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EXTRATO

PORTUGAL, André Machado, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
dezembro de 2005. Identificacdo de Marcadores Moleculares ligados a
Resisténcia a Fusariose do Abacaxizeiro. Orientador: Ronan Xavier Corréa.

Co-orientadora: Fernanda Amato Gaiotto.

O abacaxizeiro (A. comosus var. comosus) € uma frutifera originaria da
regiao sul do Brasil que apresenta paladar agradavel e valor nutracéutico
atribuido a presencga de vitaminas e sais minerais. Mesmo em se tratando de uma
cultura de grande demanda no mercado mundial de frutas e de alta rentabilidade,
0 abacaxi ainda nao conseguiu um lugar de destaque no cenario agricola
brasileiro, principalmente em fungao da fusariose, doenga causada pelo fungo
Fusarium subglutinans, que pode causar perdas de 30 a 40% na producido da
cultura. A obtengdo de um mapa genético do abacaxizeiro por meio de
marcadores moleculares permite identificar regides genémicas responsaveis por
caracteristicas da planta e do fruto que sejam de interesse agronémico. No
presente trabalho objetivou-se mapear genes de resisténcia a fusariose em uma
populacdo intra-especifica, por meio de marcadores moleculares visando
identificar marcas moleculares para auxiliar programas de melhoramento genético
do abacaxizeiro. A populacdo segregante foi constituida por 179 individuos
F1RC4, dos quais 119 s&o provenientes do retrocruzamento de (Perolera x
Smooth Cayenne) x Smooth Cayenne e 60 do cruzamento reciproco [Smooth
Cayenne x (Perolera x Smooth Cayenne)], em que o hibrido é portador do alelo
de resisténcia Rfs4. Cada individuo dessa populacao foi clonado e inoculado com
uma suspensao de esporos obtida de cultura monospdérica de F. subglutinans f.

sp. ananas, ajustada para 1 x 10° conidios/mL, para avaliar a resisténcia. Por n3o
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se saber no inicio o tipo de heranga da resisténcia e para acessar tanto as bandas
com segregagao tipica RC como Fj, cinco individuos da progénie foram
genotipados com 60 primers RAPD, dos quais 20 amplificaram pelo menos uma
banda polimérfica. Os dados de resisténcia a fusariose foram obtidos para 69
individuos e os demais individuos se encontram em fase de inoculagbes para
posterior avaliagdo. A segregacdo de metade das plantas como resistentes e a
outra metade como suscetiveis, apds a inoculagdo com a cultura monospdrica,
confirmou a heranga monogénica e dominante de Rfsq; também encontrada pelo
teste X* a 5% de probabilidade. Apds a confirmacdo da heranga da resisténcia,
utilizou-se a estratégia de BSA (Analise de Bulks Segregantes) para identificar
marcadores ligados ao gene de resisténcia a fusariose. Dois bulks foram
construidos com amostras de DNA de folhas de plantas da populacdo Fi de
retrocruzamento para resisténcia/suscetibilidade a fusariose, sendo que cada bulk
(resistente e suscetivel) continha DNA de seis plantas. Os bulks foram analisados
com os 60 primers individuais utilizados no inicio do trabalho e mais 177
combinacdes de diferentes primers, tomados dois a dois. O uso destes primers
aos pares teve como objetivo maximizar o numero de bandas amplificadas e,
consequentemente, de aumentar o numero de marcadores moleculares.
Procedeu-se a reagcdo RAPD dos cinco individuos aleatorios da progénie e dos
bulks e foram identificados 12 marcadores, dos quais, apdés analise de co-
segregacao, 10 marcadores segregaram independentemente e dois formaram
grupo de ligagao. O primer OPAQ9, amplificou um fragmento de DNA com cerca
de 300 pares de base (pb) ligado ao alelo Rfs;  Na analise de co-segregacéo,
verificou-se que esse marcador esta ligado ao alelo de resisténcia a uma distancia
de 25,6 cM, e se constitui em marcador para a selecdo indireta de plantas

portadoras do alelo Rfs1 em populagdes segregantes.

Palavras-chave: Abacaxi, Mapeamento Genético, RAPD e fusariose.
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ABSTRACT

PORTUGAL, André Machado, M.Sc., State University of Santa Cruz, December,
2005. Identification of a Molecular Marker linked to the Gene for Resistance
to Fusariose in Pineapple. Adviser: Ronan Xavier Corréa. Co-adviser: Fernanda

Amato Gaiotto.

The pineapple (Ananas comosus var. comosus) is a fruit-plant native from the
south of Brazil that presents a pleasant palate and a nutritional value attributed to
the presence of vitamins and mineral salts. Even being a crop of high profitability
and of a great demand in the fruits market worldwide, the pineapple has not yet
gotten a prominent place in the Brazilian agricultural scenario, mainly due to the
‘fusariose’ disease. This is caused by the fungus Fusarium subglutinans that can
cause damages of about 30 to 40% in the pineapple production. The construction
of a pineapple genetic map by means of molecular markers may help identifying
genomic regions responsible for plant or fruit characteristics. In this work, a
pineapple’s resistance gene to fusariose was mapped in an intra-specific
segregating population by molecular markers, to aid breeding programs of this
crop. The segregating population was constituted by 179 individuals F1BC1, such
that 119 resulted from the backcross (Perolera x Smooth Cayenne) x Smooth
Cayenne and 60 were originated from the reciprocal backcross [Smooth Cayenne
x (Perolera x Smooth Cayenne)], whose hybrids contained the Rfs1 resistance
allele. Each plant was duplicated by cloning and one member of the pair was
inoculated with spore suspension of F. subglutinans f. sp. ananas (1 x 10°
spores.mL™) to evaluate the resistance. Initially, we did not know the type of
inheritance of this resistance. Additionally, it was desirable to obtain bands with
typical BC or F2 segregation. Thus, five individuals were genotyped with 60
RAPD primers, among which 20 amplified at least one polymorphic band. The

resistance data was obtained from 69 individuals. The other individuals remained
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in the field for future inoculations and resistance evaluation. The segregation of
half of the plants as resistant and the other half as susceptible, after the
inoculation with the pathogen, confirmed the monogenic dominant inheritance for
the Rfs1 gene (Qui-square test at 5% significance level). After confirmation of the
type of inheritance for the resistance characteristic, the bulk segregant analysis
(BSA) was used to identify markers linked to this fusariose’s resistance gene. Two
bulks were built with DNA samples from leaves of plants of the backcrossed
population, such that each bulk (resistant and susceptible) contained DNA from six
plants. Bulks were analyzed by the 60 individual primers defined in the beginning
of the work, as well as 177 pairwise combinations of different primers. This
strategy improved the number of amplified bands and, consequently, increased
the number of useful markers. Five random individuals were taken from the
segregating population, with two DNA bulks being amplified by the RAPD primers.
Twelve RAPD markers were identified, such that 10 segregated independently and
two formed a linkage group. The primer OPAQ09 amplified a fragment of DNA with
~300 base pairs (bp) linked to the Rfs1 allele. In the co-segregation analysis it was
verified that this marker is linked to the resistance gene at 25.6 cM, and it
constituted a possible marker for the indirect selection of pineapple plants

containing the Rfs1 resistance allele to fusariose.

Key-Words: Pineapple, Genetic mapping, RAPD, fusariose.



1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro (A. comosus var. comosus) € uma frutifera originaria da
regiao sul do Brasil que apresenta paladar agradavel além de valor nutracéutico
atribuido a presenca de vitaminas e sais minerais. A Bahia é o quarto maior
produtor do pais, com uma produgao de 116.557 mil frutos, atras de Minas Gerais
(315.682 mil frutos), Paraiba (274.208 mil frutos) e Para (212.511 mil frutos).
Estes estados em conjunto representam 64% da produgao nacional (FAO, 2000;
IBGE, 2002).

Apesar da grande demanda no mercado mundial de frutas, o abacaxi ainda
ndo conseguiu destacar-se no cenario agricola brasileiro, apresentando baixo
consumo "per capita" e pequena contribuicdo para a renda agricola (CUNHA et
al., 1994).

O abacaxizeiro € uma planta pouco conhecida sob o ponto de vista do
melhoramento genético, sendo o primeiro trabalho desenvolvido na Florida em
1905, visando a obtengao de cultivares mais adaptadas as condi¢cdes locais e
melhoria da qualidade do fruto para industrializacdo. Os programas de
melhoramento genético do abacaxi visam, em geral, obter cultivares produtivos,
adaptados as condigdes climaticas locais e resistentes as mais importantes
pragas e doencgas (MANICA, 1999).

Dentre os problemas da cultura que podem ser solucionados pelo
melhoramento e agdes a serem desenvolvidas pode-se enumerar: Fusariose
(Fusarium subglutinans) — desenvolver cultivares resistentes; murcha associada a
cochonilha (Dysmicoccus brevipes) — Identificar fontes de resisténcia e
desenvolver cultivares resistentes; floragdo natural — Identificar gendtipos

tolerantes e; utilizacdo de poucas cultivares — promover a diversificacdo de



cultivares. Considerando que o uso de marcadores moleculares permite monitorar
essas agdes, um grande esforgo vem sendo feito no sentido de se obter um mapa
de ligacdo para o abacaxi, com base em diferentes tipos de marcadores
moleculares (MANICA, 1999).

Com a disponibilidade de um grande numero de marcadores genético-
moleculares, surgiu um novo paradigma de geragdo de mapas genéticos
especificos para populagdes de interesse, tornando o mapeamento genético mais
util aos programas de melhoramento. Segundo Grattapaglia e Sederoff (1994),
esse paradigma consiste em desenvolver mapas genéticos especificos para os
genotipos elite em programas de melhoramento.

