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RESUMO

No presente trabalho foram utilizados 245 gendtipos pertencentes ao Banco de Germoplasma
de macieira — BGM, da Epagri / Estagdo Experimental de Cagador - EECd, SC. Para
identificar os gendtipos portadores de resisténcia a mancha foliar de glomerela - MFG, doenca
essa causada principalmente pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Os gendtipos foram
inoculados com 3 isolados de C. gloeosporioides provenientes de diferentes regides
produtoras de maga. Entre os gendtipos testados, 187 (76,3%) manifestaram resisténcia e 58
(23,7%) manifestaram suscetibilidade a MFG. Entre as cultivares suscetiveis, ndo houve
diferenca no grau de severidade de ataque da MFG. Os resultados obtidos neste estudo tém,
dentre outras, a finalidade de subsidiar os programas de melhoramento genético da macieira
na selecdo de parentais, objetivando a incorporacéo de resisténcia genética &8 MFG nas futuras
novas cultivares. Para caracterizar os genotipos do Banco de Germoplasma de macieiras
foram utilizados 12 primers de SSR. A anlise de diversidade genética foi realizada através da
extracdo do DNA de 169 genotipos, utilizando-se folhas jovens. O método de extracdo
utilizado foi CTAB e a estimativa da concentragdo de DNA extraido foi feita em gel de
agarose 0,8% com brometo de etideo (0,3 pg/ml), tendo como padrdo DNA Fago Lambda
(20, 50, 100 e 200 ng/ul). Foi obtido um total de 197 alelos, sendo que o nimero médio de
alelos por loco SSR foi de 16,4. A expectativa média de heterozigosidade foi de 84%, o
polimorfismo revelado pelo namero de alelos por loco teve uma percentagem alta de 82%.
Pela analise de similaridade genética foram observados dois grupos. Os resultados obtidos
demonstraram a existéncia de alta variabilidade genética no banco de germoplasma de
macieiras, ressaltado pelo elevado nimero de alelos por loco e alto nivel de heterozigosidade.
Esse conhecimento contribuird com a melhora na eficiéncia da identificagdo de combinacbes
que servirdo de base para o melhoramento genético da macieira.

Palavras-chave: Macd. Melhoramento genético. Resisténcia a doencgas. Mancha foliar de
glomerela.



ABSTRACT

In this work were used 3 isolates of C. gloeosporioides from different apple producer places,
and 245 access belong to the Active Germoplasm Banc Apple Tree “Estacdo Experimental da
EPAGRI de Cagador, Santa Catarina”. Among the tested access, 185 were resistant and 32
susceptible. From those susceptible, there was not difference in the severity degree of the
MFG attack. The data obtained in this study can help in the choice of resistant access, what
could be used like parentage in the genetic breeding programs of the apple tree, in order to
obtain the resistance to this pathogen.The genetic diversity characterization of the access by
means of molecular marker studies, has been used like an important tool to maximize the
maintenance work of the germoplasm banks. In this way, the objective of this study was
characterize genetically the active germoplasm bank of the apple tree making use of 12
primers of SSR. The analysis of genetic diversity was realized through the DNA extraction of
the 169 access, using young leafs. The extraction protocol used was the CTAB, and the
estimation of the DNA concentration was done in agarose gel 0,8% coloured with bromide
ethidium (0,3 pg/ml), with DNA Fago Lambda (20, 50, 100 e 200 ng/ul) like pattern. A total
of 197 alleles were encountered, and the medium number of alleles by locus of SSR was 16,4.
The medium heterozigosity expectation was 84%, and the revealed polimorphism by number
of the alleles by locus had a high percentage (82%). The genetic similarity analysis showed
two distinct groups. The gotten results had demonstrated the existence of high genetic
variability in the bank of germoplasma of apple trees, salient for the raised number of alelos
for | lease and high level of heterozigosidade. This knowledge will contribute with the
improvement in the efficiency of the identification of combinations that will serve of base for
the genetic improvement of the apple tree.

Keywords: Apple. Breeding. Resistant disease. Apple leaf spot.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01- Producéo de maga no Brasil no periodo de 1973 a 2007.........ccccevrrverirrieneenennen. 19

Figura 02 - Banco de Germoplasma de Macieiras EPAGRI/Cagador............ccocceonvinineiecnnnne. 26

Figura 03 - A) Ramos dos genotipos de macieira na cdmara de inoculacdo. B) Ramos dos
gendtipos de macieira apds a inoculagdo, envoltos com sacos plésticos.............. 36

Figura 04 -A) Foto do gendtipo Akagui 72 horas ap6s inoculagdo apresentando sintoma e B)
gendtipo Sungold 72 horas ap6s inoculagdo, sem SiNtOMa............ccoeeeeeverereeennns 37

Figura 05 - Diferenca de severidade (%) dos genotipos suscetiveis a Mancha Foliar de
Glomerela do Banco de Germoplasma de Magd (BGM) da Epagri / Estacéo
Experimental de Cagador - EECd, SC, 2008..........ccccoeveiieire e 39

Figura 06 - Perfil de bandas amplificadas no iniciador NZ02b1l em 42 genétipos de macieira
do Banco de Germoplasma de Macieira da EPAGRI/Cagador-SC . M =10 pb...49

Figura 07 - Perfil de bandas amplificadas no iniciador CH03a09 em 46 gendtipos de macieira
do Banco de Germoplasma da EPAGRI/Cagador-SC. M= 10 pb........cccccecvvvnene 49

Figura 08 - Dendograma baseado em analise de UPGMA de 169 genétipos de macieira do
Banco de Germoplasma da EPAGRI/cagador, usando 12 marcadores
MICTOSSALEIILES. ...ttt et e st et e e e 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Gendtipos resistentes do BGM da Epagri / Estacdo Experimental de Cagador -
EEC, SC, 2008........ceiiiiiireiiie et e ettt st et e es e enea 38

Tabela 02 - Microssatélites (SSR) e temperaturas de anelamento utilizadas nas reagdes de
PCR com o0s gendtipos do Banco de Germoplasma da Epagri-Cagador-
ST OSSP P TR PRPR PR 47

Tabela 03 - Tamanho, nimero de alelos e freqliéncia observada (Ho) e esperada (He) de
heterozigotos de cada primer MicroSSatélite...........cooeiveriiiiiieinie e 48



LISTA DE ABREVIATURAS

ABPM- Associagdo Brasileira dos Produtores de maca

BGM- Banco de Germoplasma de Macieira

cv- cultivar

EDTA — Ethylene DiamineTetracetic Acid- Acido Etileno Diamino Tetracético
Epagri - Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A.
PCR - Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia de Polimerase

SSR - Simple Sequence Repeat - Seqiiéncias Unicas Repetidas (microssatélites)

TBE - Tamp&o tris - acido borico — EDTA



SUMARIO

APRESENTAGCAO . .......ooieeeeeee ettt et es s e et es s s ns e sn e 14
L CAPTTULDO Lttt s 17
1.1 REFERENCIAL TEORICO.......oieoeceeeeeeeeeeeeeeesee e tessesesaesse s sen s aen e 17
L2 AMACIEIRA .. ottt etttk ettt se ettt enes 17
1.2.1 Melhoramento VEGETAL..........ccouuiriie et 20
1.2.2 Mancha foliar de glomerela.............ccveiiiiiii e 23
1.2.3 Bancos de germOPIaSMa..........oueririr ettt et s et e e s 25
1.2.4 Marcadores MOIECUIAIES...........oocuei it ettt et et e e e 28

2 CAPITULO Il - ESTUDOS DA RESISTENCIA GENETICA DOS GENOTIPOS DO
BANCO DE GERMOPLASMA DE MACIEIRA DA EPAGRI A MANCHA FOLIAR

DE GLOMERELA (Colletotrichum gloeosporioides)..........ccccereinieienecinieeiine e 31
2.1 RESUMO ... .ottt ettt e b ettt ettt bbb et 31
2.2 ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e et es e et h s e e bt ettt et eh e e ebe e e 32
2.3 INTRODUGAD........ooeeieececeeeeee e ee e nes s 32
2.4 MATERIAL E METODOS........ooecieieieeeeeeeeeee e eeeseseessssenas e e sessess s 34
2.4.1 Material VgLl .........coeuiieie ettt et e e e 34
2.4.2 Preparo do in6culo e iNOCUlagao dOS ramOS.........ccoveueieeeueeiee et e 35
2.4.3 Incubacéo e avaliacdo do grau de severidade de ataque do C. gloeosporioides....... 35
2.4.4. Delineamento experimental e analise estatiStiCa............ccoevrerriiiieienceneencseeas 36

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cceeuiiriiiiiiiiisississise s 37



3CAPITULO Il - CARACTERIZACAO GENETICA DE GENOTIPOS DE
MACIEIRA DO BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DA EPAGRI VIA

1] - TSRS 42
B L RESUMO ...ttt ettt sttt bbbt et n e e s n e 42
3.2 ABSTRACT ..ottt ettt e bbb et es e bbb ettt ehes sttt enane e eren s 42
3.3 INTRODUGAD.........oeieeeeeeie e tereeeeeteeee e ee et s e v s nene e, 43
3.4 MATERIAL E METODOS.......ooiuieieeeeeeeieiesiesees e eses s sesss s e ensns s ssnaas o 44
3.4.1 COleta de amMOSIIAS. ......coueeeiiieeieeieeieieeie ettt e er e 44
3.4.2 EXIragho 08 DINA. ... ..ottt bttt en e 45
3.4.3 Reacgdes de amplificacdo, separacdo dos fragmentos por eletroforese e detecgdo das
DANAAS POIIMOITICAS. ....cveueee et e et et e e e e en et 46

3.4.4 Andlise de diversidade genética entre 0S genOtiPoS........c.cevreeirierererieierieeee e 46
3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO........oooieeeeeeieeieseeeeeteeeeeiecerees e essesses s en s s, 47
3.6 CONSIDERAGCOES FINALIS........oooeeeeeee e ens s s e 52
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooiiiiiiieiieeiieeiee s 53

SANEXOS. .. et 64



14

APRESENTACAO

A macieira € uma das principais culturas agricolas para o Estado de Santa Catarina,
sendo o principal produtor, respondendo com 52% da &rea dos hectares plantados, e por 52%
da producdo nacional. O Estado do Rio Grande do Sul responde por 42% da &rea plantada e
por 44% da producdo, enquanto que o Estado do Parana possui 6% da area plantada no pais e
responde por 4% da producdo (BONETI et al., 2002).

No Brasil esta cultura apresentou expanséo rapida a partir do final da década de 1960,
devido ao interesse de algumas empresas privadas localizadas em Fraiburgo, SC; ao incentivo
federal para o reflorestamento existente na época; & implantagdo do Programa de Fruticultura
de Clima Temperado para o Estado de Santa Catarina em 1969 (Profit), e a cooperagéo
técnica firmada entre o governo de Santa Catarina e Japdo, em 1970 (KATSURAYAMA,
2005).

O cultivo da macieira é uma atividade relativamente recente no Brasil. No inicio da
década de 70, a producdo anual de macas era de cerca de 1.000 toneladas. Com incentivos
fiscais e apoio a pesquisa e extensdo rural, o Sul do Brasil aumentou a producéo de macés em
quantidade e em qualidade, fazendo com que o pais passasse de importador a auto suficiente e
com potencial de exportacdo. Em levantamentos feitos pela Associagdo Brasileira de
Produtores de Macds (ABPM), verificou-se que na safra de 2001, aproximadamente 2700
produtores estiveram envolvidos na cultura e a area plantada foi de cerca de 30.000 ha, com
producdo estimada de 800.000 t. A macé brasileira j& conquistou os consumidores de outros
paises, especialmente os europeus, onde 10 a 20 % da fruta sdo exportados para a Europa
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 2003).

Devido a grande importancia sdcio-econdmica que a macieira representa para este
Estado, desenvolve-se desde 1973 o programa de melhoramento genético da macieira,
trabalho efetuado pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuédria e Extensdo Rural de
Santa Catarina), sendo que o objetivo principal do programa € introduzir variedades
adaptaveis e resistentes as principais doencas e pragas existentes no Estado de Santa Catarina
(DENARDI & HOUGH, 1987).
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A conservagdo de germoplasma de ragas locais, cultivares domésticas e parentes
silvestres de espécies agrondmicas tem sido uma das mais importantes &reas de pesquisa na
Boténica. Seu principal objetivo é o desenvolvimento de técnicas para a conservacdo em
longo prazo da variabilidade genética de espécies vegetais com a méaxima integridade genética
e bioldgica possivel (BAJAJ, 1995).

