obtiveram 10 grupos de ligag&do
mapeando 138 marcadores, que cobriram um total de 1.068 cM, utilizando 23%
de marcadores de natureza co-dominante. Entretanto, LANAUD et al. (1995)
cobriram 759 ¢cM com 193 marcadores mapeados em 10 grupos de ligagéo, e
83% dos marcadores foram sondas RFLP. Em soja, SHOEMAKER e OLSON
(1993) cobriram uma disténcia de quase 3.000 cM em 20 grupos de ligacdo com
490 marcadores;, LARK et a. (1993) geraram 31 grupos de ligacdo, cobrindo
cerca de 1.550 cM; e KEIM et a. (1997) empregaram 840 marcadores, que
abrangeram 3.441 cM em 28 grupos de ligacao.

Pode ser observada alta densidade de marcadores RAPD e AFLP em
determinadas regides de alguns grupos de ligagdo, como é o caso do GL 07
(Figura 5). Uma possivel explicagdo para a concentragdo dos marcadores em
determinadas regides do cromossomo seria a reduzida taxa de recombinagéo que
ocorre nas regides proximas ao centrdbmero ou em grandes blocos de
heterocromatina. Portanto, as regides de elevada densidade de marcadores podem
corresponder ao centrdmero ou as regides de heterocromatina.

Dos 21 marcadores que apresentaram desvios de segregacdo, oito foram
mapeados em quatro grupos de ligacdo, e quatro marcadores (il14.875,
lacactg.168, iacactg.171 e iactcat.179) promoveram a unido dos grupos GL 01,

GL 02 e GL 10 e de alguns outros marcadores ndo-ligados. Tais marcadores, no
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entanto, ndo foram considerados para analise em virtude da desuniformidade
gerada entre os grupos de ligagdo. O grupo resultante passou a alocar 56
marcadores em 497,6 cM, o que corresponde a 28,7% (497,6/1.733) de todo o
genoma mapeado. A presenca dos demais marcadores que desviaram da
segregacéo mendeliana produziu apenas peguenas modificagdes nos grupos. O
marcador sT15.680 foi alocado no interior do grupo GL 03 e o seu tamanho
diminuiu de 159 para 156,8 cM. Ja os marcadores iacccta. 155, iY 16.980 foram
mapeados no grupo GL 09 e o0 sY16.1100 no GL 13, produzindo rearranjo na
ordem dos marcadores localizados nas extremidades e alteracéo no tamanho dos
grupos (Figura 6).

A utilizacdo de marcadores com desvio de segregacao pode aterar a
construcdo dos grupos de ligagdo, uma vez que 0s programas utilizados para
calcular a freqliéncia de recombinacdo levam em consideracdo a segregacao 3:1.
Marcadores com desvio de segregacéo podem aumentar a probabilidade do erro
tipo |, ou sga, assumir como verdadeira uma associagado entre dois locos quando

elando existe. Por este motivo, optou-se por ndo utilizar tais marcadores.
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Figura 6 - Distribuicdo dos marcadores com desvio de segregacdo nos grupos de
ligacdo e as modificagdes ocorridas em cada grupo. A esquerda
encontram-se 0s grupos-padroes e a direita os grupos em que oS
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4.6. | dentificagdo de QTL s utilizando mar cador es molecular es

No presente trabalho, 0 mapa construido com uma populacdo segregante
F, apresenta uma distancia média de 8,84 cM entre marcadores, e 93% dos
interval os correspondem a intervalos menores que 20 cM, favorecendo, portanto,
0 mapeamento de locos associados a caracteres quantitativos. A capacidade de
detectar associagOes entre marcadores e QTL depende, em grande parte, da
magnitude dos seus efeitos, da estrutura e do tamanho da populacdo de
mapeamento e do nivel de saturacdo do genoma com marcadores moleculares.
Segundo PATERSON (1996), QTLs podem ser encontrados em intervalos que
variam de 10 a 30 cM entre dois marcadores adjacentes, e as duas principas
popul acbes empregadas com a finalidade de mapeamento de poligenes sdo RILs
e F,. A populacéo F, apresenta a vantagem de poder ser utilizada para estimar o
modo de ac&o génica e para testar interacbes complexas entre locos.