O principal objetivo dos programas de melhoramento genético de abacaxi €
desenvolver uma cultivar verdadeiramente nova, capaz de superar a Smooth
Cayenne (variedade mais plantada). A estratégia de melhoramento adotado por
diferentes grupos de pesquisa no mundo consiste em promover a hibridagcéao entre
esta cultivar e cultivares locais, selecionando plantas hibridas (F¢) que
apresentem caracteristicas superiores. A utilizacdo de germoplasma
geneticamente diverso pelos programas é limitada por problemas relacionados ao
arraste de genes que codificam caracteristicas ndo-desejaveis associados a locos
de interesse (linkage drag) e longo tempo de recuperagdo de linhagens
avancgadas. Estes problemas podem potencialmente ser minimizados, pelo uso
combinado de informagdo de mapa genético das caracteristicas de interesse
utilizando estratégias de monitoramento de retrocruzamentos com marcadores
moleculares (CABRAL et al., 1997).

O desenvolvimento de cultivares de abacaxi resistentes a fusariose
possibilitara o incremento de 30 a 40% da produtividade da cultura no Brasil, visto
que nao ocorrerao perdas por este fator. Além disso, a renda liquida do produtor
sera aumentada pela reducdo dos custos de producgao, pois serdo eliminadas as
aplicagdes de fungicidas necessarias ao controle da doenca.

Neste sentido, 0 mapeamento da resisténcia genética a fusariose se faz
necessario, tanto para melhor entender suas bases genéticas, como para
desenvolver marcadores moleculares que possam ser usados em programas de
melhoramento. Entretanto, trabalhos objetivando detectar genes de resisténcia a

fusariose no abacaxizeiro sdo escassos na literatura.



O primeiro relato de variagcdo no comportamento de gendtipos de abacaxi
referente a incidéncia da fusariose baseou-se em observagdes em frutos, sob
condigdes naturais de inoculagdo (GIACOMELLI et al, 1969). Apesar de eficiente,
a avaliacdo a campo pode ser afetada pelas condicbes ambientais e pelo
potencial de in6culo na area, além de demandar um tempo relativamente longo,
correspondendo ao ciclo da cultura, uma vez que a avaliagdo € realizada no
momento da colheita. Posteriormente, Souto e Matos (1978) usando a técnica de
inoculagdo da base da muda tipo filhote desenvolvida por Matos (1978), foram
capazes de identificar resisténcia em gendtipos de abacaxi num periodo trés
meses apos a inoculagao.

Diante do exposto, o objetivo geral foi identificar regides gendmicas
associadas a caracteristicas de interesse do abacaxizeiro, a partir do
mapeamento genético desta fruteira tropical. Os objetivos especificos foram: 1)
estudar a heranga envolvida na resisténcia do abacaxi a fusariose e 2) identificar
marcadores moleculares ligados a regides cromossdmicas associadas a

resisténcia a fusariose.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas da espécie

2.1.1. Aspectos gerais e importancia sécio-econémica

O abacaxi ou ananas, nomes utilizados tanto para a fruta como para a
planta, pertence a familia Bromeliaceae e género Ananas Mill. Esse género é
vastamente distribuido nas regides tropicais por intermédio da espécie Ananas
comosus var. comosus (L.) Merr; a qual abrange todas as cultivares plantadas de
abacaxi. O fruto é normalmente cilindrico ou ligeiramente conico, constituido por
100 a 200 pequenas bagas ou frutilhos fundidos entre si sobre o eixo central ou
coracgao. A polpa apresenta cor branca, amarela ou laranja-avermelhada, sendo o
peso médio dos frutos de um quilo, dos quais 25% € representado pela coroa
(GIACOMELLI; PY, 1981).

A composigao quimica do abacaxi varia muito de acordo com a época em
que € produzido. De modo geral, a maior produgédo, que ocorre no periodo do
verdo, gera frutas com maior teor de agucares e menor acidez. O abacaxi
destaca-se pelo valor energético, em funcdo a sua alta composigcao de agucares,
e valor nutritivo pela presengca de sais minerais (calcio, fosforo, magnésio,
potassio, soédio, cobre e iodo) e de vitaminas (C, A, B4, B2 e Niacina). No entanto,

apresenta teor proteico e de gordura inferiores a 0,5% (FRANCO, 1989).



O abacaxizeiro é cultivado na Asia, na Africa e nas Américas (Norte,
Central e Sul). A Tailandia, as Filipinas, o Brasil, a China e a india destacam-se
como os principais paises produtores (IBGE, 2003).

O Brasil, em 2002, ocupou a terceira posicdo como produtor mundial de
abacaxi, produzindo 2,8 milhées de toneladas em 60.000 hectares plantados. Em
termos nacionais, o Estado de Minas Gerais é o principal produtor (740.000 ton),
seguido pela Paraiba (540.000 ton) e pelo Para (440.000 ton) (IBGE, 2003).

Estima-se que a area de plantio de abacaxi seja de 5.000 hectares na
regidao do Tridngulo Mineiro, com a média de 2.500 a 3.000 hectares/ ano e
producao de 30 a 35 toneladas de fruta/hectare. No periodo de abril a setembro,
as industrias da regido mineira e da regido sul processam cerca de 60% da
producdo nacional de abacaxi (40% utilizados para o consumo in natura). No
entanto, no periodo de outubro a marco, o quadro se inverte com o consumo do
abacaxi “in natura” chegando a quase 60% (ARANTES, 2001).

O fruto do abacaxi apresenta alto conteudo em bromelina, que auxilia o
processo de digestdo. Trata-se de mistura de enzimas proteoliticas que em meio
acido, alcalino ou neutro, transforma as matérias albumindides em proteoses ou
peptona. A bromelina pode ser isolada do suco da fruta ou do talo da planta,
ocorrendo em maior concentragéo no cilindro central do abacaxi (MEDINA, 1987).
Outra importancia desta proteina estd na farmacologia, onde foi registrada sua
interferéncia no crescimento de células malignas, na inibicdo de coagulos, na
atividade fibrinolitica e na agao antiinflamatéria (TAUSSIG; BATKIN, 1998).

A planta consiste em motivo ornamental para a pintura, arquitetura e
escultura, sendo usada sobre pilares de alvenaria na entrada de casas, vilas e
jardins. O caule é matéria-prima para a industria de alimentos e para a obtencao
de alcool etilico e gomas. O restante do abacaxizeiro pode ser usado na
alimentagao animal, como material fresco ou ensilado. Ja o seu fruto é consumido
ao natural, ou na forma de sorvetes, doces, picolés, refrescos e sucos caseiros.
Quando industrializado, o fruto pode apresentar-se como polpa, xarope, geléia,
doces em calda ou suco engarrafado. Em regides secas e quentes obtém-se
vinho do fruto doce e fermentado, sendo o suco do fruto verde utilizado como
vermifugo em alguns paises (MEDINA, 1987).

O abacaxi serve como matéria-prima para varios produtos, como geléias e

compotas (BORGES, 1989). Mesmo com baixo teor de pectina, o abacaxi é
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adequado para a fabricagcao de geléias em decorréncia do teor de acido (SENAI,
1990). Entretanto, nenhum desses recebe tanto destaque como o suco, alvo de

grande numero de trabalhos publicados, inclusive na literatura internacional.

2.1.2. Cultivares

As cultivares Smooth Cayenne (Figura 1a) e Pérola (Figura 1b) sdo as mais
produzidas no Brasil. A cultivar Smooth Cayenne apresenta porte semi-ereto,
pedunculo curto, folhas verde-escuro com 1 m de comprimento e espinhos
somente nas extremidades apicais. O fruto é atraente, ligeiramente cilindrico,
pesa de 1,5 kg a 2,5 kg, apresenta casca de cor amarelo-alaranjada quando
maduro, polpa amarela, rico em agucares (13 a 19 °Brix) e de acidez maior do que
as outras variedades. Essas caracteristicas a tornam adequada para a
industrializagcdo e a exportagcdo como fruta fresca. A coroa é relativamente
pequena e a planta produz poucas mudas do tipo filhote. Sdo altamente
suscetiveis a cochonilha e suscetiveis a fusariose. Conhecida vulgarmente como
abacaxi havaiano, é a variedade mais plantada no mundo, tanto em termos de
area, quanto em faixa de latitude, sendo considerada a rainha das variedades de
abacaxi, porque possui muitas caracteristicas favoraveis. O predominio do plantio
de ‘Smooth Cayenne’, nos principais paises produtores do mundo; o uso de
poucas variedades para plantios comerciais e a substituicdo de variedades locais
por Smooth Cayenne vém provocando o desaparecimento de variedades de
interesse local ou regional (MANICA, 1999).

A cultivar Pérola, planta de crescimento ereto, apresenta folnas com 65 cm
de comprimento, com espinhos em toda sua extensdo. Possui pedunculo longo
que produz muitos filhotes (5 a 15). O fruto tem forma coOnica (indesejavel para a
industria), com peso de 1,0 kg a 1,5 kg, possui coroa grande, sua polpa € branca,
suculenta e de baixa acidez. Tém boas caracteristicas organolépticas, sendo o
mais apreciado para o consumo in natura, porém sendo menos adequado para a
industria, por causa da baixa acidez e do menor aproveitamento da polpa.
Possuem certa tolerancia a cochonilha e alta suscetibilidade a fusariose.
Cultivada amplamente no Brasil, é também conhecida como Pernambuco ou

Branco de Pernambuco.