Pesquisas envolvendo prospecgdo, conservagdo, caracterizagdo e uso do germoplasma
sdo fundamentais para subsidiar a incorporacdo de novas macieiras com caracteristicas
agrondmicas de interesse em programas de melhoramento genético. Ja que a cultura da
macieira esta sujeita ao ataque de doencas tipicas de clima temperado como no caso da Sarna
causada por Venturia inaequalis e a Mancha foliar de glomerela (MFG), causada por
Colletotrichum spp (KATSURAYAMA & BONETI, 2001).

A Mancha foliar de glomerela, causada pelo fungo Colletotrichum spp, é uma doenca
da macieira tipicamente brasileira. Em Santa Catarina ela se estabeleceu no ciclo 1988/89. A
origem do patdgeno ndo é conhecida, e afeta as cultivares de macieiras derivadas da * Golden
Delicious’. A Gala apresenta alta suscetibilidade, enquanto a Fuji, ndo derivada da ‘ Golden
Delicious’ ndo é afetada (BECKER et al., 2000).

O controle da MFG é realizado exclusivamente com aplicacbes de fungicidas,
aumentando o custo de producdo e a probabilidade de residuos. Por isso a obtencdo de
cultivares resistentes & mancha foliar de glomerela é uma das medidas mais importantes para
a sustentabilidade da cultura da macieira no Sul do Brasil. Com a inclusdo da resisténcia,
pode-se retardar o progresso da epidemia e, com isso, reduzir o uso de fungicidas,
principalmente no periodo que antecede a colheita (KATSURAYAMA, 2001). Além disso, a
partir destas selegdes pode-se obter material cada vez mais resistente (MASUDA et al., 1999),
sem perda da qualidade agrondmica inerente a Gala.

As espécies de magds selvagens que levam genes responsaveis pela resisténcia a estes
agentes sdo muito importantes, e podem ser usados como material original para
desenvolvimento de variedades novas. Conseqlientemente, a avaliagdo do polimorfismo
genético e também a andlise da diversidade entre espécies selvagens e cultivadas podem ser
Uteis para desenvolver novas formas de resisténcia.

Entre os métodos usados para avaliar a diversidade genética, destacam-se 0s
marcadores bioguimicos e moleculares. Tais marcadores representam o resultado direto da
expressdo de um gene ou ainda fracbes do proprio genoma, além de ndo estarem sujeitos a
influéncia do ambiente (GRATTAPAGLIA et al., 1992).
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Microssatélites sdo considerados apropriados para identificar variedades, por causa da
sua habilidade para descobrir grandes nimeros de alelos repetidamente, com preciséo, e
eficazmente (McCouch, 2006). E também pela alta taxa de mutacéo existente neste marcador.

O uso de cultivares resistentes, bem como o de outras técnicas de manejo integrado
tem sido a medida mais eficaz, econdmica e ecoldgica de controle de doengas. O
desenvolvimento de variedades resistentes a doengas € basico para todas as culturas agricolas
visando: diminuir custos de producdo, garantir a seguranca de trabalhadores agricolas e de
consumidores e a qualidade mercadoldgica, a preservacao do ambiente e a sustentabilidade do
agronegocio (QUIRINO, 1998). O trabalho teve como objetivo identificar gendtipos
resistentes a Mancha foliar de glomerela e a diversidade genética nos gendtipos do BGM da
EPAGRI-Cagador.
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1 CAPITULO |
1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.2 A MACIEIRA

A evolucdo da macieira deve ter iniciado hé 25 milhdes de anos, tendo como centro de
origem a regido do Caucaso, cadeia de montanhas da Asia entre 0 mar Negro e Céspio com
1200 km de extensdo e altitude de 2000 metros, a leste da China. O inicio do desenvolvimento
das espécies de macieira atuais provavelmente ocorreu apés o final da Gltima era glacial, ha
20 mil anos (BLEICHER, 2006). O centro de origem da macieira (Malus X domestica) esta
dentro das gamas montanhesas da Asia Central (HARRIS, 2002; JUNIPER, 2006).

Embora o género Malus seja geneticamente muito diverso, as variedades cultivadas de
macieira, ttm uma base genética muito estreita (Way et al ., 1990). A macieira domesticada e
cultivada (Malus X domestica Borkh.), da familia Rosaceae, € um hibrido interespecifico,
incluindo: M. sylvestris Miller, M. siervesii (Ledeb) M. Roemer, M.orientalis Uglitzk, M.
baccata (L.) Borkh. e M. prunifolia (Willd.) Borkh, as quais estariam envolvidas em
diferentes graus no desenvolvimento da grande parte de variedades de macieira cultivadas no
mundo (Hokansom et al., 1997; Janick et al., 1996; Korban, 1986).

O namero exato de espécies de Malus ndo é conhecido, sao estimados entre 25 a 35
(PONOMARENKO, 1986; WATKINS, 1995) e mais de 7.000 cultivares tem sido descritas
na literatura (WAY et al. 1990). Segundo a ABPM (2004) a macieira cultivada, denominada
Malus x domestica Borkh, é uma das frutiferas que engloba a maior quantidade de variedades
conhecidas, com 3 a 4 mil variedades, as quais sdo cultivadas em grande escala, em
diferentes partes do mundo.

Em meados do século XX, os programas de melhoramento genético da macieira nos
Estados Unidos foram reduzidos e cole¢cbes de muitas estagbes experimentais foram
eliminadas. Isto resultou em perda considerdvel do germoplasma desta espécie (LAMB,
1974).
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A maioria dos cultivares de macieira é dipldide (2n=34); mas numerosos clones séo
tripldides (2n=51) e algumas poucas variedades sdo tetraploides (2n=68). A origem do
nimero bésico hapldide de Malus e outras Pomoideae, x=17, tem sido atribuida & hibridacéo
ancestral entre dois tipos remotos selvagens, Prunoideae (x=8) e Spiraeoideae (x=9)
(CHALLICE & WESTWOOD, 1981). Se isto de fato ocorreu, a macieira pode ser
considerada uma espécie alopoliploide.

De fato, estudos com marcadores isoenzimaticos com pdlen de progénies de
cruzamentos controlados e de autofecundacdo indicaram que o genoma da macieira tem
origem alopolipldide (CHEVREAU et al., 1985). E atribuido a espécie M. sieversii uma das
possiveis doadoras de pdlen, a que deu origem a macieira cultivada. Harris et al. (2002), em
estudo com marcadores de rDNA (DNA ribossomico) e cpDNA (DNA de cloroplasto),
observaram que a macieira domesticada tem relacdo muito proxima com uma série de outras
espécies de Malus, indicando como potenciais parentais que deram origem a macieira
moderna, as espécies M.prunifolia, M. baccata, M. sieboldii, M. turkmenorum e M. sylvestris
(JUNIPER et al., 1998).

No Brasil o primeiro registro de implantacdo de pomar foi no ano de 1903, o qual
possuia 135 ha, e foi instalado com 52 cultivares recebidas da Itilia (BLEICHER, 2006).

Entretanto, o desenvolvimento comercial da cultura da macieira iniciou-se na década
de 70, impulsionado pelo pioneirismo de alguns produtores e apoio do governo do estado de
Santa Catarina. Através da execucéo do Profit, cujas metas naquela época previam um plantio
de 3.150ha de macieiras até 1975. Este foi 0 marco decisivo para a implantacéo do negdcio da
macd no Estado e no Sul do Brasil, sendo que passou da categoria de importador para
exportador para varias partes do mundo (ABPM, 2003).

Atualmente, a produgdo de macés é uma atividade consolidada no Brasil, exercendo
uma grande importancia socio-econdmica no pais. Os estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul sdo os principais produtores, sendo responsaveis por aproximadamente 90% da
produgdo nacional (BONETI et al., 2006). Inimeros desafios j& foram superados
possibilitando um aumento de produgdo de 1.528 t, em 1973, para 989.961 t na safra 2003/04
(Figura 01) (ABPM, 2004).
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Producao de macga no Brasil no periodo de 1973 a 2007
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Figura 01 - Producdo de maca no Brasil no periodo de 1973 a 2007.

(Fonte: ABPM- Associacdo Brasileira dos Produtores de Magés.)

A producéo de maga continua aumentando, sendo que teve um crescimento de cerca
de 100%, passando de 53 mil toneladas em 2006 para 106 mil toneladas em 2007. De janeiro
a junho foram exportadas 372 mil toneladas em 2007 contra 326 mil em 2006, representando
um crescimento de 14% em volume. Quanto ao valor, as exportagdes dos seis primeiros
meses do ano representaram US$ 203 milhdes, 30% a mais que em 2006 - US$ 156 milhdes
(ABPM, 2008).

As empresas nacionais lideres no setor contam com 78% na producao das variedades
Gala, Fuji e variedades oriundas de suas mutaces (Royal Gala, Imperial Gala, Galaxy, Fuji
Suprema), as quais sdo produtos de classe internacional com permanente atualizagéo
tecnoldgica e de controle ambiental (ABPM, 2005).

Mas apesar de a macieira ser uma das espécies de cultivares mais consumidas, varias
sdo as dificuldades encontradas no cultivo desta espécie, entre estas, a falta de adaptacdo das
plantas em algumas regides, devido a falta de fatores edafocliméticos relacionados a

temperatura, altitude, precipitacdo, entre outros fatores (PETRI, 2006).
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1.2.1 Melhoramento vegetal

Até a metade do século XX, a maioria das cultivares de macieira tinha sido obtida por
acaso, de seedlings selecionados por fruticultores. O inicio de programas de melhoramento
genético dirigido é atribuido a Thomas Andrew Knight (1759 — 1838) que produziu as
primeiras cultivares de genealogia conhecida. Nos Gltimos 25 anos, seedlings derivados de
hibridagdes controladas, passaram a ter sucesso comercialmente, incluindo-se as cultivares:
Elstar, Gala, Mutsu, Pinck Lady, Jonagold e Empire. As cultivares Empire e Mutsu
descendem da cv. Delicious e as demais, de Golden Delicious (JANICK & MOORE, 1996).

O melhoramento da macieira € largamente desenvolvido ao redor do mundo. Foram
iniciados programas de melhoramento a mais de 50 anos na Europa e America do Norte
(DUREL, 1998). As principais caracteristicas buscadas no melhoramento s&o a alta qualidade
do fruto, combinada com resisténcia a doencas e pragas (LAURENS, 1998).

O inicio do programa de melhoramento da macieira no Brasil foi no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), na década de 50, onde foram lancados diversos cultivares de
baixa exigéncia em frio, a maioria entre 500 e 600 horas de acimulo de frio necessario,
incluindo-se as cultivares Rainha, Paulista, Bonita e Culinaria (RIGINATO et al.,1975).

A partir de 1973, o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) implantou cole¢Bes de
cultivares em Palmas e Guarapuava, lancando as cultivares Eva, Caricia e Anabela, todas
adaptadas as condi¢Bes de inverno ameno. A cultivar Eva, de modo especial, teve grande
aceitacdo por parte dos produtores, por aliar a essa caracteristica, o fato de produzir bons
frutos de maturacéo precoce (HAUAGGE & TSUNETA, 1999, HAUAGGE & BRUCKNER,
2002).

Hoje, o maior programa de melhoramento de macieira encontra-se no estado de Santa
Catarina. Entre 1973 e 1982, a Empresa Catarinense de Pesquisa Agropecuéria (EMPASC)
hoje EPAGRI, concentrou esfor¢cos nos estudos da identificagdo de um germoplasma
promissor, a ser usado como parental para objetivos especificos, tais como de baixa a
moderada necessidade de frio, frutos de alta qualidade, alta produtividade e curto periodo de
juvenilidade (DENARDI & HOUGH, 1987).

A partir de 1982, foi dada énfase para se obter cultivares adaptados as condigbes das
regides produtoras de Santa Catarina, com 500-600 horas e com 700 horas de frio. O melhor
germoplasma disponivel até entdo, para estender a colheita por mais de quatro meses, junto

com boa adaptacdo climética, sabor e textura, eram constituidos pelos cultivares Mollie’s
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Delicious, Gala, Golden Delicious e Fuji. Cruzamentos entre estas cultivares produziram
progénies segregando para mais baixa necessidade em frio, do que aquela apresentada pelos
genitores (DENARDI et al., 1998).