A andlise de variancia usando cada marcador como tratamento foi
utilizada para testar associagcOes entre os marcadores e vaores do fendtipo,
revelando a existéncia de associagdes significativas entre marcadores e a variacao
na intensidade de infecgdo para vassoura-de-bruxa em 2,78% das comparactes
(Tabela 8). Foi detectado um total de seis marcadores associados, com
probabilidade P < 0,01. Os valores de R? variaram entre 8,4%, para o loco
lacacac.261, e 12,7%, para o loco sacgcat.78. Dentre as associagdes significativas
(P < 0,01), 33,3% (2/6) explicaram entre 8,0 e 10,0% da variancia fenotipica da
caracteristica, e as demais associagOes (4/6) apresentaram valores entre 11,0 e
12,7%. O grande numero de QTLs encontrado esta relacionado com a heranca da
caracteristica avaliada. O caréter de resisténcia a vassoura-de-bruxa € controlado
por varios genes, caracterizando uma heranca quantitativa (PIRES et al., 1996).
A Figura 7 representa os grupos de ligagdo contendo os marcadores associados
com a resisténcia a vassoura-de-bruxa e a propor¢cdo da variancia fenotipica

explicada por marcador.



Tabela 8 - Associacdo entre os marcadores e 0 nimero médio de vassouras-de-
bruxa por planta detectada por meio da regressdo simples, utilizando o
limite de significanciade P < 0,01

Marcador GL® F P R*(%) Efeito+ s
IAE06.950 01 11,08 0,0014 12,1 -369+111
iacacac.261 01 7,29 0,0085 84 -2,96+1,10
saggcat.108 11 10,98 0,0014 12,2 -385+1,16
sacgcat./8 11 11,46 0,0011 12,7 -3,62+1,07
SAV14.940 11 10,18 0,0021 115 -3,35+ 1,05
iAB09.464 NL® 869  0,0042 9,9 3,47 +1,18
& grupo de ligagéo.
- ndo-ligado.
Cf\" iAH13.1470 cM

= [ 0 $X18.1545
sacacac.307
sZ04.500

A
SAV18.590 %
SAV14.940 /
\

iT02.2200
iAU15.475
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Figura 7 - Representagdo dos marcadores que se mostraram associados com a
resisténcia a vassoura-de-bruxa pela andlise de variancia, em seus
respectivos grupos de ligacdo. A proporcao fenotipica explicada por
cada um encontra-se indicada em termos de R* (%).
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Figura 8 - Valores médios do nimero de vassouras/planta para cada gendtipo dos
marcadores que se apresentaram associados com o fenétipo pela
andlise de variancia.

A Figura 8 apresenta a média dos genotipos para cada marcador que se
apresentou associado com o fenétipo pela andlise de variancia. Dos seis
marcadores apresentados no grafico, trés sdo provenientes do progenitor ICS-1
(susceptivel) e os trés restantes originados do progenitor Scavina-6 (resistente). O
marcador iAB09.464 encontra-se ligado em trans ao(s) gene(s) de resisténcia,
pois a média do nimero de vassouras/planta dos individuos que possuem a banda
(gendtipos: AA ou Aa) é superior ao valor médio dos individuos que ndo a
possuem (gendtipo: ad). Os marcadores saggcat.108, sacgcat.78 e sAV14.940
encontram-se ligados em cis ao(s) gene(s) de resisténcia, uma vez que a media do
nimero de vassouras/planta dos individuos que possuem a banda € inferior ao
valor médio observado nos individuos que n&o a possuem. NO primeiro caso, a
banda marca a susceptibilidade e a sua presenca causa efeito positivo na média
dos valores fenotipicos (Tabela 8), pois os individuos que possuem a banda
apresentam meédia superior. O efeito representa a diferenca entre os valores de