A cultivar Boituva tem as margens das folhas armadas de espinhos, sendo
destinada apenas para a comercializagdo "in natura” (VAILLANT et al., 2001).
Outras cultivares também se destacam em algumas regides do Brasil. A cultivar
IAC Gomo-de-mel produz fruto com 1,0 kg de peso médio, casca de espessura
meédia, polpa de coloragdo amarelo-ouro suculenta e de 6timo sabor. A cultivar
Perolera, proveniente da Colémbia, € uma planta com folhas verde-escuras sem
espinhos, adapta-se bem em altitudes elevadas. Produz fruto com peso médio de
1,78 kg, de forma cilindrica, com casca de espessura fina e coloragdo externa e
da polpa amarela. A cultivar Primavera, originaria da Amazénia, produz fruto
cilindrico, com peso médio de 1,25 kg, polpa de coloragédo variando de branca a
amarela e folhas longas, de cor verde-claro e sem espinhos (OLIVEIRA, 2001).
Estas duas ultimas cultivares se destacam pela resisténcia a fusariose.

O abacaxi Imperial, variedade hibrida lancada nacionalmente pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em sua sede, em Cruz das Almas, tem como
principal caracteristica a resisténcia a fusariose, o maior problema fitossanitario
da cultura no pais, gerando perdas superiores a 80% da producgéo. A nova planta
€ resultado do cruzamento das variedades perolera e smooth cayenne, ndo tem
espinhos nas folhas, produz frutos com polpa amarela, elevado teor de agucares
e excelente sabor nas analises sensoriais (CABRAL; MATOS, 2005).

As principais caracteristicas desejadas em uma variedade de abacaxi séo:
crescimento rapido; folhas curtas, largas e sem espinhos; produgéo precoce de
rebentdo localizado na base da planta préxima ao solo; produgao de filhotes
situados a mais de dois centimetros da base do fruto; fruto de casca de cor
amarelo-alaranjada, olhos planos, polpa de cor amarela e consisténcia firme mas
nao fibrosa, teor de acgucar elevado, acidez moderada; coroa média a pequena.
Associadas a essas caracteristicas, procuram-se ainda variedades que
proporcionem altos rendimentos e que sejam resistentes e, ou tolerantes as
principais pragas e doengas que ocorrem nos locais de plantio.

E dificil encontrar uma variedade de abacaxi que relna todas essas
caracteristicas. Assim, recomenda-se a escolha de variedades para usos
especificos, considerando-se o destino da producédo e a adaptacédo aos locais de
plantio. A diversificagdo de variedades € importante para a sustentabilidade da

cultura.



Figura 1: Principais cultivares de abacaxi no Brasil. A) ‘Smooth cayenne’; B) ‘Pérola’. (Foto Davi T.
Junghans).

Figura 2: Sintomas da fusariose em muda inoculada e inflorescéncia do abacaxizeiro. (Foto Davi
T. Junghans).

Figura 3: A) sementes em leito de espuma sintética; B) plantulas em canteiros de isopor; C)
plantulas com 15 cm ou mais de comprimento. (Foto Davi T. Junghans).



No Brasil, existem poucos programas de melhoramento genético do
abacaxi. Os primeiros trabalhos foram dirigidos para taxonomia e descricdo de
cultivares. Posteriormente, foram desenvolvidos trabalhos de avaliacdo de
germoplasma e competicdo de cultivares (CABRAL et al., 1985; CABRAL et al.,
1988). Com relagao a programas de melhoramento, Cabral et al. (1993) obtiveram
e selecionaram hibridos de abacaxi resistentes a fusariose.

O programa de melhoramento desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical objetiva desenvolver cultivares resistentes a fusariose e com
frutos de boa qualidade. Nesse programa ja foram produzidos 28.826 hibridos e
selecionados 26 gendtipos. O hibrido, ‘Perolera’ x ‘Smooth Cayenne-52’ foi
utilizado neste trabalho por ser considerado promissor para ser recomendado
como nova variedade, em funcdo de apresentar bom desempenho para os
caracteres prioritarios do critério de selecdo nas avaliagdes que foram realizadas

e resisténcia a fusariose.

2.1.3. A doenca fusariose

Dentre todas as doencgas do abacaxizeiro no Brasil, a fusariose destaca-se
por ser a que maiores prejuizos econdmicos traz aos produtores brasileiros, uma
vez que as perdas podem atingir até 100% da produgédo. No Brasil, as duas
cultivares mais plantadas sao a 'Pérola' e a 'Smooth Cayenne', ambas suscetiveis
a doenca. (GIACOMELLLI, 1974; PY, et al. 1984). A doenca, relatada pela primeira
vez por Kimati e Tokeshi (1964) no estado de Sdo Paulo em frutos da cultivar
Smooth Cayenne, atualmente ja se encontra disseminada por todo o pais e em
alguns paises da América Latina. Os sintomas mais caracteristicos da doenga séo
alteragdes morfologicas das plantas doentes, bem como exsudagdo de goma ou
resina, dai a doenga ser conhecida, inicialmente, por gomose (PISSARRA et al.,
1979). O agente etioldégico é o fungo Fusarium subglutinans (Wollenweber e
Reinking) Nelson, Toussoun e Marasas f. sp. ananas Ventura, Zambolim e
Gilbertson, que apresenta especificidade para o abacaxizeiro (VENTURA et al.,
1993a; VENTURA, 1996).

A doenca causa perdas variaveis na producado de frutos, a depender do
inéculo inicial, da regidao produtora e da época de produgdo. F. subglutinans

infecta mudas, plantas em desenvolvimento vegetativo e frutos, causando
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podridao dos tecidos afetados, com exsudagao de substancia gomosa a partir da
regido atacada. O patdgeno penetra via aberturas naturais e, ou, ferimentos na
superficie da planta; nos fruto a infeccdo se da via flores abertas (MATOS;
CABRAL, 2005).

Para o controle da doenga recomenda-se a integracdo de medidas que
incluem o plantio de material propagativo sadio, a erradicagédo de plantas doentes,
a eliminacao dos restos culturais, a uniformizacdo da indugao floral e o controle
quimico com fungicidas durante a antese (VENTURA et al.,, 1993b). O uso
constante do fungicida sistémico benomyl para o controle da doenga tem induzido
a selecao de isolados do fungo resistentes (VENTURA et al. 1994; SANTOS,
2000), comprometendo o uso deste fungicida no controle da doenga. O uso de
cultivares de abacaxi resistentes € uma das alternativas mais viaveis para o
controle da doenga (MATOS; CABRAL, 1988; MATOS et al., 1991). Cabral et al.
(1985) identificaram as cultivares Perolera e Primavera como fontes de resisténcia
para programas de melhoramento, tendo o Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas-Ba recomendado o seu uso em
areas onde a doenca € endémica (VENTURA et al., 1994). Recentemente, a
EMBRAPA/CNPMF langou a variedade Imperial, que dentre outras qualidades,

possui resisténcia genética a fusariose.
2.2. Marcadores moleculares (RAPD) e o Melhoramento Genético

Até recentemente, os estudos genéticos eram realizados utilizando-se
marcadores morfolégicos determinados por mutagbes simples em um gene
particular, gerando alteracbes fenotipicas de facil identificacdo no organismo. Os
marcadores morfologicos contribuiram significativamente para o estabelecimento
dos principios tedricos do mapeamento genético e das analises de ligagcado génica.
No entanto, o numero reduzido de marcadores fenotipicos disponiveis, a auséncia
de ligacdo destes com caracteres de importancia econbémica e os efeitos
deletérios das mutacdes limitaram sua utilizagdo (GUIMARAES; MOREIRA,
1999).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulacdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de

marcadores moleculares. Estes apresentam vantagens sobre os marcadores
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morfolégicos por fornecerem um numero ilimitado de polimorfismos distribuidos
aleatoriamente ao longo de todo o genoma e por serem independentes dos
efeitos ambientais e do estadio fisiolégico da planta, permitindo a identificagdo
precisa e precoce dos gendtipos de interesse. O avango das técnicas moleculares
tem sido acompanhado de perto pelo grande desenvolvimento nas areas da
bioinformatica e da genética quantitativa, que tem contribuido de forma sinérgica
para o atual nivel de conhecimentos sobre a estrutura genética de varias espécies
cultivadas e silvestres. Atualmente, estdo disponiveis mapas genéticos saturados
para a maioria das espécies vegetais de interesse agrondmico, além de
metodologias precisas para analise de locos génicos associados a caracteres
quantitativos (QTLs). A maioria dos caracteres de importancia econémica esta
sob controle genético complexo, envolvendo a agédo de varios genes, o que torna
dificil sua manipulagcdo e compreensdo. Regides gendmicas contendo locos
génicos associados a tais caracteres quantitativos sdao denominados QTLs
(Quantitative Trait Loci). A aplicacdo dessas metodologias para acelerar e
monitorar os programas de melhoramento genético tem implicado em grandes
avancos no desenvolvimento de variedades melhoradas.

Muitos estudos realizados tém enfatizado aspectos a selegao individual de
caracteristicas desejaveis em programas de melhoramento (USBERTI FILHO et
al., 1995). Técnicas isoenzimaticas como marcadores genéticos estdo sendo
utilizadas com sucesso em plantas de abacaxi visando, principalmente, a
identificacdo de cultivares (DEWALD et al., 1988) e estudos genéticos e
taxonémicos (DEWALD et al.,1992; ARADHYA et al., 1994), entre outros.

O advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (MULLIS;
FALOONA, 1987) e seus posteriores avangos, utilizando uma enzima DNA
polimerase termoestavel e termocicladores programaveis com elevada
capacidade de processamento, imprimiram grande automatizagdo a sintese in
vitro de DNA. A técnica de PCR consiste na sintese enzimatica de um segmento
de DNA, delimitado por um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) de
sequéncias especificas de nucleotideos de fita simples. Primers sao sequéncias
curtas de DNA, que pareiam com o DNA molde e servem de iniciadores para a
sintese in vitro de uma nova fita de DNA. As reacdes ocorrem em ciclos
alternados de temperatura, sendo que cada ciclo do PCR envolve trés etapas. Na

primeira ocorre a desnaturacao da fita dupla de DNA, posteriormente, os primers
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se pareiam com as sequéncias complementares especificas que flanqueiam o
sitio alvo, e entdo a nova fita de DNA é sintetizada a partir das extremidades 3’-
OH livres dos primers por meio da enzima DNA polimerase. Como cada ciclo &
repetido varias vezes, a amplificacdo do DNA-alvo ocorre em progressao
geomeétrica, requerendo uma quantidade muito pequena de DNA molde. A
facilidade, a rapidez e a sensibilidade da técnica de PCR possibilitaram o
surgimento de uma nova geragdo de marcadores moleculares baseados na
amplificagdo de DNA, como: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions) ou ASA (Amplified Specific
Amplicon); Microssatélite (ou SSR - Simple Sequence Repeats); e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism). As tecnologias de marcadores
moleculares estdo evoluindo rapidamente e modificagcdes ja existem para algumas
das técnicas acima mencionadas. O detalhamento de cada um dos tipos de
marcadores acima citados pode ser encontrado em Milach (1998) e Ferreira e
Grattapaglia (1995).

Os marcadores RAPD (WILLIAMS et al., 1990) também chamados de AP-
PCR (Arbitrarely Primed-PCR) (WELSH; MCCLELLAND, 1990), constituem uma
variacao da técnica de PCR que utiliza um unico primer de dez nucleotideos, com
sequéncia arbitraria, e que utiliza menor temperatura na etapa de anelamento a
fita molde. Para que um fragmento de DNA seja amplificado, duas regides
complementares ao primer devem estar separadas por até 2.000 pb e em
orientagdes opostas. Com isso, sdo amplificados fragmentos de DNA distribuidos
ao acaso no genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia
do DNA. A detecgdo dos produtos de amplificagdo € feita em gel de agarose
tratado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. As bases
moleculares do polimorfismo de RAPD sao mutagdes de ponto ou delegdes no
sitio de pareamento do primer, ou insergdes entre os sitios de pareamento,
deixando-os a uma distancia tal que impossibilita a sua amplificagdo. O RAPD é
uma técnica de facil execucdo, de custo reduzido e aplicavel a qualquer tipo de
organismo. No entanto, existem problemas inerentes a reprodutibilidade dos
padrbes de amplificagdo, além do baixo conteudo de informagéo genética por
loco, uma vez que esses marcadores sdo essencialmente dominantes. Este tipo
de marcador possibilita a deteccdo de apenas um alelo por loco, sendo que a

presenca de uma banda no gel identifica individuos homozigotos dominantes (AA)
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ou heterozigotos (Aa), ndo permitindo a distincdo entre eles. O homozigoto
recessivo (aa) € identificado pela auséncia da banda.

A técnica de RAPD, dentre as apresentadas, € a de menor custo, numero
de etapas, tempo para obter os resultados; e a de maior facilidade de
implementagdo. Tem, contudo, a desvantagem da baixa repetibilidade e pouca
consisténcia entre laboratorios, o que dificulta a comparagao de dados obtidos em
diferentes locais. Assim, cuidados devem ser tomados na padronizagdo da
técnica de RAPD no laboratério para determinadas finalidades, como por
exemplo, a caracterizagdo de cultivares. O nivel de polimorfismo obtido com
RAPD varia grandemente com a espécie em questao, e tem sido utilizada com
sucesso na caracterizagdo de variedades de cevada (TINKER et al., 1993;
PENNER et al., 1998), e arroz (MACKILL, 1995), entre outras.

Ruas et al. (1995) citaram a importancia das estimativas da relagdo e da
diversidade genética de cultivares de abacaxizeiro para avaliagdo de recursos
genéticos. Estes autores encontraram uma relagéo genética bastante similar entre
quatro cultivares de abacaxizeiro (Pérola, Smooth Cayenne, Primavera e
Perolera), bem como compatibilidade dos resultados obtidos por meio de
marcadores moleculares RAPD e analises das caracteristicas morfolégicas e
agrondmicas, mostrando que a analise por RAPD pode ser usada de maneira

eficiente para caracterizagédo de recursos genéticos no género Ananas.

2.3. Estudos de heranca genética

Estudos de heranga genética sédo relativamente simples quando a
caracteristica em questao é qualitativa e, portanto, apresenta distribuicdo discreta.
Nestes casos, sao feitos testes de aderéncia para verificar se a segregacao
observada ajusta-se a esperada considerando diferentes hipoteses. Entretanto, se
a caracteristica de interesse tiver distribuicdo continua, é frequente a utilizagao de
modelos de genética quantitativa, os quais assumem um grande numero de locos
de efeitos aproximadamente iguais e pequenos. Dispondo-se de genitores
contrastantes (P4 e P2) e das geragbes Fi, F2, RCy e RC,, podem-se estimar
componentes de variancia e de médias. Uma das metodologias mais utilizadas
para inferir sobre componentes de médias € o teste de escala conjunto, descrito
por Mather e Jinks (1971).
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Entretanto, uma vez que a distribuicdo fenotipica continua nem sempre é
sinbnimo de heranga poligénica, a validade desta metodologia é grandemente
comprometida se genes de efeito maior também contribuirem para a expresséo
do carater. Caso a variagcdo ambiental seja suficientemente grande em relagao ao
efeito individual de qualquer gene, efeitos de genes maiores podem ser
completamente obscurecidos e confundidos com efeitos de poligenes (LYNCH;
WALSH, 1998). Portanto, quando a caracteristica em questado tem distribuigao
continua, é interessante verificar se ocorre um gene de efeito maior ou se a
heranga é essencialmente poligénica. A distingdo entre efeitos de genes maiores
e efeitos de poligenes é importante para o entendimento da expressdo do gene
maior em relagdo a constituigdo genética (poligénica e, ou ambiental) e para a
predicdo da segregagédo de um cruzamento (JIANG et al., 1994). Os testes mais
poderosos para a deteccdo de genes maiores sdo aqueles que usam a
informacdo de marcadores moleculares ligados. Entretanto, dados puramente
fenotipicos também podem ser usados para inferir sobre a presenga ou auséncia
desses genes (LYNCH; WALSH, 1998).

Considerando a segregagdo de um gene maior e assumindo que a
distribuicao fenotipica de cada gendtipo do gene maior (AA, Aa e aa) seja normal,
a distribuicdo resultante, ou seja, uma mistura de distribuicbes normais, é
geralmente ndo normal. Entretanto, a simples rejeicdo de normalidade, por si s6,
nao é suficiente para inferir sobre a presenga de um gene de efeito maior. Assim,
uma abordagem mais poderosa € testar se a distribuicdo fenotipica resulta da
mistura de duas ou mais distribuigdes normais (LYNCH; WALSH, 1998).

Embora a frequéncia de recombinagéo esteja associada a distancia fisica
entre os locos, esta relagao varia entre organismos e ao longo do genoma de um
mesmo organismo (LIU, 1998). Em Arabidopsis, por exemplo, 1 cM equivale a
140 kb (1 kb = 1.000 pares de bases); em milho, equivale a 2.000 kb (LYNCH;
WALSH, 1998).

2.4. Identificacdo de marcadores associados a caracteres de interesse

O primeiro passo no mapeamento genético de uma espécie € a
identificacdo de marcadores que revelem polimorfismo entre os genitores e que,

portanto, segregarao na populagdo proveniente do cruzamento entre eles. Para
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isso, o DNA dos genitores é analisado com diferentes marcadores. Esta analise,
embora revele polimorfismos, ndo fornece informagdes sobre qual dos
polimorfismos encontrados estéa ligado a genes de interesse.

Linhagens quase isogénicas tém sido utilizadas com bastante sucesso na
identificacdo de marcadores ligados a genes de resisténcia em varias espécies de
importancia econdmica, como ao virus TMV em tomate (YOUNG et al., 1988), a
Pseudomonas sp. em tomate (MARTIN et al., 1991) e a Phytophtora megasperma
em soja (DIERS et al., 1992). Grande parte desses trabalhos tém sido
desenvolvidos pela associacdo de marcadores moleculares a caracteres de
heranga simples, uma vez que as variagdes fenotipicas sao de facil mensuracao e
analise. Esta associacdo pode ser facilitada por meio da analise de bulks
segregantes ou BSA (ARNHEIM et al., 1985; MICHELMORE et al., 1991). Esta
analise se baseia na constituicdo de bulks (ou misturas) de amostras de DNA de
individuos com fendtipos extremos pertencentes a populagao segregante para a
caracteristica de interesse. Presume-se que locos marcadores ligados a genes
que controlam o fendtipo de interesse estejam distribuidos de forma desigual nos
dois bulks (desequilibrio de ligagao), sendo detectados por meio de polimorfismos
entre eles. Entretanto, marcadores nao ligados as caracteristicas que serviram de
critério para separar os bulks devem estar distribuidos aleatoriamente nos
mesmos sendo, portanto, monomoarficos entre eles. Marcadores polimorficos entre
bulks sdo posteriormente analisados na populagéo para confirmagao da ligacéo e
determinagcdo da distadncia genética dos mesmos em relacdo aos genes
estudados. Assim, o marcador que co-segregar com os bulks tem uma grande
probabilidade de estar ligado a caracteristica avaliada, sem necessitar da
genotipagem de um grande numero de individuos nem da construgdo de um
mapa geneético saturado.