Atualmente, o programa de melhoramento genético da macieira na Estagdo
Experimental de Cacador (EPAGRI) objetiva a criagdo de novas variedades imunes ou
resistentes as principais doengas como a sarna (Venturia inaqualis), podriddo amarga
(Gromerella. cingulata) e Mancha foliar de glomerela (Colletotrichum spp). Além disso,
também h4 o objetivo de desenvolver porta-enxertos adaptados as condiges edafoclimaticas
(DENARDI & HOUGH, 1987).

A producdo nacional de macas é representada em grande parte, pelas cultivares Gala e
Fuji, usando como polinizadoras as cultivares Golden Delicious, Mollie’s Delicious e Granny
Smith. A cultivar Fuji tem como principal limitagéo a fraca coloragédo da epiderme e quando
cultivada em altitudes inferiores a 1.110m apresenta desuniformidade de tamanho e formato
dos frutos. A cultivar Gala ndo consegue expressar todas as suas caracteristicas em locais
onde apresentem frios hibernais insuficientes. Outras cultivares, de maturagdo mais precoce
do que a Gala, como as cultivares Eva, Princesa e Condessa tém tido boa aceitagéo por parte
dos produtores (DENARDI et al., 1988). A Epagri desde entdo, tem lancado vérias cultivares
de macieira provenientes do programa de melhoramento genético, dentre elas, Primicia
(DENARDI et al., 1986), Princesa (DENARDI et al., 1986), Fred Hough (DENARDI &
CAMILO, 1994), Joaquina (DENARDI & CAMILO, 1994), Catarina (BONETI et al., 1996),
Baronesa (DENARDI & CAMILO, 1997), Lisgala (DENARDI et al., 1997), Fuji Suprema
(PETRI et al., 1997), Condessa (DENARDI & CAMILO,1998¢c), Daiane (DENARDI &
CAMILO,1998a), Duquesa (DENARDI & CAMILO,1998b) e Imperatriz (DENARDI &
CAMILO,2000).

O declinio na diversidade genética que vem ocorrendo no nimero de programas de
melhoramento genético a nivel mundial tem ocorrido a despeito do estabelecimento de
problemas com pragas e doencas, onde a demanda no crescimento da cultura da macieira
exige alta qualidade e resisténcia a estresses bidticos e abioticos. As populacBes a serem
melhoradas, por esta razdo, devem ter suficiente variabilidade genética na selecdo de
gendtipos superiores que satisfacam & demanda do mercado futuro (SHELBOURNE et al.,
1986). Estas populagbes melhoradas devem incluir genétipos que apresentem boa
adaptabilidade climética e de solos, resisténcia a doencas e com boas caracteristicas de
frutificacdo (IPBGR, 1982; WAY et al., 1990).
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As colecOes de germoplasma que apresentam diversas fontes de material genético, séo
a matéria prima necessaria para os programas de melhoramento genético, de domesticacdo de
novas espécies, assim como para evitar ou diminuir a vulnerabilidade que resulta da utilizacdo
de bases genéticas estreitas. Isto implica em dispor de cole¢des de um amplo espectro de
espécies, tanto cultivadas como silvestres, pertencentes a um mesmo acervo genético, ja que o
advento das técnicas moleculares possibilitam manipulacdo do genoma das espécies
impensada até pouco tempo (FERRER & CLAUSEN, 2001).

A resisténcia genética e considerada a estratégia mais eficaz no controle de doencas de
plantas agricolas. H& vérios exemplos do seu emprego em culturas anuais e perenes, sendo o
uso de variedades resistentes de grande auxilio no decréscimo de aplicacBes e concentragdes
de fungicidas (LOPEZ, 2001). Geralmente, é necessario explorar novas fontes de
variabilidade genética, seja para encontrar caracteristicas especificas de interesse como
resisténcia a doengas, pragas e estresses ambientais ou para avangar e inovar no processo de
melhoramento genético frente as novas exigéncias do mercado (ALVES, 2002).

Cultivares que possuem resisténcia vertical geralmente mantém-se resistentes apenas
por um curto periodo de tempo devido ao aparecimento (por mutagdo) e/ou sele¢do de genes
correspondentes de viruléncia na populacdo patogénica (LAMBAIS, 1995).

O emprego da resisténcia genética no controle de doencas vegetais representa um dos
mais significativos avancos tecnoldgicos da agricultura. O uso de cultivares resistentes é o
método de controle preferido simplesmente por ser o mais barato e de mais fécil utilizagéo
(BOREM, 1997) .

O estabelecimento da cultura da macieira tem sido acompanhado pela ocorréncia de
vérias doengas, destacando-se entre elas, a sarna causada pelo fungo Venturia inaequalis, a
mancha-foliar-da-Gala (MFG) causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, o oidio
causado pelo fungo Podosphaera leucotricha e o “Russenting” anelar, doenga transmissivel
por enxertia causada por virus. (PETRI, 1998). A MFG é uma das doengas que causa mais
danos no Estado, pois estd associada a cultivar Gala que representa suscetibilidade a esta
doenca, a qual representa mais de 50% de &rea cultivada em Santa Catarina.

Dessa forma, o desenvolvimento de variedades de magd que tenham resisténcia
durdvel a mancha foliar de glomerela € de extrema importancia para o programa de
melhoramento da EPAGRI/Cacador, que j& vem trabalhando na criacdo de novas variedades
imunes ou resistentes as principais doengas como a sarna (Venturia inaequalis) e a mancha
foliar de glomerela (Colletotrichum gloeosporioides) e a podriddo amarga (Glomerella

cingulata). E importante ressaltar, ainda, que as obtencBes de cultivares de Gala resistentes a
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MFG reduziriam o nimero de aplicagdes de fungicidas na cultura, o que vem ao encontro da
crescente preocupagdo, por parte da sociedade, em consumir produtos mais naturais, com a

menor quantidade possivel de agrotoxicos (BONETI et al., 2001).

1.2.2 Mancha foliar de glomerela

Atualmente, em algumas regides produtoras de macd do sul do Brasil, uma das
doencas preocupantes é a mancha foliar da 'Gala’ (MFG). Nos Gltimos tempos, a incidéncia da
MFG, causada por Glomerella cingulata (Colletotrichum gloeosporioides), vem aumentado.

A Mancha foliar de glomerela é uma doenca caracteristica das macieiras, é causada
pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides que pode estabelecer relagdes parasiticas com
vérios hospedeiros. Desde a sua primeira constatagdo em 1983, no municipio de Porto
Amazonas (PR) a Mancha foliar de glomerela vem se espalhando por todos os pomares de
macé do sul do Brasil (LEITE et al., 1988). Disseminou-se para a regido de Fraiburgo, SC, e
atualmente encontra-se por toda a regido produtora de maga do Sul do Brasil. Apesar de se
manifestar mais severamente nas regides de clima mais quente, esta doenca pode ocorrer
também nas regibes mais frias, como a de S&o Joaquim, SC, conforme verificado no ciclo
1997/98 e 1998/99 (BONET]I, 2001).

E favorecida pela elevagio da temperatura, sendo que quando esta ultrapassa os 20°C,
10 horas de periodo de molhamento foliar (PMF) é suficiente para que ocorra a infecgéo e os
sintomas aparegam em apenas 45 horas. Em relagdo aos frutos, quando submetidos a este
mesmo PMF, o periodo de incubacdo da doenca varia de 3 a 4 dias, sendo que a doenca
também ¢é favorecida pela elevagdo da temperatura. Entretanto, a doenga também pode se
estabelecer sob baixas temperaturas, como a 12°C, desde que o PMF seja bastante longo
(HAMADA, 2005).

Esta doenca se manifesta durante o verdo, causando desfolhamento severo das
macieiras de diferentes cultivares. As folhas inicialmente apresentam manchas avermelhadas
difusas. Mais tarde, o centro da lesdo torna-se necroético, com formato irregular e tamanho
varidvel. As folhas lesionadas geralmente amarelecem e caem em curto periodo de tempo
(BONETI et al., 2006).

A germinagdo dos conidios ocorre somente na presencga de agua livre ou em elevada
umidade relativa proxima a 100%, sendo que os conidios séo o principal in6culo da doenca
(BECKER et al., 2000). No processo de infeccdo, o apressorio adere a superficie do

hospedeiro por meio de uma mucilagem hemiceluldsica, emitindo hifas de penetragdo e
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colonizacdo do tecido. Além das propriedades de sobrevivéncia, adesdo e infeccdo do
hospedeiro, os apressdrios podem germinar dando origem a outros apressorios em cadeia
(MENEZES, 2002).

Dependendo das condi¢cdes ambientais ou do grau de maturidade do hospedeiro, a
penetracdo ndo ocorre imediatamente e 0s apressorios entram num periodo de quiescéncia.
Esta propriedade é de importancia consideravel para espécies de Colletotrichum que causam
infecgdes latentes em frutas (LOPEZ, 2001).

A sobrevivéncia deste patogeno foi estudada através do monitoramento das folhas
infectadas, coletadas da cultivar Gala. As folhas foram observadas quanto & formagdo de
peritécios de Glomerella cingulata, mas ndo foi constatada a presenca dos mesmos
(KATSURAYAMA & BONETI, 1999). Mas, segundo Katsurayama et al. (2000),
comprovou-se a presenca do patdgeno nas gemas e nos crancos, considerando que C.
Gloeosporioides pode sobreviver saprofiticamente nos cancros causados por outros patégenos
(JONES et al.,1996).

Segundo Crusius, 2001 a primeira evidéncia de que os esporos partiam do chdo foi
descartada nos seus estudos, confirmando a presenca do patdgeno nas gemas e nos cancros
das macieiras. Estas propostas também estdo de acordo com relatos realizados por Jones &
Sutton (1996) e Sanhueza (1999) previamente, que ja indicaram a planta dormente como a
fonte principal de indculo para a MFG.

Até pouco tempo ndo eram conhecidas racas do patdgeno e tampouco sua origem, mas
em estudos filogenéticos realizados por Ribeiro (2006) verificou-se que os isolados C.
gloeosporioides de macieira aparecem na mesma ramificagdo do isolado de citros, o qual se
encontra também no ramo do grupo dos isolados de goiaba serrana, sugerindo que estes
isolados de macieira possuem caracteristicas de ancestralidade com Colletotrichum spp.
causador de doencas em citros e em goiaba serrana. Estes dados corroboram com os de
KATSURAYAMA (2001) e FREEMAN et al. (1999), os quais sugerem que esta doenca
chegou as macieiras cultivadas nos Estados de Sdo Paulo e Parand, a partir das culturas
tropicais ou subtropicais, como o citros.

As cultivares de macieira que sdo descendentes do grupo “Golden Delicious” séo as
mais suscetiveis. Deste modo, a cultivar Gala apresenta alta suscetibilidade, enquanto a Fuji,
de genealogia do grupo Delicious, é considerada cultivar resistente (KATSURAYAMA et al.,
1999). Resultados de progénies de parentais resistentes e suscetiveis, quando inoculadas com
MFG indicaram a possibilidade de haver mais de um gene controlando a heranga da

resisténcia, ou seja, haveria um alelo dominante para o loco C; e dois alelos recessivos nos
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loci C2e C3 (DANTAS etal., 2006).

O mecanismo de resisténcia genética a esta doenga nas cultivares fundamentam-se em
reacdo de carater monogénico e sob controle homozigoto recessivo, o que ndo oferece
seguranca da permanéncia de sua eficiéncia a longo prazo para o controle da MFG.

Segundo Silva, 2007 a confirmagdo desta hipdtese limitaria a nivel comercial o uso
deste mecanismo de controle da MFG, devido ao iminente risco de quebra da resisténcia por
formas mutantes deste patégeno (novas ragas).

Diante disto, o estudo dos genotipos no Banco de Germoplasma para a obtencédo de
cultivares resistentes a Mancha da Gala é imprescindivel para o controle da doenga no Sul do

Brasil.

1.2.3 Bancos de germoplasma

O termo germoplasma é originario das expressdes “plasma” ou matéria primordial dos
seres vivos e “germinal”, referente as células germinativas, capazes de gerar novas células por
simples divisdo ou por unido de outros elementos germinais (PEREIRA, 1989).