média dos individuos que possuem e os dos que ndo possuem a banda. No
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segundo caso, a banda marca a resisténcia, uma vez que a presenca da banda
reduz o nimero de vassouras por planta, sendo o efeito negativo. Ja os
marcadores IAE06.950 e iacacac.261, apesar de oriundos do progenitor
susceptivel, encontram-se ligados em cis com o(s) gene(s) de resisténcia. Dessa
forma, a presenca da banda esta associada com reducéo na média do nimero de
vassouras/planta, o que indica que o progenitor ICS-1, embora ndo expresse a
resisténcia, possui alelos favoravels. Ta resultado € coerente com o observado
em experimento realizado pela CEPLAC - ESJOH/PA, envolvendo os gendtipos
SCA-6 e ICS-1. Foi constatado que a tolerancia a vassoura-de-bruxa no hibrido
(F1) mostrou-se superior a observada no préprio SCA-6, genitor resistente (Silva
e Mota, comunicagdo pessoal), indicando, portanto, que os alelos do progenitor
susceptivel sGo importantes para a expressao da resisténcia.

O fendtipo dos genitores nem sempre reflete os alelos que eles possuem e
que sdo transmitidos a sua descendéncia. GUIMARAES (1999) detectou alelos
gue contribuem para 0 aumento da média de varios caracteres agrondémicos em
cana-de-agucar, advindos do progenitor com média inferior, e vice-versa. As
contribuicbes de QTLs complementares advindos de ambos o0s progenitores
foram também observadas na identificacdo de QTLs para caracteres agronémicos
em arroz (XIAO et a., 1996). Com isso, abrem-se as possibilidades de se
utilizarem informagdes de marcadores moleculares para acessar alelos favoraveis
gue estdo mascarados nos genotipos que ndo expressam a caracteristica, 0 que
ndo seria possivel sem o auxilio dos marcadores. Assim, 0s marcadores
moleculares constituem uma importante estratégia para acelerar e aumentar os
ganhos de selecdo no melhoramento de caracteristicas quantitativas, como a
resisténcia a vassoura-de-bruxa.

Os seis marcadores significativamente (P < 0,01) associados a variagao
fenotipica foram avaliados simultaneamente, utilizando o procedimento de
regressdo multipla (Tabela 9). Dos seis marcadores, somente trés foram mantidos
no modelo de regressdo muitipla que utilizou 0 método de eliminacéo stepwise,

sendo os demais eliminados pelo teste F, a 5% de significancia. A permanéncia
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Tabela 9 - Associacdo entre marcadores e fenétipo detectada por meio da
regresséo multipla, utilizando o limite de significancia de P<0,05 e
método de eliminagdo stepwise

Marcador GL® F P R%%)* R*%) conjunto
IAE06.950 01 8,55 0,0046 12,1
saggcat.108 11 626 00146 12,2 27,8

iAB09.464 NL° 647 00131 9,9
*- regressao simples.
&.- grupo de ligago.
- ndo-ligado.

dos trés marcadores iAE06.950, saggcat.108 e iAB09.464 no modelo de
regressdo multipla pode ser um indicativo de que os demais marcadores foram
eliminados por estarem flanqueando os mesmos QTLs. A eiminagdo de
marcadores ligados proximos em um mesmo grupo de ligac8o é esperada, uma
vez que estes possuem elevada correlacdo entre si, comportando-se como uma
mesma variavel. As informagdes do mapa de ligagdo confirmaram o
posicionamento dos marcadores IAE06.950 e iacacac.261 no GLO1, sendo o
segundo deles de menor efeito na caracteristica e eliminado do modelo de
regressdo multipla (Tabela 8). Da mesma forma, os marcadores saggcat.108,
sacgcat. 78 e sAV14.940 também estavam mapeados no GL11, sendo mantido
apenas 0 marcador saggcat.108, o qual apresenta maior efeito na média dos
valores fenotipicos. O terceiro marcador que se manteve no modelo de regresséo
multipla ndo se apresentou ligado no mapa genético, estando, consegiientemente,
pouco correlacionado com os demais marcadores (Tabela 8).