A analise de bulks segregantes permite uma rapida analise de um grande
numero de marcadores e consequente otimizagdo do mapeamento de regides
que flanqueiam locos de caracteres de interesse. Na técnica de BSA, apenas
polimorfismos para marcadores localizados a menos de 30 cM da regido alvo sao
identificados, segundo estudo envolvendo populagbes F, (MICHELMORE et al.,
1991).

A probabilidade de deteccdo de falsos positivos na BSA, ou seja,

marcadores polimérficos entre bulks, mas nao ligados a caracteristica de
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interesse (gene de resisténcia, etc), € bastante reduzida. O tamanho minimo do
bulk é determinado pela frequéncia com que locos ndo ligados devem ser
detectados como polimérficos entre as amostras. Isto depende do tipo de
marcador (dominante ou codominante) e do tipo de populagdo usada para gerar
os bulks (F2 retrocruzamentos, etc). Para um marcador dominante segregando
em uma populagdo F, a probabilidade de um bulk de n individuos ter um alelo
marcador e um segundo bulk de igual tamanho n&o ter esse alelo é de 2[1 —
(1/4)"(1/4)", quando o loco é n&o ligado ao gene alvo. Portanto, poucos individuos
por bulk sdo requeridos (MICHELMORE et al., 1991), entretanto, quanto menor o
bulk, maior a frequéncia de falsos positivos.

Varios exemplos demonstram o sucesso da técnica de BSA, como a
identificacdo de marcadores RAPD e RFLP ligados a genes de resisténcia ao
mildio em alface (MICHELMORE et al., 1991; PARAN et al.,, 1991; PARAN;
MICHELMORE, 1993). Regides genémicas que controlam outras caracteristicas
importantes, como amadurecimento do fruto e abscisdo do pedicelo em tomate,
foram também detectadas utilizando essa estratégia (GIOVANNONI et al., 1991).
Em feijao foram identificados alguns genes de resisténcia a mancha-angular
usando marcadores RAPD (CORREA et al., 2001; FERREIRA et al., 1999). A
estratégia de BSA também pode ser utilizada na identificacdo de locos
controladores de caracteres quantitativos (QTLs) que possuam grandes efeitos
sobre a caracteristica de interesse. Utilizando esta estratégia, Schuster (1999)
identificou seis marcadores moleculares associados a resisténcia da soja ao
nematoide de cisto da soja. Os marcadores RAPD com valor para selegcao de
plantas podem ser transformados em SCAR para melhor utilizagdo em larga
escala nos programas de melhoramento (CORREA et al., 2000).

A identificacdo de marcadores ligados a genes que conferem resisténcia a
varios patdégenos permite monitorar e acelerar a introgressao destes genes em
cultivares comerciais, além de possibilitar a piramidacdo de dois ou mais genes
de resisténcia em um cultivar comercial. Por exemplo, cultivares de feijao foram
desenvolvidas com base nessa estratégia, utilizando marcadores para monitorar a
introgressao de genes de resisténcia a doengas causadas por fungos (FALEIRO
et al., 2001; FALEIRO et al., 2003).
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2.5. Mapeamento genético

Mapeamento genético € um processo que define pontos (marcadores
genéticos, ou sequéncias de DNA, ou genes), em uma linha que representa o
cromossomo em termos fisicos e genéticos. O posicionamento relativo dos
marcadores baseia-se na frequéncia de recombinacdo entre os mesmos. Os
resultados desse processo sao representacdes lineares que descrevem a
organizagdo de um conjunto de marcadores. Um grupo de marcadores genéticos
ligados entre si, que segrega independentemente dos demais, é dito grupo de
ligacdo. Normalmente, uma espécie tem tantos grupos de ligacdo quantos forem
0S Seus cromossomos representados no conjunto hapléide (CORREA, 1995).

O mapeamento genético € baseado na hipdtese de que a co-transmissao
de dois marcadores reflete a proximidade entre eles, uma vez que a probabilidade
de ocorrerem permutas genéticas entre dois marcadores € menor quanto mais
proximos eles estiverem localizados. Tal fato torna possivel ordenar linearmente a
informagéo genética ao longo dos cromossomos, tendo em vista que o genoma
eucarioto é organizado e transmitido como unidades lineares.

A distancia genética entre os locos € medida em termos de frequéncia de
recombinacdo, que é a probabilidade de ocorréncia de permuta genética entre
dois marcadores. A distadncia de mapeamento, expressa em centiMorgans (cM), é
calculada com base na freqluéncia de recombinacdo por meio de fungdes de
mapeamento que corrigem as distorgbes entre a conversdo das unidades. A
funcdo de Haldane é a mais simples e admite que as permutas genéticas ocorrem
ao acaso e sao independentes. Ja a funcdo de Kosambi considera interferéncia
parcial nos calculos da distdncia de mapeamento. A interferéncia é o fato de que
uma permuta genética afeta a ocorréncia de outras em regides adjacentes
proximas a ela, considerando, desta forma, a ocorréncia de crossing-overs
duplos. A precisdo na obtencdo das distancias genéticas é diretamente
proporcional ao tamanho da populagao e ao numero de marcadores analisados.

Marcadores utilizados no mapeamento genético devem ser polimorficos
entre os individuos parentais e apresentar uma segregagdo mendeliana na
progénie. Marcadores cuja segregacao é estatisticamente validada pelo teste de
Qui-quadrado séao agrupados e ordenados em grupos de ligagdo com base nas

analises de segregacao destes em uma populagdo de mapeamento, por meio de
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pacotes computacionais apropriados, como MapMaker (LANDER et al., 1987) e
JoinMap (STAM, 1993).

O mapa fisico consiste na localizagdo de regides especificas de DNA nos
cromossomos por anadlise citolégica ou molecular. O mapa fisico com bases
citogenéticas contém a ordem e a localizagdao de locos no cromossomo em
relagao a padrées de bandeamento.

O mapeamento genético com marcadores moleculares tem possibilitado o
aparecimento de mapas saturados para diversas espécies. Uma etapa comum da
aplicagao desses marcadores no mapeamento do genoma de uma espécie tem
sido a integracdo de diversos tipos de marcadores, incluindo os morfolégicos e
isoenzimaticos, bem como os RAPD e AFLP (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF,
1994; CAl et al., 1994; STROMMER et al., 2002; CARNEIRO et al., 2002). Outro
marcador molecular que vem sendo muito usado na construcdo de mapas
genéticos é o microssatélite. Segundo Risterucci et al. (2000a), os microsatélites
permitem identificagcdo mais cedo do grupo de ligacdo e comparagédo de mapas
entre varias progénies devido alta especificidade dos locos e do nivel de
polimorfismo. Ja a alta relagdo multiplex do AFLP permite andlises de grande
numero de loco, boa distribuicdo no genoma e habilita um grupo de ligagéo
denso.

A possibilidade de se empregar marcadores moleculares na construgao de
mapas genéticos de ligacao oferece oportunidades para se compreender a
organizacdo do genoma, identificar locos marcadores associados a genes
controladores das caracteristicas de interesse, além de auxiliar os programas de
melhoramento por meio da selegdo assistida por marcadores (TAR'AN et al.,
2001). Segundo Tanksley et al. (1989), a construgdo de mapas saturados (mapas
de ligagdo que cobrem todo o genoma) € o primeiro passo para algumas
aplicagdes dos marcadores moleculares no melhoramento genético.

Para constru¢cdo de mapas de ligagdo, marcadores codominantes, como
microssatélites, também denominados SSRs (simple sequence repeats), sao
preferidos, pois podem ser transferidos para mapas genéticos de diferentes
cruzamentos, em contraste com os RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), os quais s&o marcadores
dominantes e portanto, novos mapas devem ser gerados para cada cruzamento
(VAN DER VEM; MCNICOL, 1996). As caracteristicas dos marcadores
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microssatélites os elegem como os marcadores ideais para este propdsito, pois
s&o codominantes, multialélicos, reprodutiveis e distribuidos por todo o genoma
(DEVEY et al., 1996).

A obtencdo de um mapa genético do abacaxizeiro construido a partir de
populacdes segregantes e por meio de marcadores baseados na reacado de
polimerase em cadeia (RAPD, AFLP e SSR - “Simple Sequence Repeats”)
permitira identificar regides gendmicas responsaveis por caracteristicas de
interesse da planta e do fruto. Entre estas, destacam-se caracteristicas
potencialmente quantitativas (analise de QTLs), tais como dias até o florescimento
ap6s a inducao floral, altura de planta, numero de filhotes, comprimento e
espessura do pedunculo, peso de fruto, peso de coroa, acidez titulavel total (ATT),
percentual de solidos soluveis (°Brix). Com o mapeamento genético procura-se
também encontrar caracteristicas de resisténcia as principais doencas que
atacam a cultura, como a fusariose e murcha do abacaxi.

Apenas em 2004, Carlier et al. (2004), apresentaram o primeiro mapa
genético do abacaxizeiro, com base em um cruzamento interespecifico (Ananas
bracteatus x A. comosus).