Germoplasma é definido por Allard (1971) como sendo a soma total do material de
uma espécie. Assim, estes poderdo ser na forma de plantas, anteras, polen, sementes, tecidos
(meristema, calo), células ou estruturas ainda mais simples.

Entre as atividades do BGM (Banco de germoplasma de macd) estdo a coleta de
material silvestre e cultivado, a caracterizacdo e avaliacdo dos genotipos, e a promocao da
introducdo e intercAmbio desses recursos. Esse processo visa assegurar que 0 maximo de
diversidade genética seja preservada e utilizada de forma racional (FIGUEIRA &
CASCARDO, 2001).

A conservacdo in situ refere-se a manutencdo das espécies selecionadas no seu habitat
natural em parques, reservas bioldgicas ou reservas ecoldgicas. Conservacdo ex situ é a
conservacdo de espécies vegetais fora do seu ambiente natural, através de colecOes de plantas
no campo, de sementes em bancos de sementes, ou de cole¢bes de plantulas em bancos in
vitro.

A atividade cientifica da conservacdo de germoplasma foi proposta nos anos 70 para
prevencdo da erosdo genética e para o melhoramento da produtividade agricola (IBPGR,
1993). A conservagdo de germoplasma de ragas locais, cultivares domésticas e parentes
silvestres de espécies agrondmicas tem sido uma das mais importantes &reas de pesquisa na

7

Boténica desde entdo. Seu principal objetivo é o desenvolvimento de técnicas para a



26

conservacdo a longo prazo da variabilidade genética de espécies vegetais com a maxima
integridade genética e bioldgica possiveis (BAJAJ, 1995).

Essa conservacdo de germoplasmas de espécies tem por objetivo ainda, manter
indefinidamente a diversidade genética e garantir o maior nimero possivel de genétipos para
os programas de melhoramento genético (GIACOMMET], 1986).

Em Geneva, N.Y estd localizada a maior colegdo de germoplasma de macd, que
consiste em 5000 macieiras representadas por 2500 gendtipos diferentes. Entre eles estdo
espécies selvagens, landraces, cultivares atuais e cultivares obsoletas (1996).

Das colegdes existentes no Brasil, existem dois Bancos de Germoplasma de magé com
um numero significativo, um no IAPAR/PR com 748 gendtipos e outro na EPAGRI/SC com
442 genotipos.

Em Santa Catarina existe o banco de germoplasma de poméaceas mantido pela
EPAGRI- Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Figura 02)
0 qual esta situado nos paralelos geograficos: Longitude de 51° 00’ 59°”; Latitude: 26° 46’
32’ e altitude de 960 metros. A quantidade de frio hibernal médio é de 556 horas iguais ou
inferiores 7,2° C. As temperaturas minimas e maximas médias anuais sdo: inverno: 7,0° e

19,2° C, respectivamente; verdo: 15,1°C e 26,0° C.

Figura 02 - Banco de Germoplasma de Macieiras (BGM) EPAGRI/Cagador-SC.

(Fonte: FURLAN, 2007)
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Segundo Denardi (1997) o Banco de Germoplasma de Poméceas é composto por 717
gendtipos, sendo 442 de macieira (Malus sp.), 246 de pereira (Pyrus sp.) e 29 de marmeleiro
(Cydonia sp.). No Banco de germoplasma de maca (BGM) de macieira, a distribui¢do por
origem genealdgica é a seguinte: 380 genotipos descendentes da Malus pumila, Mill.; 33
gendtipos descendentes de hibridos das espécies silvestres Malus pumila e Malus floribunda;
10 genotipos correspondentes a espécies silvestres (M. aldenhamensis, M. atrosanguinea, M.
baccata, M. elley, M. hillieri, M. platicarpa, M. robusta, M. prunifolia) e 19 gendtipos de
porta-enxertos, pertencentes a espécie M. pumila. O BGM dispde de importantes fontes de
resisténcia genética as principais doencas e pragas da espéecie. Existem 33 gendtipos
portadores de resisténcia vertical a Sarna (Venturia inaequelis), também o clone Mildew
Immune, a cv. Discovery e 30 mutacgdes da cv. Delicious, todas portadoras de alta resisténcia
ao oidio (Podosphaera leucotricha). Em virtude da preferéncia mundial por frutos de
epiderme vermelha e porque esta caracteristica € dominante sobre frutos amarelos ou verdes
(sem antocianina), 0 BGM compde-se, basicamente, por variedades vermelhas (81,1%), sendo
a sua grande maioria composta por variedades importadas de outros paises (9,9%), tais como,
Estados Unidos, Europa, Japéo, Israel, Nova Zelandia, Australia e Argentina.

Dentre os gendtipos introduzidos no BGM, 61 sdo de origem brasileira, 30 sdo oriundas
do Rio Grande do Sul, 10 de Santa Catarina, 3 do Parana e 10 de S&o Paulo. Oito destes
materiais sdo de origem desconhecida, mas coletados nas regifes de colonizagéo européia em
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. O BGM ainda compreende mutagbes sométicas advindas
de variedades comerciais importadas, 30 mutag¢des da cultivar Gala; 9 mutagdes da Fuji; 8 da
Golden Delicious e 11 mutacGes da Jonagold. Um tergo dos gendtipos existentes atualmente
no BGM constitui-se de selecBes locais ou importadas, num total de 104 gen6tipos.

Em conjunto a conservacdo e ampliagdo do BGM, a Epagri vem utilizando 0s recursos
genéticos do Banco desenvolvendo um amplo programa de melhoramento genético, do qual ja
foram criadas 66 cultivares adaptados ao clima local e resistente as principais doencgas da
macieira. Este programa jé introduziu no mercado 10 novos cultivares de macieira, dentre as
quais trés sdo resistentes a sarna e sete séo resistentes a Mancha foliar de glomerela (MFG).
Dentre estas podemos destacar a Baronesa, Catarina, Fred Hough, Imperatriz, Princesa,
Condessa e Duquesa (DENARDI & HOUGH, 1987; DENARDI & CAMILO, 2002,).
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1.2.4 Marcadores moleculares

A utilizacdo de marcadores de DNA tem aumentado recentemente em virtude do
namero praticamente ilimitado de polimorfismos que podem ser obtidos e pelo fato de ndo
serem influenciados pelas condigdes ambientais. A documentagéo de todos os dados de
caracterizacéo e as informagdes dos gendtipos contidos nos Bancos de Germoplasma é uma
necessidade para permitir a rapida identificacdo de gendtipos com as caracteristicas desejadas.

A macieira € um bom exemplo para demonstrar a utilidade dos marcadores
moleculares, pois devido ao longo periodo de cada geragdo, o grande espago, tempo e alto
custo envolvidos na anélise e manutencdo de populagBes a campo e 0 modo de reproducédo
alogamo os estudos genéticos e de melhoramento pelas técnicas convencionais tém sido
dificultados. Nestas situa¢fes, os marcadores moleculares podem ser ferramentas muito Uteis
para detectar genes responsaveis por caracteristicas economicamente importantes e para
facilitar a selecfo dessas caracteristicas em programas de melhoramento (MALIEPAARD et
al.,1998, LIEBHARD et al., 2003b).

O desenvolvimento e a aplicagdo de marcadores altamente informativos, como 0s
microssatélites, para localizar e rastrear genes controlando caracteristicas agronémicas
importantes & essencial para o melhoramento da macieira. Esses marcadores podem ser
também utilizados para identificagdo de variedades e gerenciamento dos recursos genéticos
(GIANFRANCESCHI et al., 1998; GOULAO et al., 2001). Marcadores moleculares sio
imprescindiveis como auxilio na administracdo de bancos de germoplasma e programas de
melhoramento, que objetivam a ampliacdo da base genética por meio de cruzamentos amplos
(BRONDANI et al., 2003).

Dentre os marcadores mais informativos baseados nas diferencas de comprimento das
seqliéncias amplificadas pela reacéo de PCR estdo os microssatélites, ou simples seqiiéncias
repetidas (SSRs). Esta classe de marcadores moleculares tém sido amplamente utilizada em
estudos com diferentes aplicacbes em muitos campos da genética que incluem conservacao,
genética de populacdes, melhoramento molecular e teste de paternidade (OLIVEIRA et al.,
2006)

Esses marcadores estdo presentes em regifes expressas e ndo expressas do genoma e
sdo usualmente caracterizados pelo alto polimorfismo que é decorrente das altas taxas de
mutacdo presente nesses locos. Os erros que acontecem nos processos de recombinagéo, o

crossing-over desigual e o processo de slippage da polimerase no processo da replicagédo ou
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reparo do DNA sdo mecanismos que levam as altas taxas de mutagéo que variam de loco para
loco (STRAND, 1993; SCHLOTTERER, 2000).

Quando os microssatélites sdo individualmente amplificados, usando um par de
iniciadores complementares as seqléncias Unicas que flanqueiam, eles quase que
invariavelmente mostram extensivo polimorfismo para tamanho. Esta variagdo no tamanho
dos produtos de PCR é conseqliéncia da ocorréncia de diferentes nimeros de unidades
repetidas dentro da estrutura do microssatélite (MORGANTE & OLIVIERI, 1993:
McCOUCH et al. 19997).

Desse modo, varios alelos podem ser detectados para uma determinada populacéo.
Individuos homozig6ticos possuem o0 mesmo numero de repeticfes nos Cromossomos
homologos, enquanto individuos heterozigdticos possuem nimero de repeticdes diferentes
nos dois homodlogos. Portanto, o loco é definido pelo par de primers e os vérios alelos, pelo
tamanho das bandas amplificadas (OLIVEIRA, 2006).

Um grande ndmero de marcadores microssatélites tem sido descrito em macieira,
desenvolvidos em diferentes centros de pesquisa, tais como o NZ-SSRs, desenvolvidos pelo
"Horticulture and Food Research Institute of New Zealand” em Ackland, Inglaterra (Guilford
et al., 1997), CH-SSRs, desenvolvidos pelo “Institute of Plant Sciences, Swiss Federal
Institute of Technology” em Zurich, Suica (GIANFRANCESCHI et al. 1998; LIEBHARD et
al., 2002) e COL-SSR, originalmente identificados pela Cornell University, Geneva, NY,
USA (HEMMAT et al. 1997). Inicialmente foram desenvolvidos 16 iniciadores para Malus x
domestica (Borkh), oriundos de uma biblioteca gendmica da cultivar Golden Delicious, dos
quais foram validados em 19 cultivares de macieira, apresentando nimero medio de alelos por
loco de 6,1 com heterozigosidade média de 0,74.

Dentre os trabalhos com estes marcadores, destacam-se ainda o estudo em 66
gendtipos da colecdo do Banco da Universidade de Cornell, Geneva, NY, o qual foi avaliado
com 8 iniciadores microssatélites com o objetivo de caracterizacdo da diversidade e
identidade genética e das relagbes de parentesco entre 0s gendtipos. Altos niveis de variagao
foram encontrados com uma média de 12,1 alelos por loco e heterozigozidade média de 0,73
(HOKANSON et al.,1998). Em 2001 os mesmos autores ampliaram o trabalho para 142
gendtipos de 23 espécies de Malus. Desta vez o nimero médio de alelos por loco foi de 26,4 e
a heterozigosidade foi de 0,623. A conclusdo do estudo foi que com 8 iniciadores foi
suficiente para diferenciar todos os gendtipos estudados. SILFVERBERG (2006) construiu
um mapa de ligacdo em macd com 168 locos novos, quase que o dobro de SSRs ja

conhecidos.
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Grupos de pesquisadores em todo mundo tém desenvolvido mapas do genoma da
macieira. Os mapas ja existentes podem ser classificados em doisgrupos distintos: mapas de
referéncia, com o objetivo de servir de base para pesquisas futuras (MALIEPAARD et
al.,1998; LIEBHARD et al., 2003a), e mapas especificos, que visam localizar genes de
interesse, como genes de resisténcia a doengas (YANG et al.,, 1997; KING et al.,1998;
CHENG et al., 1998, PATOCCHI et al.,1999; XU et al., 2000; XU et al.,, 2002;
HUARACHA et al., 2004) ou relacionados a caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento das plantas (CONNER et al. 1998; LIEBHARD et al., 2003).