Com base nas andlises de regressdo simples e multipla, sugere-se que ha
pelo menos trés regides gendmicas influenciando a caracteristica resisténcia a
vassoura-de-bruxa e que os trés QTLs explicam um total de 27,8% da variagéo

fenotipica da caracteristica (Tabela 9).
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4.7. Mapeamento de QTLs

Os modelos lineares simples, como ANOVA e regressao linear, sdo
métodos que ndo necessitam das informagdes dos mapas de ligacéo, analisando a
distribuicéo dos valores fenotipicos para cada marcador separadamente. Portanto,
por utilizarem apenas diferencas entre as médias dos marcadores, ndo é possivel
estimar a magnitude do efeito do QTL nem a sua posi¢éo no genoma (LYNCH e
WALSH, 1997). Desse modo, foi utilizado o método de mapeamento por
intervalo (LANDER e BOTSTEIN, 1989), no intuito de aumentar o poder de
deteccéo de QTLs e de melhorar a precisao das estimativas do efeito e da posicéo
destes. Este método baseia-se nas informacfes da segregacdo de pares de
marcadores adjacentes como unidades de andlise. Entretanto, o grande nimero de
testes realizados para detectar associaces dos marcadores com os fenétipos gera
dificuldades para serem estabelecidos niveis de significancia estatistica para os
testes de hipotese, podendo ocasionar a identificacdo de falsos QTLs. Assim,
DOERGE e CHURCHILL (1996) estabeleceram uma metodologia para a
determinacdo de niveis de significancia, utilizando testes néo-paramétricos
baseados na permutacdo ao acaso dos dados fenotipicos, em relacdo aos dados
moleculares.

Para determinac@o dos niveis de significancia para o0 mapeamento por
intervalo, foram realizados testes ndo-parameétricos, utilizando 1.000 permutacbes
ao acaso dos dados fenotipicos, contra os marcadores presentes em cada grupo de
ligag&o, individualmente. Foram obtidos valores de F de 3,84 e 6,75 para o GL
0OleF de3,84e6,46 parao GL 11, para P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
Considerando todos os marcadores mapeados no genoma, foram obtidos valores
de F de 3,86 e 6,74. Como os valores de F estiveram proximos, foram utilizados
no mapeamento por intervalo os limites de significancia néo-paramétricos,
considerando todos os marcadores mapeados no genoma. Todas as andlises
estatisticas envolvidas no mapeamento por intervalo e os testes de permutacdo

foram realizados por meio do programa Qgene (NEL SON, 1997).
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A Figura 9 representa o mapeamento por intervalo nos grupos de ligacéo
01 e 11, indicando a posi¢ao mais provavel dos QTLs ao longo de cada grupo de
ligacdo. No GL 01 foram identificados trés QTLsS associados a resisténcia a
vassoura-de-bruxa, a 5% de probabilidade, entre os marcadores iaagctc.65 e
iBB12.1100, iAH18.850 e iBG09.580, iAC01.475 e iAS19.970. O GL 11
apresentou dois QTLs altamente significativos (P < 0,01) associados ao caréter,
entre os marcadores saggcat.108 e sAV 14.940, sAV 18.590 e sZ04.500.