No presente trabalho, optou-se por desenvolver um mapa de natureza
intra-especifica (A. Comosus), a partir de variedades de interesse agrondémico,
com vistas a mapear genes de resisténcia a fusariose. Com estes resultados
pretende-se melhorar a qualidade do abacaxi produzido no Brasil. Uma das
principais metas é desenvolver variedades resistentes a fusariose, considerada a
principal doenga da cultura. A Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, situada
em Cruz das Almas na Bahia, possui em seu Banco Ativo de Germoplasma,
aproximadamente 700 acessos de abacaxi e espécies afins, que podem conter
grande parte da variabilidade genética do abacaxi brasileiro.

A construcdo de um mapa consensual de abacaxi podera ser realizada por
meio da obtencdo de mapas genéticos de ligacdo elaborados a partir progénies
provenientes de diferentes genitores, permitindo a localizagdo relativa dos
marcadores ancorados, 0 que conduzira a uma melhor compreensao do seu

genoma.
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2.5.1. Mapeamento de Genes de Resisténcia

A construgdo de um mapa genético envolve a avaliagdo do padrdo de
segregacao das marcas em individuos segregantes, a analise de desequilibrio de
ligacdo, a determinacgao da distancia entre marcas e o consequente ordenamento
linear das mesmas em grupos de ligacdo (VUYLSTEKE et al., 1999). Varias
metodologias podem ser utilizadas para o mapeamento de genes de resisténcia,
como a analise de agrupamentos segregantes (Bulked Segregant Analysis;
MICHELMORE et al., 1991). Essa estratégia serve tanto para aumentar a
eficiéncia de identificar marcadores relevantes para as caracteristicas prioritarias
no programa de melhoramento quanto para refinar o mapeamento em regides
gendmicas especificas.

O método BSA consiste na avaliagao de dois grupos de individuos obtidos
de pontos extremos da curva de distribuicdo do carater em estudo. Espera-se que
os alelos dos marcadores que estiverem associados aos alelos do gene de
resisténcia estejam distribuidos de forma desigual entre os dois grupos,
possibilitando sua deteccao (MICHELMORE et al., 1991). Segundo Lynch e
Walsh (1998), na composi¢cao dos bulks, apenas as regides com forte influéncia
no carater estardo sendo mostradas em detrimento daquela de pequeno efeito.
Neste caso, a analise requer a utilizagdo de populagbes segregantes com maior
numero de individuos.

Os principios do mapeamento genético de caracteristicas qualitativas e
quantitativas sdo os mesmos. Entretanto, o0 mapeamento destas caracteristicas
difere em alguns aspectos, como a necessidade de construgcdo de um mapa
genético da espécie, no caso de caracteristicas quantitativas. Outro aspecto que
diferencia o0 mapeamento de caracteristicas qualitativas e quantitativas refere-se
aos programas estatisticos utilizados para a analise de ligagdo génica (MILACH,
1998). A existéncia de desequilibrio de ligacdo, decorrente da reducdo da
frequéncia de recombinacdo entre genes ligados, fundamenta as analises de
mapeamento de genes. Assim, sdo os desvios em relagcdo as proporgdes
esperadas pela segregacao independente de alelos de locos diferentes que
permitem a detecgédo e o mapeamento de QTLs (COELHO, 2000).

Ha varios procedimentos estatisticos para determinar se um gene esta

ligado a um loco marcador. Todos os procedimentos compartiham o mesmo
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principio basico que consiste em dividir a populacdo em diferentes classes
genotipicas baseado na constituicdo alélica do loco marcador e usar correlagdes
estatisticas para determinar se individuos de gendtipos distintos diferem
significamente entre si em relagdo ao carater medido. Se houver diferengas
significativas, infere-se que pelo menos um gene que controla o carater esta
ligado ao loco marcador usado para genotipar a populagdo. Normalmente, ndo é
possivel determinar se o efeito detectado com um marcador € devido a um ou
mais genes ligados que afetam o carater (TANKSLEY, 1993).

Genes de resisténcia podem estar arranjados de diferentes formas no
genoma. Locos de resisténcia podem ser genes simples com multiplos alelos.
Entretanto, a maioria dos genes de resisténcia pertence a familia de genes
ligados. Em espécies com uma alta densidade génica, como Arabidopsis e arroz,
0s genes sao fisicamente préximos uns dos outros (HULBERT et al., 2001). Em
espécies com uma menor densidade de genes, eles se encontram mais distantes,
como € o caso do loco Rps de milho (SUN et al., 2000).

O uso de mapas genéticos baseados em marcadores moleculares permite
que genes de resisténcia a varios patdégenos sejam mapeados uns em relagéo
aos outros. A partir desses mapas, observou-se que genes dentro de um unico
cluster (agrupamento) podem determinar resisténcia a patégenos muito diferentes
(HULBERT et al., 2001).
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3. METODOLOGIA

3.1. Material vegetal

Uma populacdo constituida por 179 individuos F{RC4 foi obtida pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, do retrocruzamento entre o hibrido 52
e a cultivar Smooth Cayenne. O Hibrido 52 é oriundo do cruzamento entre a
cultivar Perolera e a Smooth Cayenne. Destaca-se dos quais 119 sé&o
provenientes do retrocruzamento de (Perolera x Smooth Cayenne - 52) x Smooth
Cayenne e 60 do cruzamento reciproco [Smooth Cayenne x (Perolera x Smooth
Cayenne - 52)]. Cada individuo dessa populagéo foi clonado e inoculado com uma
suspensao de esporos obtida de cultura monospérica de F. subglutinans para
avaliar a resisténcia.

O hibrido resistente (Perolera x Smooth Cayenne - 52) foi retrocruzado com
o cultivar suscetivel (Smooth Cayenne) para a obtengdo da populagéo
supracitada. As sementes obtidas foram semeadas em caixas de acrilico (gerbox)
com leito de espuma sintética e germinadas em incubadoras com temperatura e
fotoperiodo controlados (30°C/16 horas diarias de luz). As plantulas obtidas foram
repicadas para canteiros de isopor e mantidas em casa de vegetagao durante 6-8
meses. Posteriormente, as mudas foram aclimatadas em telado (50% sombra) por
um a trés meses, divididas ao meio (clonadas) e depois transplantadas em

canteiros de alvenaria a pleno sol (Figura 3).

3.2. Inoculacgéo e avaliagdo da resisténcia a fusariose

As mudas das progénies F1RC1 com 15 cm ou mais de comprimento foram
feridas na base com instrumento perfurante e imergidas por 3 minutos numa

suspensao de esporos obtida de cultura monosporica de F. subglutinans ajustada
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para 1 x 10° conidios/ml. Em seguida, foram replantadas nos canteiros de
alvenaria a pleno sol. Entre 90 e 120 dias apds a inoculacédo foi realizada a
avaliacdo da incidéncia da doenga na progénie, mediante a observagdo dos
sintomas da doencga. Mudas das cultivares Pérola e Smooth Cayenne, padrao de
suscetibilidade, bem como Perolera, Primavera e o hibrido genitor, padroes de
resisténcia, foram incluidas como testemunhas nos experimentos (MATOS et al.,
1978).

3.3. Extracdo de DNA genémico de A. comosus

A extracdo do DNA de folhas foi realizada pelo método de CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1990), modificado para diferentes espécies de plantas (CORREA et al.,
1999; QUEIROS, 1999). Como a folha do abacaxi apresenta uma parte mais
clorofilada (apice) do que a outra (base), foi feito um teste para saber qual das
partes apresentava uma maior concentragdo de DNA. Através deste teste pode-
se observar que ambas as partes forneciam igual concentracdo de DNA, em
funcao disto preferiu se utilizar a base da folha por esta apresentar facilidade na
maceracao. A folha foi macerada em cadinhos de porcelana, na presenca de
nitrogénio liquido, e o macerado foi transferido para tubos empendorfs. Apds a
maceracdo foram adicionados 750 uL de tampado de extracdo CTAB 2%,
agitando-se no vortex e deixado em banho-maria por 30 a 40 minutos, sendo
levemente agitado a cada 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 600 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v/v) e, posteriormente, centrifugado a 14.000
rom por 5 minutos. A fase aquosa contendo o DNA foi transferida para outro tubo
e o DNA foi precipitado por adi¢gao de 400 pL isopropanol, seguido de incubagéao
por 3 horas a -20°C. Logo apds, foi centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. A
fase aquosa foi retirada e o precipitado foi lavado duas vezes com alcool 70% e
uma vez com 95%. O pellet ficou em temperatura ambiente por 30 minutos e
depois foi ressuspenso em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mmol.L™" e EDTA, pH 8,0 a
1 mmol.L™" ) com RNAse (livre de DNAse) 10 pug/mL e incubado por 30 minutos a

37 °C para degradar os RNAs presentes.
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3.4. Amplificacdo e caracterizagdo genética dos locos RAPD

Inicialmente adotou-se uma estratégia de mapeamento classico, em fungéo
disto 60 primers decameros, identificados pela Operon como Kits (cada um com
vinte primers) A, B, e C foram testados em cinco individuos aleatérios da
progénie. Apesar da populacdo em estudo se tratar de um RC, o fato de se utilizar
5 individuos aleatorios da progénie para identificar polimorfismos gerados por
primers RAPD em vez dos dois genitores, foi em decorréncia de n&o conhecer
previamente o tipo de heranga da resisténcia a fusariose. Deste modo, seguindo
essa alternativa, pode-se acessar tanto as bandas com segregacgao tipica RC
como aquelas que se comportam como F».