Nos ultimos anos, os trabalhos em genética de macieira fizeram significantes
progressos, em parte devido & disponibilidade crescente de marcadores de SSR. Estes
provaram ser extremamente Uteis por integrar estudos independentes e desenvolvimento de
inovadores procedimentos para avaliar associacbes entre os mesmos. O alto nivel de
transferabilidade, alto grau de polimorfismo, e a facilidade relativa pela qual eles s&o gerados,
enquanto sendo baseados em PCR, fazem deles marcadores de escolha para alinhamentos
entre mapas de ligacdo de macieira. (SILVERBERG-DILWORYH, 2006).

Todas estas caracteristicas fazem com que marcadores baseados em SSRs sejam
ferramentas ideais para identificagdo e discriminagdo de gendtipos e estudos de variabilidade
genética, pois permitem a determinacdo dos alelos presentes em uma populagdo. O célculo
das suas freqléncias apresenta elevado numero de alelos, isto é, alto polimorfismo
intraespecifico em cada loco, o que o torna informativo em populacdes diferentes permitindo
a caracterizacdo de distintos gendtipos em uma cole¢do (SAGHAI-MAROOF et al., 1994,
SHARMA et al., 1995; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Estes marcadores permitem ainda, compreender e organizar a variabilidade genética de
um programa de melhoramento de forma Unica, isto €, acessando a variabilidade do DNA, que
ndo é influenciada pelo ambiente como sdo, por exemplo, os caracteres morfoldgicos e
fenotipicos. A primeira consequéncia disto é a possibilidade de planejar os cruzamentos de
um programa de forma a maximizar as diferencas genéticas entre gendtipos elites. A segunda
é a possibilidade de organizar o germoplasma do programa em ‘pools’ génicos de interesse,
facilitando a escolha e diminuindo o nimero de combinacfes a serem feitas pelo melhorista
(MILACH, 1998).
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2 CAPITULO Il - ESTUDOS DA RESISTENCIA GENETICA DOS GENOTIPOS DO
BANCO DE GERMOPLASMA DE MACIEIRA DA EPAGRI A MANCHA FOLIAR
DE GLOMERELA (Colletotrichum gloeosporioides)

2.1 RESUMO

Uma das prioridades do programa de melhoramento genético de macieira da Epagri é
a obtencdo de cultivares resistentes a mancha foliar de glomerela - MFG, doenga essa causada
principalmente pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, e que tem causado elevadas
perdas na producdo. Para tanto, o primeiro passo é a identificagdo do germoplasma portador
dos genes de resisténcia. No presente trabalho foram utilizados 3 isolados de C.
gloeosporioides provenientes de diferentes regides produtoras de maca. Estes isolados foram
inoculados em 245 genotipos pertencentes ao Banco de Germoplasma de macieira — BGM, da
Epagri / Estagdo Experimental de Cagador - EECd, SC. Para a inoculagdo em tecido foliar, a
concentragdo de conidios foi ajustada para 10° esporos/ml. Setenta e duas horas apés a
incubacdo, sob temperatura de 25°C, foi realizada a avaliacdo da incidéncia para presenga ou
auséncia de sintomas e para severidade da doenca. Para esta, utilizou-se escala diagramatica, a
qual consistiu de 0= 0%; 1=3%; 2= 6%; 3= 12%; 4= 24%; 5= > de 48% da superficie foliar
com sintomas. Nesta avaliacdo considerou-se apenas as cinco primeiras folhas a partir do
apice de cada ramo inoculado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com trés repeticdes. As diferencas de severidade entre os gen6tipos foram testadas através da
Anova ndo-paramétrica Kruskal Wallis. Entre o0s gendtipos testados, 187 (76,3%)
manifestaram resisténcia e 58 (23,7%) manifestaram suscetibilidade a MFG. Entre as
cultivares suscetiveis, ndo houve diferenga no grau de severidade de ataque da MFG. Os
resultados obtidos neste estudo tém, dentre outras, a finalidade de subsidiar os programas de
melhoramento genético da macieira na selecdo de parentais, objetivando a incorporacéo de

resisténcia genética 8 MFG nas futuras novas cultivares.

Palavras-chave: Malus domestica Borkh. Melhoramento genético. Resisténcia a doencas.

Mancha foliar de glomerela.
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2.2 ABSTRACT

One of the priorities at this moment of the tree apple genetic breeding program in the
south of Brazil is the obtainment of the resistant cultivars of the “Mancha Foliar da Gala
(MFG)” disease. This illness is caused mainly by Colletotrichum gloeosporioides fungus,
what have been caused great loss in the apple production. Toward to solve this problem, the
first step is the vegetable identification, what will supply the resistant genes. In this work were
used 3 isolates of C. gloeosporioides from different apple producer places, and 245 access
belong to the Active Germoplasm Banc Apple Tree “Estacdo Experimental da EPAGRI de
Cacador, Santa Catarina”. To the inoculation in the leaf tissue, the concentration of the
conidia was adjusted to 10° spore/ml. After 72 hours of the incubation at 25°C, was realized
the evaluation of the disease incidence with presence and absence of the symptom and
severity, through the diagrammatic scale. The experimental delineation was completely by
chance with 3 repetitions. The severity differences among the access were tested through the
Anova non-parametric Kruskal Wallis test. Among the tested access, 185 were resistant and
32 susceptible. From those susceptible, there was not difference in the severity degree of the
MFG attack. The data obtained in this study can help in the choice of resistant access, what
could be used like parentage in the genetic breeding programs of the apple tree, in order to

obtain the resistance to this pathogen.
Keywords: Inoculation. Access. Resistant. Susceptible. Breeding.

2.3 INTRODUCAO

A magcd é a fruta de clima temperado de maior dispersdo, e a mais comercializada e
consumida como fruta fresca em todo o mundo, sendo a quarta frutifera mais produzida,
perdendo somente para citros, uva e banana (HAUAGGE & BRUCKNER, 2002). Pertencente
a familia Rosaceae tem suas origens nas montanhas do Caucaso, Oriente Médio e Leste
Asidtico. Bastante cultivada na Asia e Europa desde os tempos mais antigos, é hoje cultivada
em vérias regifes do mundo, desde a Sibéria até as regides altas dos tropicos (BLEICHER,
2006).

O BGM da EPAGRI é composto de um amplo acervo de germoplasma, cujos
gendtipos apresentam ampla diversidade de caracteristicas de importancia agronémica. Além

de importante acervo de caracteristicas de valor comercial, comp&em-se de valiosas fontes de
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resisténcia as principais doencas da macieira como a sarna (Venturia inaqualis), podridao
amarga (Glomerella. cingulata) e oidio (Podosphaera leucotricha), além da mancha foliar de
glomerela (Colletotrichum spp). Para os programas de melhoramento genético, a coleta, a
caracterizacdo e a manutencdo de germoplasma, sdo indispensaveis para ampliar e preservar a
variabilidade genética. HAMMER (2003) afirma que um banco de germoplasma ndo pode ser
um museu, devendo-se estimular a avaliagdo dos genotipos por meio de analises genéticas. O
manejo eficiente de germoplasma vegetal é de vital importancia para o pesquisador, pois este
precisa de um germoplasma geneticamente puro e bem caracterizado para utiliza-lo em suas
pesquisas e para o melhoramento (MARTINELLO, 2001).

O melhoramento genético da macieira é amplamente realizado na busca de maior
produtividade, melhor sabor, aparéncia, e armazenamento, mas é ainda deficiente na busca de
resisténcia da espécie para muitas doencas e pragas (ALDWINCKLE, 1990). Apesar da
macieira ser uma das espécies de fruteiras mais consumidas, varias sdo as dificuldades
encontradas no seu cultivo, dentre elas, a falta de adaptacéo das plantas em algumas regides,
devido a fatores edafocliméticos relacionados & temperatura, altitude, precipitacéo, entre
outros (PETRI, 2002).

No Brasil, a cultura da macieira esté sujeita ao ataque de inimeras doencas, tipicas de
clima tropical, devido as condic¢Oes climaticas marginais para o seu cultivo. Entre estas
doencas, a mancha foliar da glomerela (MFG), é atualmente uma das duas doencas mais
importantes da ‘Gala’ e de outras cultivares descendentes da ‘Golden Delicious’
(KATSURAYAMA, 2001). A MFG manifesta-se a partir do final da primavera, reduzindo a
producéo quantitativa e qualitativamente (BONETTI et al., 1999). Os danos mais comuns séo
a desfolha da planta em 50 a 75% e a formagdo de cancros em mais de 50% dos frutos
(CEREZINE et al., 1992).

O controle de doengas nos pomares de macieira no Sul do Brasil representa um dos
principais itens nos custos de produgdo. A macica aplicacdo de fungicidas, além de encarecer
a producdo de macds, tem efeitos danosos sobre o agroecossistema e sobre a salde do
consumidor. Dentre as alternativas de controle, a resisténcia genética, além de segura, tem
baixo custo e ampla aceitagdo social, visto que apresenta baixo impacto ambiental. Por isto,
ela representa um dos mais significativos avangos tecnoldgicos da agricultura. Segundo
BOREM (1997), o uso de cultivares resistente é o método de controle preferido, simplesmente
por ser 0 mais barato e de mais facil utilizago.

Em virtude da severidade de ataque e dos altos custos de controle, uma das prioridades

atuais dos programas de melhoramento genético de macieira no Sul do Brasil é a obtencdo de
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cultivares resistente & MFG. Neste processo, 0 passo inicial é a identificacdo de possiveis
fontes de resisténcia existentes no Germoplasma disponivel. Segundo as pesquisas ja
realizadas (KATSURAYAMA et al., 2001), cultivares como a Fuji sdo portadoras de
resisténcia de natureza monogénica e sob controle recessivo. Resultados de segregacéo
observados em estudos envolvendo outras cultivares resistentes, como Imperatriz, Daiane,
Baronesa, também apontam para este tipo de resisténcia (DENARDI, comunicacéo pessoal).
Inimeras pesquisas em nivel mundial envolvendo fruteiras tém revelado a ocorréncia de
quebra de resisténcias genéticas de natureza monogénica a fungos (OHM & SHANER, 1992).

Embora na literatura seja dito que a resisténcia genética do hospedeiro é, sem duvida,
0 método mais eficiente, econdmico e que menos riscos oferece a salde do produtor, do
consumidor e do ambiente (SARTORATO, 2006), é de fundamental importancia que este
recurso também oferega protecdo aos cultivos por longo tempo. Neste sentido, 0 objetivo
deste trabalho foi investigar primeiramente a presenca de novas fontes de resisténcia genética
contra a MFG nos gendtipos do Banco de Germoplasma da Macieira, na Epagri em Cagador
e, huma segunda etapa, verificar a possivel existéncia de fontes geneticamente diferenciadas

de resisténcia nos diferentes gendtipos portadores desta caracteristica.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Material vegetal

Para a inoculagdo dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides foram utilizados
245 gendtipos do Banco de Germoplasma da Macieira — BGM, da EPAGRI / Estacéo
Experimental de Cagador. Na escolha do material para este estudo, excluiram-se os gen6tipos
que se enquadravam nas seguintes situacdes: a) mutacdes somaticas das cultivares comerciais,
cujo fator mutante ndo tem relagcdo com a mancha foliar de glomerela — MFG; b) gendtipos de
natureza silvestre, produtores de frutos muito pequenos — carater dominante sobre tamanho
comercial; ¢) genotipos portadores de qualquer caracteristica altamente indesejaveis para fins
de melhoramento genético, como frutos de muito baixa qualidade, plantas de muito alto
requerimento de frio hibernal e/ou muito suscetiveis a outros organismos fitopatogénicos,
como a sarna (V. inaequalis), oidio (P. leucotricha), podriddo amarga (G. cingulata).

Durante os meses de dezembro e janeiro 2006/2007, foram coletados 4 ramos de
crescimento do ano para cada gendtipo com, aproximadamente, 40cm de comprimento.

Acondicionados em caixas de isopor contendo gelo, foram levados ao laboratdrio, onde foram
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preparados deixando-se apenas de 6 a 8 folhas mais novas, do épice caulinar. Imediatamente
foram colocados em potes contendo solucdo de agua destilada acrescida de 2,0% de acucar

para evitar a desidratacdo dos ramos até o final do periodo de incubacéo.