[~ iAH13.1470
iT02.2200
" iau15.475
iaaccag.288
jactcat.153 sX18.1545
iT08.570 —/

N~ sacacac.307
i206.470 \ $204.500
iAS19.970

I \SAV18.59O

SAV14.940

NN

v

< iacacac.261 <
D L iAC01.475
L— iAD19.965 \s sacgcat.78
/ ; aggcat.108
/ iaaccag.126 SAR15.1380
iBG09.580 00
| Poo1  Poos
iT12.260 -
Q F=6.7 F=3.8
> 4 iAH18.850 Grupo 11
iBB12.1100
iAE06.950
\ iaagctc.65
0.0
Po.0s
F=3.8
Grupo 01

Figura 9 - Mapeamento por intervalo, indicando a presenca de QTLsS para o
nimero de vassouras-de-bruxa nos grupos de ligacdo 01 e 11. A
curva representa os valores de F calculados para cada cM do grupo
de ligagdo. Os limites de significancia (Poo; € Pogs) foram
determinados por meio de permutacdes dos dados fenotipicos,
utilizando a informagéo de todo genoma (DOERGE e CHURCHILL,
1996).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O cacaueiro (Theobroma cacao L.), da familia Sterculiaceae, é a Unica
espécie economicamente importante entre as especies que constituem o género,
sendo a gordura extraida de suas sementes utilizada na producéo de chocolate,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos. As variedades comerciais possuem estreita
base genética e sdo susceptivels a varias doencas, sendo a vassoura-de-bruxa um
dos principais problemas atuais da cultura. O melhoramento genético do
cacaueiro por meio dos metodos tradicionais €, via de regra, lento, devido ao
longo tempo de geracdo da cultura, entre trés e quatro anos. Assim, a utilizagéo
de marcadores moleculares para auxiliar o processo de selecdo no melhoramento
genético de espécies perenes torna-se extremamente atraente, com a perspectiva
de tornar mais eficiente a selecéo precoce e, com isso, aumentar o ganho genético
por unidade de tempo. O mapeamento genético possibilita a localizacdo de
regibes genbmicas que controlam caracteres de interesse econdmico, a
guantificacdo do efeito destas regides no carater estudado e a clonagem de genes,
constituindo uma das aplicacdes de maior impacto da tecnologia de marcadores
moleculares na andlise genética e no melhoramento de plantas. Desse modo, 0
presente trabal ho teve como objetivos a construcéo de um mapa genético baseado

em marcadores RAPD e AFLP para o cacaueiro e a identificacdo de regides
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gendmicas associadas com a resisténcia a vassoura-de-bruxa causada pelo fungo
Crinipellis perniciosa.

Uma progénie de 82 individuos F,, obtidos do cruzamento entre Scavina-
6 e ICS-1, foi utilizada para 0 mapeamento genético e de QTLs. O mapa de
ligacdo de Theobroma cacao L. foi construido com 216 marcadores, entre RAPD
e AFLP, e apenas 196 marcadores (127 RAPDs e 69 AFLPs) foram mapeados ao
longo de 26 grupos de ligagdo, utilizando LOD de 4,0 e maxima frequéncia de
recombinacdo de 0,3. O mapa genético cobriu uma distancia de recombinacéo
total de 1.733 cM, e os grupos de ligacdo variaram, em tamanho, de 0,1 a
164,4cM. A distribuicao dos intervalos entre dois marcadores adjacentes variou
entre 0 e 32,8 ctM, com média de 8,84 cM, e a maioria dos intervalos (93%)
correspondeu a intervalos menores que 20 cM.

Andlises de regressdo simples e multipla e mapeamento por intervalo
foram utilizados para detectar e mapear regides gendmicas associadas com a
resisténcia a vassoura-de-bruxa. A andlise de variancia revelou a existéncia de
associagdes significativas para seis marcadores (P < 0,01). Os valores de R?
variaram entre 8,4%, para o loco iacacac.261, e 12,7%, para o loco sacgcat.78.
Dentre as associacfes significativas (P < 0,01), duas explicaram entre 8,0 e
10,0% da variancia fenotipica da caracteristica e quatro apresentaram valores
entre 11,0 e 12,7%. O grande nimero de QTLs encontrado esta relacionado com
a heranca da caracteristica avaliada. O carater de resisténcia a vassoura-de-bruxa
€ controlado por vérios genes, caracterizando uma heranca quantitativa (PIRES et
a., 1996). Os seis marcadores detectados por meio da regressdo simples foram
avaliados simultaneamente, utilizando o procedimento de regressdo multipla,
permanecendo no modelo os marcadores iIAE06.950, saggcat.108 e iIAB09.464, a
5% de significancia. Os trés marcadores identificados explicaram juntos 27,8%
da variacdo fenotipica, revelando a existéncia de possivel efeito epistatico entre
eles.