Apoés andlise fenotipica, mudou-se a estratégia de mapeamento classico
para localizado, com o intuito de identificar a regido gendmica responsavel pela
resisténcia a fusariose. Desta maneira, quantidades equimolares de DNA de seis
individuos resistentes foram misturados e ajustados para concentracdo de 10
ng/uL para constituir o bulk resistente. Esse mesmo procedimento foi adotado
com seis plantas suscetiveis para constituir o bulk suscetivel. Os dois bulks foram
testados com os mesmos 60 primers iniciais citados anteriormente. Para
aumentar a obtencgao de polimorfismos de marcadores moleculares do tipo RAPD-
PCR, entre os dois Bulks, foi utilizada a combinagdo de dois oligonucleotideos
iniciadores de cada vez (WILLIAMS et al., 1993; CORREA et al., 1997),
perfazendo um total de 177 combinacdes testadas neste trabalho.

As amplificacbes por reagdo de polimerase em cadeia (PCR) foram
realizadas em 25 ul de uma mistura composta por 2 yL de DNA gendmico a 10
ng/uL, 1,2 yl de dNTP a 2,5 mmol.L™", 2,5 pl de MgCl, a 20 mmol.L", 2,5 pl de
tampao PCR 10X (Tris-HCI 1 mol.L™", KCI 50 mol.L”", MgCl, 1,5 mol.L™", pH 8,3),
2,5uL do primera4 pmoI.L'1, 0,2 uL de Tag DNA polimerase a 5 u/uL e 14,1 ul
de agua ultrapura. Para a combinagao de primers, o volume de agua autoclavada
era reduzido para 11,6 pyL, em funcdo da adigao do outro primer. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador programado para o seguinte protocolo: 4 ciclos
a 94 °C por 1 minuto, 35 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 min; 40 ciclos a 94 °C por
15 segundos, 40 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 min; e, um passo final a 72 °C

por 7 min.
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Os produtos das amplificagdes foram separados por eletroforese em géis
de agarose a 1,0%, corados com brometo de etidio e fotografados. Os padrdes de
bandas (presenga/auséncia) foram transformados em dados binarios e incluidos
em planilhas do programa computacional Excel para analises genético-
estatisticas.

Apos a padronizagao das condi¢cdes de reagao para cada par de primer, 0s
mesmos foram empregados para amplificar os individuos da populagdo
segregante.

A banda RAPD polimérfica detectado nos bulks segregantes foi testado em
todos os individuos constituintes de cada bulk para observar se esta estava
realmente ligada ao gene de resisténcia. Aquelas que apresentaram segregacao
semelhante ao gene da resisténcia foi amplificado em apenas 37 individuos da
progénie, devido somente estes individuos estarem amplificando e apresentarem

o teste de campo em relagao a resisténcia ou suscetibilidade a fusariose.

3.5. Andlise de segregacéo e ligacéo genética

Procedeu-se a andlise de x> dos resultados observados, tanto da reagdo
da populagao F1RC1 ao patdégeno, quanto da segregagao dos marcadores RAPDs
obtidos. As distancias genéticas foram calculadas pela fungao de Kosambi (1999)
escolhido com base nos critérios discutidos por CORREA et al, a partir de uma
matriz de dados binarios de presenca, auséncia e dado faltante, representado por
1, 0 e 9, respectivamente e com o auxilio do programa Mapmaker EXP 3.0
(LANDER et al., 1987; LINCOLN et al., 1992), com LOD score minimo de 1,0.
Esse valor indica que a regidao gendmica que apresentar o valor de LOD igual ou

maior que um sera considerada como associada da caracteristica em estudo.

25



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da populacéao

Dos 179 individuos F{RC4, 69 foram avaliados em campo (JUNGHANS et
al., 2005). A heranca monogénica e dominante da resisténcia a fusariose foi

confirmada pelo teste qui-quadrado, comprovando segregacgao 1:1 (Tabela 1).

4.2. Extracao do DNA gendmico

Em um primeiro ensaio foram utilizadas para extracdo parte basal e do
apice da folha do abacaxizeiro (Figura 4a). Nao houve diferenga na concentracao
do DNA obtido a partir das diferentes partes da folha (Figura 4b). Porém, foi
adotada a parte basal da folha para a extracdo do DNA, porque esta € macia,
exigindo menor esforgo na maceragao.

Todos os 179 individuos amostrados tiveram seu DNA extraido e
apresentaram resultados satisfatérios em termos de quantidade de DNA. A
analise da qualidade e a quantidade do DNA foram feitas por visualizagdo direta
em gel de agarose 1%, pela comparagdao com amostras de concentragéo

molecular conhecida (Figura 4c).
4.3. Caracterizacdo dos locos RAPD

Dos 60 primers testados em cinco individuos aleatérios da progénie, 20
primers apresentaram padroes de amplificacdo que evidenciaram polimorfismos

na populacdo segregante (Figura 5). Foram amplificadas de 1 a 8 bandas por

primer, sendo que o numero de bandas polimérficas variou de 1 a 2 por primer. A
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alta porcentagem de bandas monoméorficas entre os cinco individuos da progénie
sugere uma elevada similaridade genética entre os materiais analisados.

Dos 20 primers polimorficos, foram selecionados quatro (A08, A09, A15 e
A18) apropriados para a analise do mapa, e testados em 179 individuos da
populacao (Figura 6), com amplificacdo em apenas 82 individuos. Para os DNA
que nao amplificaram foram feitas re-purificacdes utilizando NaCl 5M e
cloroférmio-alcool isoamilico, testes de concentracdo do DNA, re-extracbes e
novas extragcbes oriundas de nova coleta; para os materiais que nao foram
amplificados com os primeiros quatro primers testados, foram realizadas de trés
até quatro extragcdes de DNA independentes; mas estes continuaram a nao
amplificar. Uma possivel explicagao para essa ndo amplificagédo foi algum erro no

uso de reagentes ou gerado no transporte e armazenamento dessas folhas.

4.4. Amplificacdo do DNA dos Bulks

Alterando-se a estratégia de mapeamento classico para localizado, doze
dos 60 primers usados para amplificagdo dos bulks R e S apresentaram bandas
polimorficas (Figura 7), sendo que nenhuma destas, na abertura dos bulks (com o
pai, mae, seis individuos resistentes e seis suscetiveis) segregaram de acordo
com a resisténcia. Os que mais se aproximaram foram os primers C19 (Figura 8)
e B15 e, portanto, utilizados na analise de ligagdo dos 37 individuos da progénie
com DNA amplificando e resultados fenotipicos.

Marcadores moleculares do tipo RAPD, ligados a genes que condicionam
resisténcia a doencgas tém sido identificados em varias culturas utilizando a
técnica "Bulk Segregant Analysis" (BSA) desenvolvida por Michelmore et al.
(1991). Utilizando esta estratégia, Alzate-Marin et al. (1999) identificaram
marcadores RAPD em acoplamento e em repulsdo ligados ao gene Co-6 presente
na variedade AB 136 de feijoeiro comum que confere resisténcia a varias ragas de
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc e Magnus) Lams. - Scrib. Pela mesma
estratégia, Schuster et al. (2001) mapearam um QTL de efeito maior, localizado
no grupo de ligagado D2 da soja, que explica mais de 40% da resisténcia a raga 14
do nematdide de cisto (NCS).
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Figura 4: Amostras de folnas e DNA extraido. A) Folhas de abacaxi evidenciando porgao
aclorofilada (base) e clorofilada (apice); B) 5 uL de DNA total extraidos de diferentes partes da
folha do abacaxizeiro: base (ba) e apice (ap) de duas plantas; C) amostras de DNA total de dez
plantas de abacaxizeiro (1 a 10), separadas por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com
brometo de etidio e fotografadas pelo sistema EDAS290/Kodak. As trés primeiras canaletas
contém DNA do fago lambda em quantidades conhecidas: M1 = 20 ng; M2 = 50 ng; M3 = 200 ng.

A09 C10 Co9

Figura 5: Padrao de amplificagbes de DNA. Produtos PCR separados por eletroforese em gel de
agarose 1%, com trés primers RAPD (A09, C10 e C09) em 05 diferentes individuos aleatérios da
progénie.
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Figura 6: Padrao de amplificagbes de DNA. Produtos PCR separados por eletroforese em gel de
agarose 1%, com o primer RAPD (A09) em 11 individuos da progénie. M = marcador de peso
molecular de 1 Kb (Invitrogen).
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A identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia
permite a selecdo de gendtipos resistentes e possibilita a piramidacdo desses
genes em cultivares suscetiveis. Estes marcadores tém diversas vantagens em
relagdo aos marcadores fenotipicos tradicionais, pois podem ser identificados em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta, ndo sao afetados pelo ambiente e

n&o interagem epistaticamente (WILLIAMS et al., 1993).

4.5. Combinacao de primers RAPD

Dos doze primers usados para amplificacdo dos bulks R e S citados
anteriormente, trés foram selecionados para a combinacdo de primers. Foram
utilizados os primers C13, C18 e CO7 por apresentarem boa amplificagdo e um
maior numero de bandas polimorficas.

Dez dos 59 primers combinados com o primer C13 pela técnica de RAPD
com pares de primers (WILLIAMS et al., 1993; CORREA et al., 1997) e testados
em Bulk R e S apresentaram bandas polimérficas (Figura 09), sendo que
nenhuma destas, na abertura dos bulks (com o pai, mae, seis individuos
resistentes e seis suscetiveis) segregaram de acordo com a propor¢ao 1:1
verificada no loco de resisténcia. Os pares que mais se aproximaram foram
aqueles formados com o primer C13 combinado com B11 (Figura 10) e primer
C13 combinado com A18. Porém, na amplificacdo dos 37 individuos da
populacdo, apenas a combinacdo C13 + B11 apresentou bandas claramentes
visiveis enquanto os da C13 + A18 foi considerada como inconsistente (dado
espurio). Quatro dos 59 primers associados com o primer C18 e testados em
Bulk R e S apresentaram bandas polimoérficas, sendo que nenhuma destas, na
abertura dos bulks segregaram de acordo com a resisténcia. E na combinacgao
dos 59 primers com CO7 testados em Bulk R e S, 5 apresentaram bandas
polimdrficas, porém nenhuma destas segregaram de acordo com a resisténcia na
abertura dos bulk,.