2.4.2 Preparo do indculo e inoculagdo dos ramos

Foram utilizados trés isolados de Colletotrichum gloeosporioides provenientes de
diferentes pomares de macieira, sendo um da regido de Cacador, o 4355-6, um da regido de
Campo Tenente-PR, 0 M-18, e um da regido de Fraiburgo, o0 M-15. Foram selecionados estes
isolados com base em outros estudos de inoculagdo da MFG, nos quais apresentaram elevado
indice de severidade de ataque (HAMADA, 2005). As colbnias dos isolados foram mantidas
em meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar 39g/ L) durante 14 dias em BOD, sob regime
de luz de 12h por 14 dias 24°C + 1°C. A suspensdo de esporos utilizada para as inoculagdes
foi obtida através de raspagem superficial do micélio das placas de petri e filtragem em gaze
esterilizada. As suspensdes de esporos dos trés isolados foram misturadas. Em seguida, foi
realizada a contagem da concentra¢do dos esporos com auxilio de hemacitdmetro Neubauer e
ajustada para 10° conidios/mL através de diluicdo em &gua destilada. Foram realizadas duas
inoculacBes. A primeira na totalidade das amostras dos 245 genétipos do BGM e a segunda
somente nos genodtipos que apresentaram sintomas na primeira inoculagdo. Foram feitas por
pulverizagdo da suspensdo de conidios utilizando um compressor de ar. Neste processo, o
tempo de inoculagéo foi rigorosamente cronometrado, pulverizando-se as 5 ou 6 folhas mais
novas, do &pice caulinar, durante 10 segundos por genétipo. Apos a inocula¢do, os ramos
foram borrifados com agua destilada, repostos nos vasos e, em seguida, cobertos com sacos

plasticos para manter as folhas imidas durante todo o periodo de incubag&o.

2.4.3 Incubacéo e avaliacdo do grau de severidade de ataque do C. gloeosporioides

Apos inoculados, os ramos foram mantidos sob incubacdo por 72 horas, em cdmara
Umida, com nebulizacdo intermitente, no regime horério de 45 minutos desligada para 15
minutos ligada, mantendo o ambiente em 100% de UR (Figura 03). A temperatura foi mantida
em 23°C + 1°C. Na testemunha foi empregada apenas agua deionizada e esterilizada. Apds
vinte e quatro horas, os ramos foram novamente borrifados e assim mantidos por mais 24

horas. Apos este periodo, 0s sacos plasticos foram removidos e o regime de nebulizagdo foi
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desligado. Apos quarenta e oito horas, foi feita a avaliagdo da presenca de sintomas de ataque
da MFG nos ramos. Vinte e quatro horas ap0s foi avaliada a severidade de ataque da doenca
com auxilio de uma escala diagramatica (BECKER, comunicacdo pessoal), onde 0= 0%;
1=3%; 2= 6%; 3= 12%; 4= 24%; 5= > de 48% da superficie foliar com sintomas. Nesta
avaliacdo considerou-se apenas as cinco primeiras folhas a partir do apice de cada ramo

inoculado. Para a estimativa da severidade, utilizou-se a seguinte formula:

Fin+F2n+F3.n+F4n+F5.n

Severidade(%) = cc

Onde: F = folha avaliada (1 a 5);

n = nota atribuida

Figura 03- A) Ramos dos gendtipos de macieira na cdmara de inoculacdo. B) Ramos dos gen6tipos de macieira
apds a inoculagdo, envoltos com sacos plésticos.

(Fonte: FURLAN, 2007)

2.4.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Para o ensaio de inoculacdo, o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, sendo que cada ramo representou uma repeticdo, ou seja, foram feitas trés
repeticdes por gendtipo. Os dados do ensaio foram submetidos a anélise de variancia para

dados nao paramétricos (Anova de Kruskal Wallis) com 5% de significancia. As diferencas de
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grau de severidade entre os gendtipos suscetiveis foram verificadas através do intervalo de

confianga entre as amostras.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio, em que foram inoculados 245 gendtipos do Banco de
Germoplasma de Macieira - BGM, a mistura de isolados de Colletotrichum gloeosporioides
foi patogénico para 58 genotipos (Tabela 02), totalizando 23,7%. Os demais 187 genotipos
(Tabela 01) se mostraram resistentes a mancha foliar de glomerella - MFG, totalizando 76,3%
do total inoculado. Os primeiros sintomas nos genotipos suscetiveis foram observados 48
horas ap6s a inoculacdo, quando as folhas inoculadas com os isolados apresentaram,
inicialmente, pequenas lesdes de coloracdo marrom-avermelhadas (Figura 04), distribuidas de
modo geral em toda a extensdo da folha. Apds 72 horas da inoculagdo, foi observado

progresso das lesdes e coalescéncia da area foliar afetada.

Figura 04 - A) Foto do gendtipo Akagui 72 horas ap6s inoculagdo apresentando sintoma e B) genétipo Sungold
72 horas ap6és inoculagdo, sem sintoma.(Fonte: FURLAN, 2007)

No presente estudo, folhas da cv Fuji ndo apresentaram sintomas, corroborando com
resultados obtidos em inoculagdes realizadas por HAMADA (2005). Este autor observou
sintomas somente na cv Gala quando usou diferentes isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, comprovando a suscetibilidade desta cultivar a esta doenga de acordo com
KATSURAYAMA et al. (2002).
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Tabela 01 - Genotipos resistentes do BGM da Epagri / Estacdo Experimental de Cagador - EECd, SC, 2008.

GENOTIPOS RESISTENTES DO BGM

21.300.21
21.300.13
21.361.75
21.373.58
21.379.64
21.502.1
21.555.13
Akane
Alkmene
Angius
Annurca
Argentina 2
Arlet
B. Boscoop
Baldwin
Baronesa
Belfigrigiole
Bem Davis
Black Stayman
Blackjon
Bonita
Braeburn
Brasil
Caricia
Carla
Catarina
Centenéria
Close
Conrad Red
Coop 8
Coop 14
Coop 16
Coop 24
D1R103T245
D1R102T116
D1R63T94
D1R68T571
D1R78T2
D2R30T30
D2R31T237
D2R38T126
D2R39T243
D2R40T253
D2R40T258
Daiane
Delcon
Delicia

Dorsett Golden
Dulcina
Early Styman
Ein Shemer
Empire
Ervin
Eva
Everest
Fiesta
Florina
FR 8
FR 16
Fred Hough
Fuji Suprema
Galicia
Gloster 69
Gold John
Goltey
Gorden
Grangile Red
Greensleeves
Grive Rouge
Groth Red
Harold Red
Hawai
Hamme 6
Hokuto
Holliday
Holland
Holly
Honey Gold
Imperatore
Imperatriz
Israel 8-3
Jamba
Jersey Mac
Jona Mac
Jonared
Jonathan
José Bins
July Red
Kendall
Kent
Kitanosaki
Liberty
M. aldenhamensis
M. atrosanguinea
M. floribunda
M. robusta

M-6039
Maayan
Mac Free
Malus eley
Mechinoku
Melrose
Mere
Milton
Monroe
N.Easygro
Natsumidori
Nebuta
Nero Red Rome
Newton Pippin
Niagara
Nippling Staymann
Nitany
NJ-36
NJ-41
NJ-44
NJ-45
NJ-49
NJ-50
NJ-51
NJ-55
NJ-75
Nova Mac
Ohrin
Orankis Ten
Pachacamac
Pacific Rose
Paulared
Pilat
Pome 3
Pome 10
Pome 12
Pome 14
Pome 15
Pome 16
Pome 17
Pome 20
Pome 24
Pome 25
Pome 28
Porporate
Priam
Princesa
Priscilla
PX 322

PX 647
PX 663
PX 1033
Quinte
Red Free
Red Delicious
Well Spur
Red Gold
Red June
Red Rome
Reinete Canada
Reinete du Mans
Rene Reinetes
Romy 50
Ruby Spur
Sansa
Shell Red
SM 69-2
SM 69-3
SM 78-2
SM 82-1
Spartan
Stark J. Gremes
Stark Jonadel
Staymann
Summerland
Sungold
Suntan
Super Kidd’s
Sweet Cornelly
Trop. Beauty
Tsugaru
Ultrared
Vered
Waine
W. Banana
Wealthy
Webster
Wemmerschok
Winter Gold
Yoko
Ziger

No segundo ensaio foram inoculados apenas 0s genotipos suscetiveis do BGM, com o

objetivo de se avaliar a severidade de ataque da doenga. Dos 58 gendétipos suscetiveis foram
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inoculados os 33, que possibilitaram uma segunda coleta seguida de material no campo. Entre
0s gendtipos suscetiveis, houve diferencas significativas quanto ao percentual de severidade
de ataque da MFG (Hz, n=995=55,99; p=0,0054). No entanto, conforme é mostrado na Figura
01, levando em conta o intervalo de confianga, as diferencas verificadas entre os gendtipos
analisados ndo tém grande magnitude. Isto permite sugerir que a relacdo de segregacédo
resistente : suscetivel é do tipo qualitativo, conforme descrita por KATSURAYAMA et al.,
(2004).
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Figura 05 - Diferenca de severidade (%) dos gen6tipos suscetiveis a Mancha Foliar de Glomerela do Banco de
Germoplasma de Maga (BGM) da Epagri / Estacdo Experimental de Cagador - EECd, SC, 2008.

Estes e outros pesquisadores obtiveram resultados de populagdes de cruzamentos
envolvendo combinagBes de cultivares resistentes e suscetiveis, que apontam para um
controle monogénico recessivo (KATSURAYAMA et. al., 2001; KATSURAYAMA et al.,
2004; DANTAS, et al., 2003). A confirmacdo da segregagdo monogénica recessiva para

resisténcia & MFG em macieira, certamente limitaria o uso deste mecanismo de controle em
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nivel comercial, devido ao iminente risco de quebra da resisténcia por formas mutantes (novas
racas) deste patogeno. Cita-se como exemplo outras doengas, como a sarna e o oidio da
macieira (SILVA, 2007). Por outro lado, ndo ha relatos de que existam ou de que tenham sido
conduzidas outrora pesquisas para resisténcia & MFG. Por ser uma doenga de climas quentes,
encontra no Sul do Brasil condi¢Ges ideais para seu desenvolvimento (KATSURAYAMA &
BONETI, 2005).

Entretanto, em trabalhos posteriores realizados por DANTAS, et al. (2005), quando
realizaram inoculagbes de C. gloeosporoides em diferentes populacbes segregantes, de
cruzamentos envolvendo cultivares resistentes e suscetiveis, incluindo ‘Gala’ e ‘Fuji’,
inferiram a presenca de trés genes que segregam de forma independente, sendo um dominante
e dois recessivos, que atuam de forma complementar.

Ainda que desvios das proporgdes esperadas para segregagdo monogénica tenham sido
observados em alguns cruzamentos, sugerindo que outros fatores estejam influenciando na
resposta da macieira ao Colletotrichum, segundo SILVA (2007), pouco se sabe a esse
respeito. Apesar da enorme variabilidade genética existente no género Malus, o melhoramento
tem sido realizado somente com um limitado “pool” génico. Com o agravante de que isto tem
sido feito tendo em foco apenas caracteristicas de importancia comercial, negligenciando os
aspectos fitossanitarios. Desta maneira, um grande nimero de cultivares comerciais derivaram
de cruzamentos nos quais um dos genitores foi a “Golden Delicious”- suscetivel 8 MFG - e/ou
a “Cox’s Orange Pippin” (NOITON & SHELBOURNE, 1992), cujos frutos sdo muito
apreciados pelos consumidores.

Alguns dos gendtipos do BGM que se mostraram suscetiveis a MFG, Condessa,
Duquesa, Elstar, Gala, Galicia, Hatsuaki, Horei, Jonafree, Jonagold, Kogetsu, Lisgala, Mutsu,
Odin, Pink Lady, Rainha, Summerred, Spigold, Yvette, possuem parentesco direto com a
Golden Delicious, confirmando este dado.

Nos resultados deste estudo, a maioria dos gendtipos existentes no BGM de Cagador ¢é
resistente & MFG (Tabela 01), incluindo muitos genétipos descendentes de, pelo menos, um
parental suscetivel, como a ‘Golden Delicious’. Resultados obtidos com inoculagdes
artificiais realizadas na Epagri (DENARDI, 2007 - informacdo pessoal), indicaram que as
cultivares Anna e Sansa - descendentes em F1 da ‘Golden Delicious’, e as cultivares
Imperatriz e Daiane, descendentes em F2 sdo todas resistentes.