Dos trés marcadores detectados pelos modelos de regressdo multipla, o
marcador saggcat.108 é originado do progenitor resistente (Scavina-6) e

encontra-se ligado em cis ao fator de resisténcia. No entanto, o marcador
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IAE06.950, apesar de oriundo do progenitor susceptivel (ICS-1), encontra-se
ligado em cis com o fator de resisténcia, indicando que o progenitor 1CS-1,
embora ndo expresse a resisténcia, também possui alelos favoraveis para a
caracteristica avaliada.

Por meio do mapeamento por intervalo, foram identificadas associacoes
significativas a 5% de probabilidade nos grupos de ligagdo 01 e 11. No GL 01
foram identificadas trés regides, entre os marcadores iaagctc.65 e iBB12.1100,
IAH18.850 e iBG09.580, iAC01.475 e iAS19.970. O GL 11 apresentou duas
regides altamente significativas (P < 0,01) entre os marcadores saggcat.108 e
SAV14.940, sAV18.590 e sZ04.500. Foi identificado um total de cinco QTLs
associados com a variacdo do fendtipo. Os marcadores identificados pela analise
de regressdo multipla também o foram pelo mapeamento por intervalo, com
excecao do marcador iAB09.464, que ndo se encontra ligado a nenhum grupo de
ligacéo.

No entanto, 0 mapeamento por intervalo permitiu a deteccdo de duas
outras regides significativamente associadas que ndo haviam sido detectadas
pelas andlises de regressdo, pelo fato destas regifes ndo estarem saturadas com
marcadores. Dai a importancia de implementar analises mais detalhadas e
precisas, cComo 0 mapeamento por intervalo, que, ao analisar cada centiMorgan
do genoma mapeado, permite a deteccdo de QTLS mesmo em regides pouco
saturadas por marcadores. Como a metodologia de identificacdo de QTLsS
também envolve grande nimero de testes estatisticos, sdo elevadas as chances de
serem encontrados falsos QTLs. Assim, a confirmacéo dos QTLs identificados
por diferentes metodologias de andlise aumenta significativamente a
confiabilidade e a precisdo dos resultados apresentados.

Sendo assim, as andlises de regressdo sdo também muito Utels, por
permitirem a avaliagao dos marcadores ndo-ligados. A deteccdo de um marcador
ndo-ligado associado a caracteristica fenotipica sugere que outra regido gendmica
pode estar influenciando a resisténcia a vassoura-de-bruxa. Dessa forma, existe a
necessidade de aumentar a saturacdo do mapa genético do cacaueiro e,

consequentemente, a precisao da deteccdo de QTLs de interesse.
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Conforme mencionado, toda a andlise foi redizada com dados
preliminares de resisténcia a vassoura-de-bruxa. Entretanto, avaliacbes
fenotipicas mais precisas estédo sendo redlizadas pela CEPLAC/CEPEC, na
Bahia. Estes novos dados possibilitardo a confirmacdo dos resultados
apresentados neste trabalho e permitirdo o mapeamento de regides associadas a
outros caracteres, uma vez que 0s progenitores utilizados para a obtencéo da
populacdo de mapeamento apresentam, ainda, outras caracteristicas desgjaveis
em programas de melhoramento. O clone Scavina-6, utilizado como fonte de
genes de resisténcia a vassoura-de-bruxa, apresenta alto teor de gordura, e 0
clone ICS-1 possui semente e fruto de tamanho médio, alta dureza da gordura e

alta producéo.
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