Observa-se que o numero de reagdes com produtos polimérficos foi
aproximadamente idéntico no lote em que se empregou primers individuais e o
primeiro lote de 59 primers combinados com o primer C13. Esse resultado esta de
acordo com o esperado para associacbes de primer (WILLIAMS et al., 1993;
CORREA et al., 1997).
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Figura 7: Padrao de amplificagdes de DNA dos Bulks. Produtos PCR separados por eletroforese
em gel de agarose 1%, com 07 primers RAPD (A07, A10, A16, A20, C19, C17 e C13) em Bulk R
(resistente) e S (sucetivel). M = marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen).

M

Figura 8: Abertura dos Bulks: Produtos PCR separados por eletroforese em gel de agarose 1%,
com o primer C19 em 12 individuos da progénie(Pai, mae, 6 individuos R e 6 individuos S). M =
marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen).

Figura 9: Primer C13 combinado com 05 primers RAPD (B20, B11, B05, B04 e B03). A primeira
canaleta de cada combinacao de primer é constituida por DNA de plantas resistentes a fusariose.
A segunda canaleta por DNA de plantas suscetiveis.

Figura 10: Primer C13 + B11 em 12 individuos da progénie (Pai, mae, 6 individuos R e 6
individuos S). M = marcador de peso molecular de 1 Kb da invitrogen.
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No entanto, as 59 combinag¢des com o primer C18 bem como com C7
foram menores. Em todo caso, o numero total de polimorfismos detectados por
primer € otimizado, visto que, com um mesmo numero de primers ha grande
numero de possibilidades de combinagdes, sendo que no presente caso foram
explorados 177, alcangando 19 polimorfismos adicionais. Segundo Corréa et al.
(1997), esses polimorfismos encontrados com a combinagdo de primers
potencialmente representam regides diferentes daquelas identificadas pelos

primers individuais, isto €, estao distribuidas aleatoriamente no genoma.

4.6. Analise de segregacdo e ligacéo genética

Os quatro primers iniciais (A08, A09, A15 e A18) utilizados na amplificagcao
dos 81 individuos da populagao, identificaram nove bandas polimérficas. Os dois
primers (C19 e B15) oriundos da estratégia de BSA e analisados em 37
individuos, identificaram quatro bandas polimorficas. Ja o unico primer oriundo da
combinagcdo de primers (C13+B11) e também analisado em 37 individuos
produziu apenas uma banda polimérfica. No total foram utilizadas 14 bandas
polimérficas para a analise de ligagao.

A situagao mais favoravel para se marcar um alelo € quando a heranga do
carater € monogénica. Esse é o caso da reacdo de resisténcia do abacaxizeiro a
fusariose (Tabela 1), pela segregacéo de metade de plantas resistentes e metade
suscetiveis, na geragdo F1 do retrocruzamento (PE x SC — 52) x SC. Embora
tenha sido feita avaliagcdo da reagcdo ao patdégeno em plantas individuais, as
condigbes foram favoraveis ao desenvolvimento da doenga, produzindo um
resultado muito proximo do esperado (JUNGHANS et al., 2005).

No mapa de ligacao de (PE x SC — 52) x SC , 2 marcas foram agrupadas e
9 segregaram independentemente. Os marcadores agrupados foram ordenados
com LOD < 2,0 (Tabela 2). Um dos marcadores que segregaram
independentemente, segregou similar a doenga e formou um grupo de ligagao
também com LOD < 2,0 (Tabela 3).
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Tabela 1: Analise de segregacao do gene Rfsy e dos marcadores RAPD, segundo
hipoteses mendelianas pelo teste Qui-quadrado (SC = pai; PExSC-52 = mae ; 0 e
1 indicam, respectivamente, auséncia e presencga de banda nos pais

Gene e Marcador pai mée Numero Observado Hipotese X2 Probabilidade
Auséncia | Presenca (%)
Rfs1** 0 1 31 38 1:1 0,710 39,90
C19900 1 0 16 21 1:1 0,675 41,11
C1970 0 1 13 24 1:1 3,270 7,05
C19490 1 0 23 14 1:1 2,189 13,90
B15420 1 0 12 23 1:1 3,457 6,30
(C13+B11)s80 0 1 17 18 1:1 0,029 86,58
A08gs0 1 1 18 61 1:3 0,207 64,93
A084s0 1 1 25 53 1:3 2,068 15,04
A08309 1 1 14 64 1:3 2,070 15,04
A09g10 1 1 19 40 1:3 1,633 20,13
A09300 1 1 13 33 1:3 0,261 60,95
A157p9 1 1 18 34 1:3 2,564 10,93
A15379 9 9 25 25 1:1 0,000 100,00
A18g00 0 1 29 47 1:3 7,018 0,81*
A18g00 0 1 29 47 1:1 4,263 3,89*
A18470 0 1 19 57 1:3 0,000 100,00

* significativo pelo teste x° a 5 % de probabilidade, ndo se aceita a hipétese de segregacao.
** Gene de resisténcia ao F. subglutinans

TABELA 2 — Analise de ligacdo entre os marcadores RAPD C19s70 € B15420,
identificados na populagao de retrocruzamento (PE x SC-52) x SC, pelo programa
MAPMAKER/EXP

ORDEM LOCO DISTANCIA LOD SCORE
1 C19670
2 B15420 37 cM 1,07

TABELA 3 — Analise de ligacdo entre o marcador RAPD AQ093p, e do alelo Rfsq,
identificados na populacdo de retrocruzamento (PE x SC-52) x SC), pelo
programa MAPMAKER/EXP

ORDEM LOCO DISTANCIA LOD SCORE
1 Rfsa,
2 A09300 25,6 cM 1,64

A analise dos bulks segregantes, por meio do RAPD, identificou um
potencial marcador de aproximadamente 300 pares de bases (pb) na fase de
repulsdo, amplificado pelo primer A09. Tal marcador também ocorreu no genitor

resistente.
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Um marcador ideal deve mostrar herangca monogénica. Isso foi verificado
pelos resultados de segregacédo da presenga ou auséncia da banda identificada
nas plantas da geracdo F1 de retrocruzamento (Tabela 1). A semelhanca dos
resultados da reagédo ao patdgeno, notou-se uma proporgdo de plantas com ou
sem a banda muito préxima do esperado. Tanto os resultados de reagdo quanto
os da presenga ou auséncia da banda, podem ser considerados confiaveis,
apesar do LOD inferior a 2,0 em fungéo da populacgao ter sido de tamanho menor
do que o ideal (WU et al., 1992).

Em geral, o valor de LOD ¢ estipulado entre um limite de pelo menos 2 ou
3 (MILACH, 1998). Porém, foi considerado o valor de 1,64 como evidéncia de
ligacdo do marcador A09300 com genes que controlam a resisténcia a fusariose a
uma distancia de 25,6 cM. Esse é um dado importante, uma vez que na literatura
sdo escassos trabalhos sobre genes que controlam a resisténcia a fusariose em
abacaxizeiro. Além disso, esse resultado inicial permite indicar que houve efetiva
avaliagcao fenotipica em campo, com resultado molecular que valida a formacéao
dos bulks de DNA. Novas reagdes deverao ser feitas para selecionar marcadores
mais proximamente ligados ao gene de resisténcia.

A identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia
permite a selecdo de gendtipos resistentes e possibilita a piramidacdo desses
genes em cultivares suscetiveis. Estes marcadores tém diversas vantagens em
relagdo aos marcadores fenotipicos tradicionais, pois podem ser identificados em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta, ndo sao afetados pelo ambiente e
néo interagem epistaticamente (WILLIAMS et al., 1993).

Outro problema a ser resolvido € o controle fitossanitario, evitando desta
forma o uso de métodos de inoculacdo com F. subglutinans para avaliar e
selecionar materiais resistentes. Um exemplo é o trabalho de Santos, 2000 que
indica um desses métodos de inoculagdo para avaliar em um curto periodo de
tempo a doenca fusariose.

A resisténcia genética tem se mostrado uma medida de elevado potencial
de controle da fusariose, apresentando as vantagens de ser eficiente, econémica

€ n&o agressiva ao meio ambiente.
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5. CONCLUSOES

1. A heranga monogénica e dominante da resisténcia a fusariose foi confirmada.

2. Nove marcadores segregaram independentemente e dois formaram um grupo

de ligagao.

3. O alelo de resisténcia do abacaxizeiro a fusariose Rfs4 cossegregou a 25,6 cM

do marcador RAPD A093q0.

4. O marcador A093p podera ser empregado para auxiliar na selegao precoce de

gendtipos resistentes em progénies oriundas de ‘Perolera’.
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6. PERSPECTIVAS

1. Novas coletas e extracbes deverdao ser feitas para completar a analise da

populacao segregante.
2. Amplificagdes com RAPD e outros marcadores deverao ser feitas para obter
um mapa mais abrangente para essa populacdo e identificar novas marcas

localizadas mais préximas ao gene de resisténcia estudado no presente trabalho.

3. Avaliacdo fenotipica de toda populacdo devera ser realizada para que as

estimativas de distancia entre gene e marcadores seja mais precisa.
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