Estudos realizados sobre a genealogia dos gendtipos existentes no BGM de Cacador
mostram que varios gendtipos com parentesco direto com a Golden Delicious apresentaram

resisténcia a MFG ( Arlet, Caricia, Ein Shemer, Greensleeves, Hawaii, HoneyGold, Red Gold,
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Sweet Corbelly, ShelRed, Summerland, Tsugaru, Yoko). Por outro lado, poucos genétipos
descendentes da ‘Delicious’ — resistente a MFG, apresentaram suscetibilidade no presente
estudo (Senshu, Aori).

A MFG é uma doenca de grande importancia aqui no Brasil e também nos Estados
Unidos e as relacBes entre patégeno e hospedeiro ainda ndo sdo conhecidas totalmente. Desta
forma a diversidade genética presente nas cole¢fes de germoplasma permite aos melhoristas
escolher a melhor estratégia a ser empregada nos programas de melhoramento (LEFORT-
BUSON, et al., 1988).

No desdobramento do presente trabalho, estudos complementares estdo sendo
conduzidos com o auxilio de técnicas de biologia celular e molecular objetivando investigar a

possivel existéncia de diferentes fontes de resisténcia a MFG.
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3 CAPITULO I1I- CARACTERIZACAO GENETICA VIA SSR DE GENOTIPOS DE
MACIEIRA DO BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DA EPAGRI

3.1 RESUMO

O estado de Santa Catarina € 0o maior produtor nacional de macé e esta cultura tem
grande importancia na economia do estado. A area plantada no estado é de 18,4 mil hectares e
a producdo gira em torno de 27,4 toneladas/ha. O Banco de Germoplasma de Macieira (BAG)
da EPAGRI possui 442 gendtipos, no entanto, este BAG ndo estd suficientemente
caracterizado para que possa ser utilizado de maneira eficiente em programas de
melhoramento. A caracterizacdo da diversidade genética dos genétipos via marcadores
moleculares, tem sido utilizada como uma importante ferramenta para maximizar os trabalhos
de manutencdo de bancos de germoplasma. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar geneticamente o Banco de Germoplasma de macieiras utilizando 12 primers de
SSR. A andlise de diversidade genética foi realizada através da extracdo do DNA de 169
gendtipos, utilizando-se folhas jovens. O método de extragdo utilizado foi CTAB e a
estimativa da concentracdo de DNA extraido foi feita em gel de agarose 0,8% com brometo
de etideo (0,3 pg/ml), tendo como padrdo DNA Fago Lambda (20, 50, 100 e 200 ng/pl). Foi
obtido um total de 197 alelos, sendo que o nimero médio de alelos por loco SSR foi de 16,4.
A expectativa média de heterozigosidade foi de 84%, o polimorfismo revelado pelo nimero
de alelos por loco teve uma percentagem alta de 82%. Pela andlise de similaridade genética

foram observados dois grupos.
Palavras chaves: Macieira. Germoplasma. DNA. Microssatélites. Diversidade
3.2 ABSTRACT
The Santa Catarina state is the bigger national producer of tree apple, and this culture

has a great importance in the state economy. The planted area of the state is 18,4 thousand of

hectare, and its production is around 27,4 ton/ha. The active germoplasm bank (BAG) of the
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EPAGRI has 442 access, however it is not completely characterized to be used efficiently in
genetic breeding program. The genetic diversity characterization of the access by means of
molecular marker studies, has been used like an important tool to maximize the maintenance
work of the germoplasm banks. In this way, the objective of this study was characterize
genetically the active germoplasm bank of the apple tree making use of 12 primers of SSR.
The analysis of genetic diversity was realized through the DNA extraction of the 169 access,
using young leafs. The extraction protocol used was the CTAB, and the estimation of the
DNA concentration was done in agarose gel 0,8% coloured with bromide ethidium (0,3
pg/ml), with DNA Fago Lambda (20, 50, 100 e 200 ng/pl) like pattern. A total of 197 alleles
were encountered, and the medium number of alleles by locus of SSR was 16,4. The medium
heterozigosity expectation was 84%, and the revealed polimorphism by number of the alleles
by locus had a high percentage (82%). The genetic similarity analysis showed two distinct

groups.

Keywords: Apple tree. Germoplasma. DNA. Microsatellites. Diversity.

3.3 INTRODUCAO

A insuficiente diversidade genética entre os parentais em programas de cruzamentos
pode resultar na reducgdo da variabilidade genética das populagdes, principalmente quando se
trata de caracteres quantitativos. Isso pode dificultar ou até impossibilitar a obtencdo de
ganhos significativos para estes caracteres, além de aumentar a vulnerabilidade genética da
espécie a fatores bidticos e abioticos (VIEIRA, 1988). Dessa forma, a analise da diversidade
genética tem como principal objetivo propiciar a caracterizacdo do germoplasma para fins de
utilizagdo em programas de melhoramento, favorecendo a identificagdo de parentais
promissores para hibridagdo (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

As diferencas entre 0os genotipos muitas vezes ndo podem ser identificadas através de
analises fenotipicas. A genética molecular, por meio da utilizagdo dos marcadores
moleculares, é hoje uma ferramenta fundamental para agilizacdo e aumento da eficiéncia no
processo de selecdo, pois antecipa e otimiza os experimentos de campo. A utilizacdo de
marcadores na identificacdo da variabilidade permite a selecdo de gendtipos superiores com

garantia de que os alelos favoraveis selecionados sejam transmitidos pelos genitores.
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A caracterizacdo de genotipos por marcadores morfoldgicos tem sido bastante utilizada,
mas efeitos ambientais podem influenciar na expressdo dos caracteres, alterando a sua
eficcia. Por esta razdo, marcadores moleculares podem ser aplicados para auxiliar na
caracterizacdo de gendtipos mantidos em bancos de germoplasma. Por produzirem
informagBes ao nivel de DNA, os marcadores moleculares revelam o polimorfismo de um
gene expresso ou de um segmento especifico do DNA, eliminando possiveis interferéncias
ambientais (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

Nos ultimos anos, analises genéticas de maca fizeram significativos progressos, em
parte devido & disponibilidade crescente de marcadores multialélicos de SSR. Estes
marcadores provaram ser uma ferramenta extremamente Util por conter resultados de estudos
independentes e no desenvolvimento inovador de procedimentos para avaliar associagdes de
genes marcados. O alto nivel de transferebilidade, alto grau de polimorfismo, e a facilidade
relativa pela qual eles sdo gerados, enquanto baseados em PCR, fazem deles os marcadores
escolhidos para alinhamentos entre mapas de ligagdo em magd (SILFVERBERG-
DILWORTH, 2006).

Os marcadores microssatélites, também denominados SSR (Simple sequence repeats),
apresentam atributos como consisténcia e ganho de tempo na obtengdo de resultados, tém
grande potencial para identificar polimorfismos em espécies com estreita base genética, e tém
sido bastante utilizados em estudos de variabilidade genética e mapeamento genético em
macieira (WANG et al., 1994) na busca de marcas proximas a genes de grande importancia
agrondmica.

O estudo da diversidade genética dentro dos bancos de germoplasma gera informacoes
que tém como objetivo otimizar a manutencdo e o manejo das colegdes basicas, facilitando o
acesso dos melhoristas a novos conjuntos génicos. Desta forma o objetivo deste trabalho foi
caracterizar a diversidade genética entre os 220 gendtipos do BAG de macieira da
EPAGRI/Cagador.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Coleta de amostras

A avaliacdo da diversidade genética, utilizando marcadores microssatélites (SSR), foi

realizada, em 169 gendtipos do Banco de Germoplasma de macieira da EPAGRI/Cagador

(Anexo 01), sendo gendtipos resistentes e suscetiveis a MFG.
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A coleta de material foliar foi realizada no més de janeiro/ 2007 no BGM, onde foram
coletadas folhas jovens no inicio do ciclo vegetativo, imediatamente acondicionadas em
caixas de isopor com gelo e levadas ao Laboratério de Andlises Genéticas do CAV/UDESC

onde foram armazenadas no ultrafreezer (-80°C) para posterior extracdo de DNA.

3.4.2 Extracdo de DNA

Para a extragdo do DNA gendmico, foram utilizadas folhas jovens, coletadas no inicio
do ciclo vegetativo. O método de extracao utilizado foi com CTAB, de acordo com DOYLE
& DOYLE (1987). Em cadinhos de porcelana, com aproximadamente 270 mg de tecido, as
folhas foram maceradas em nitrogénio liquido o suficiente para virar um p6 bem fino. Apds
este procedimento, 3 mL de um tampé&o de extragdo (2% CTAB; 5 M NaCl; 0,5 M EDTA pH
8,0; 1 M Tris-HCI pH 8,0 2% de PVP-40 e 2% [-mercaptoetanol) foi adicionado em cada
amostra, a qual foi transferida para 3 tubos de 2mL. Em seguida, 0 macerado foi mantido em
banho-maria a 65°C, por cerca de 30 minutos, sendo agitados a cada 10 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 1 mL da solucdo de 24 partes de cloroférmio para 1 de alcool isoamil,
homogeneizando-se levemente durante 5 minutos e centrifugando-se durante 10 minutos na
velocidade de 10.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e misturado com 1 gota de CTAB
10% juntamente com 1 mL da solucdo de 24 cloroférmio : 1 alcool isoamil, centrifugando
novamente durante 10 minutos na velocidade de 10.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e
adicionado 3/4 de etanol, mantendo-o no freezer (- 20°C) por cerca de 1 hora, no minimo.
Procedeu-se com a centrifugacgéo a 10.000 rpm descartando o sobrenadante e ressuspendendo
0 pellet. Em seguida foram feitas 2 lavagens com &lcool 70% : 1 acetato de s6dio 3M,
deixando secar em temperatura ambiente por 2 horas.O etanol foi descartado e as amostras
foram mantidas invertidas na bancada por 2 horas para secagem do DNA. Foram adicionados
70 uL de RNAse (10 mg.mL-1) em cada amostra e incubado por 30 minutos a 37°C e
armazenados a -20°C. A estimativa da concentracdo do DNA extraido foi realizada em géis
de agarose 0,8% contendo 3,0 uL de brometo de etideo, utilizando-se como padrdo o DNA

Fago Lambda, nas concentragdes de 20, 50, 100 e 200 ng.uL-1.
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3.4.3 Reagdes de amplificagéo, separagdo dos fragmentos por eletroforese, e detecgéo das
bandas polimorficas

Um total de 40 pares de iniciadores foram testados para amplificacdo de produtos
especificos em reacBes de PCR, nos 169 gendtipos de macieira, sendo que doze primers
(Tabela 02) foram usados para discriminar os fragmentos de DNA dos gen6tipos de macieira
por apresentarem melhor polimorfismo. Cada reagdo foi composta por um kit (Invitrogen)
0,85 ul de MgCl, 1,7 ul de Tampdo 10 X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 0,2ul de Taq
(5U/uL). As reagdes foram realizadas adicionando 3uL de DNA 10ng/uL, 1,75 de primer
forward e reverse e 3,54 uL de &gua ultrapura autoclavada por tubo e submetidas a
amplificacdo em termociclador Hibayd.

O controle negativo constituiu-se de uma reacdo com adicdo de 3,0 pL de agua
ultrapura ao invés de DNA. O programa de amplificacdo foi de uma desnaturacdo inicial em
96°C por 3 minutos e 30 segundos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50 ou 55°C
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e para finalizar 72°C por 7 minutos (HOKANSON et al.,
2001).

Os produtos das amplificacdes foram resolvidos em gel de poliacrilamida a 4% (10
mL de bis-acrilamida 30%, 42 gramas de uréia em 10 mL de TBE 5X, 200 ul de APS 10% e
84 uL de TEMED), para cada 60 mL de solugéo de gel, em cuba vertical. A solugéo tampé&o
utilizada nos eletrodos foi TBE 1X. Nas linhas de extremidade de cada gel foi utilizado como
marcador uma solugdo de fragmentos de tamanho conhecido, de 10 pb DNA Ladder
(Invitrogen). Em cada reacdo foi adicionado 7,0 pl de tampdo de amostra contendo
Formamida (98% Formamida, 10 mM de EDTA pH 8.0, azul de bromofenol e xileno cianol)
para andlise dos fragmentos. A voltagem utilizada para corrida foi de 1495 V e poténcia
constante de 60 W por 1 hora. Apos a corrida, o gel foi fixado em &lcool etilico 10% e &cido
acético 1% e corado com nitrato de prata 0,2%, de acordo com metodologia empregada por
CRESTE et al. (2001), e deixado secar a temperatura ambiente por 24 horas. A leitura do gel

foi realizada em transluminador de luz branca fria.

3.4.4 Andlise da diversidade genética entre 0s genétipos

Através dos fragmentos amplificados foi construida uma matriz de dados binarios
baseados em cada loco dos 169 genotipos avaliados. A presenca de cada banda foi

representada pelo nimero 1 (um) enquanto que a auséncia desta foi representada pelo nimero
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0 (zero). A matriz de distancia genética foi calculada utilizando o coeficiente de Jaccard, o
qual foi analisado pelo método de agrupamento de pares utilizando a média aritmética
(UPGMA). Os célculos das distancias e a construgdo do dendrograma foram efetuados com o
auxilio do programa NTSYS (State University of New York, EUA).

Tabela 02 - Microssatélites (SSR) e temperatura de anelamento utilizada nas rea¢des de PCR com 0s gen6tipos
do Banco de Germoplasma da Epagri-Cagador-SC.

NGmero do SSR SSR Nome Sequéncia Foward e Temperatura de
Reverse Anelamento

27 CHO2c11 tga agg caa tca ctc tgt gc ttc cga gaa 56°C

tcc tet teg ac

aat aag cat tca aag caa tcc g ttt ttc 56° C
48 CHO03g07 caa atc gag ttt cgt t

ctt cca tcg aga ttg cat cat a 56° C
14 NzZ04h11 cga att gag agg tcg tcg tt

gaa aca ggc gcc att att tg aaa gga 56° C
41 CHO02a04 gac gtt gca agt gg

ccg tga tga caa agt gca tga 55° C
13 NZ02b1 atg agt ttg atg ccc ttg ga

gcc agg tgt gac tcc ttc tc ctg cag ctg 55° C
31 CHO03a09 ctg aaa ctg g

gca cat tct gcc tta tct tgg aaa acc 55° C
34 CHO03e03 cac aaa tag cgc c

gag gag ctg aag cag cag ag atg cca 56° C
42 CHO02a08 aca aaa gca tag cc

ctc cgc cgc tat aac act tc tac tct gga 54° C
22 CHO01d08 ggg tat gtc aaa g

cgt ggc atg cct atc att tg ctg ttt gaa 54° C
30 CHO2h11a ccg ctt cct tc

caa atc aat gca aaa ctg tca ggc ttc 55°C
33 CHO03do7 tgg cca tga ttt ta

att gga act ctc cgt att gtg c atc aac 56° C
54 CHO5c06 agt agt ggt agc cgg t

Fonte: CH Marcadores microssatélites publicados por GIANFRANCESCHI et al. (1998).
NZ Microssatélites desenvolvidos e publicados por GUILFORD et al. (1997).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 12 pares de primers geraram multiplos fragmentos (alelos) quando
amplificados em reacdes de SSR com DNA gendmico dos 169 gendtipos do BAG de macieira
(Anexo 01), a exemplo dos primers NZ02b1 e CH03a09 (Figura 06 e 07).

Uma andlise comparativa das frequéncias alélicas entre os genotipos indicou uma
media de 16 alelos por genétipo, sendo que o maior nimero de alelos foi observado nos
gendtipos Willie Sharp com 22 alelos, Wilmuta com 21 alelos, seguido do gendtipo Fiesta
com 20 alelos. Para cada iniciador, ou seja, loco de microssatélite, os mais polimorficos foram
observados no iniciador NZ02b1, com 37 alelos amplificados, seguido do iniciador CH03g07
com 25 alelos amplificados (Tabela 03). O nimero de pares de base amplificado variou de 85

a 330pb entre todos os locos analisados (Tabela 03).



48

Foi obtido um total de 197 alelos, sendo que o nimero médio de alelos por loco SSR
foi de 16,4. O valor encontrado por GUILFORD et al. (1997) foi de 4,5 alelos/loco em 21
cultivares de M. x domestica. Entretanto, este valor € menor aquele encontrado por
GIANFRANCESCHINI et al. (1998) de 8,2 alelos/locos em 19 cultivares. Estes valores séo
muito inferiores ao encontrado por HOKANSON et al., (2001) de 12,1 alelos/loco em 142
gendtipos de 23 espécies de Malus, e por ORAGUZIE et al. (2005) de 9,7 alelos/loco em 16
cultivares de porta-enxertos de diferentes origens e espécies. Varios fatores contribuem para
esta discrepancia, incluindo tamanho da amostra, diversidade dentro da amostra e método ou

técnica de deteccéo e estimacao de fragmentos.

Tabela 03 - Tamanho, nimero de alelos e frequéncia observada (Ho) e esperada (He) de heterozigotos de cada
loco de microssatélite.

Frequéncia Frequéncia

Primer Variagéo dos Namero de observada de esperada de

alelos (pb) alelos heterozigotos heterozigotos
(Ho) (He)
CH03d07 115-210 25 0,39 0,93
CHO02c11 195-240 11 0,54 0,87
NZ04h11 200-250 12 0,50 0,81
NZ02b11 135-330 37 0,69 0,95
CH0309 134-158 10 0,66 0,80
CH03e03 180-230 17 0,30 0,86
CH02a08 135-170 9 0,27 0,80
CHO02h11a 120-144 13 0,47 0,82
CH03g07 190-240 18 0,59 0,87
CHO05c06 105-145 15 0,77 0,72
CH02a04 85-130 18 0,50 0,86
CH01d08 220-295 12 0,48 0,80

TOTAL 197 0,51 0,84




49

Marcadores SSR sdo relativamente simples para uso rotineiro em laboratério, e seu
padrdo de bandas é de facil interpretacdo (LIEBHARD et al., 2002). Entretanto, existem
artefatos, tais como a presenca de rastros chamados bandas “stutter’, as quais aparecem
principalmente em marcadores contendo di-nucleotideos repetidos. Outro artefato, chamado
de “slippage” da polimerase, caracteriza-se por um “escorregdo” durante a amplificacdo, o
qual é responsavel pela amplificacdo de fragmentos com comprimento menor pela reducéo
nas unidades repetitivas (SMEETS et al.,1989).

S

-
—
-

Figura 06 - Perfil de bandas amplificadas do iniciador NZ02b1 em 42 gendtipos de macieira do Banco de
Germoplasma da EPAGRI-Cagador, S/C. M(Ladder) = 10 pb.

Figura 07 - Perfil de bandas amplificadas do iniciador CH03a09 em 46 gendtipos de macieira do Banco de
Germoplasma da EPAGRI-Cagador S/C. M(Ladder)= 10 pb.

Com 12 pares de primers foi possivel verificar a diferenca entre os 169 gendtipos
estudados, sendo que GUILFORD et al. (1997) discriminaram 21 cv de maga com apenas 3
pares de primers; HOKANSON et al (2001) utilizou 8 pares de primers para caracterizar 142
gendtipos de macad; SANCHEZ-SCRIBANO et al.(1999) discriminaram 43 cv de uva-de-
mesa empregando 8 pares de primers; GRAPIN et al. (1998) conseguiram caracterizar 59
gendtipos de Musa acuminata utilizando 9 microssatélites, e SOUZA (2002) caracterizou 35
gendtipos de bananeira com 11 microssatélites. BRINI, (2007) utilizou 7 microssatélites de

macieira em pereira e obteve um total de 36 fragmentos em 25 gendtipos.
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O polimorfismo revelado pelo nimero de alelos por loco teve uma percentagem alta de
82%. O polimorfismo abundante ja era esperado em raz&o do alto indice de heterozigosidade
provocado pelo mecanismo de incompatibilidade existente na espécie. Anteriormente, este
tipo de resultado também foi encontrado em outros trabalhos com macieira, tais como
GUILFORD et al. (1997). A riqueza génica do BGM foi confirmada por esta alta
percentagem. A expectativa média de heterozigosidade foi de 84%, sendo que a observada foi
de 51%. WEIR, (1996) concorda que a heterozigosidade é uma medida adequada para
quantificar a variagdo, porém também considera a frequéncia de heterozigotos como um
importante indicador de diversidade genética, uma vez que cada heterozigoto carrega alelos
diferentes.

A partir do dendograma (Figura 08), pode-se verificar que os genotipos foram
divididos em dois grupos, com coeficiente de similaridade variando de 0,74 a 0,94. O
primeiro grupo contém os gendétipos: Waine, PX216, PX565, Alkemene, PX322, Planaltina,
Harrold Red, D1R103T245, Rome Beauty, D1R99T15, Melrose, M. aldenhamensis, M. elley,
Discovery, Pome 19, Reinete Du Mans, Senshu, Reinete Canada Greensleeves, D2R38T126,
Hokuto, NJ49, Condessa, NJ96, NJ41, Wilmuta, Centenaria, Wealthy, D2R41T243,
Marquesa, Gala, Pome 13, Eva, Toukou, NJR75, Yoko, Nero 26, Bonita, Rene Reinetes,
Willie Sharp.

No grupo Il ficou concentrada a maior parte dos gendtipos do BGM. Os gen6tipos
Rainha e Daiane (cultivar nova) ficaram separados do restante, uma pressuposigdo para este
indicativo seria pela Daiane ser germoplasma elite, isto €, ja ter sido resultado de cruzamentos
no melhoramento da EPAGRI/Cagador e ambos estes gen6tipos possuirem parentesco direto
com a Golden Delicious. Dentro de cada grupo houve divisdes revelando a proximidade entre
0s genatipos, onde pudemos observar, por exemplo, o parentesco entre a Gala com a Eva (Fig.
08).

Entre os genotipos analisados, Dulcina e Holy apresentaram 94% de similaridade, da
mesma forma para os gendtipos Nero Red Rome e Grangille Red. Isto indica que esses
gendtipos sdo bastante proximos quando analisados com os marcadores de microssatélites
utilizados neste trabalho. A alta similaridade genética é esperada entre individuos de um
mesmo subgrupo, pois partilham uma origem comum, sendo que grande parte dos genotipos
estudados tem parentais comuns com a Golden Delicious e Delicious. Embora as diferengas
observadas entre os gendtipos néo tenham sido de grande magnitude, podemos afirmar que a
grande maioria dos gendtipos analisados apresentaram diferencas significativas, e esta

caracteristica é fundamental em um Banco de Germoplasma.
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Figura 08 - Dendograma baseado em anélise de UPGMA de 169 genétipos de macieira do Banco de
Germoplasma da EPAGRI/cagador, wusando 12 marcadores microssatélites.(continua)
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Figura 08 - Dendograma baseado em analise de UPGMA de 169 genétipos de macieira do Banco de
Germoplasma da EPAGRI/cagador, usando 12 marcadores microssatélites. (conclusao)

3.6 CONSIDERACAOES FINAIS

Os marcadores microssatélites apresentaram-se como uma ferramenta util no estudo da
diversidade genética e na resolucédo das relagbes de parentesco entre 0s gendtipos.

Com 12 pares de primers de SSR, foi possivel a andlise da diversidade genética dos
genodtipos do BGM.

Os resultados obtidos demonstraram a existéncia de alta variabilidade genética no
banco de germoplasma de macieiras, ressaltado pelo elevado nimero de alelos por loco e alto
nivel de heterozigosidade.

Esse conhecimento contribuird com a melhora na eficiéncia da identificagdo de

combinagdes que servirdo de base para 0 melhoramento genético da macieira.
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Gendétipos do Banco de Germoplasma

1 Waine 37 Hatsuaki 73 21.379.64 109 Jonathan

2 Bonita 38 Yoko 74 21.555.13 110 Pome 23

3 PX216 39 Nero 26 75 W. Banana 111 Splendor

4 Willie Sharp 40 PX 1032 76 | M. Atrosanguinea | 112 Summered

5| Reinete Du Mans |41 Condessa 77 Nova Easygro 113 Ivete

6| Reinete Canada |42 Marquesa 78 PX 1033 114 Israel 8-3

7 René Reinetes 43 NJ 96 79 SM 78-2 115 Lisgala

8 Quinte 44 NJ 41 80 July Red 116 Daiane

9 Alkemene 45 NJ 49 81 M. Robusta 117 Honey Gold
10 PX322 46 Wilmuta 82 M. Baccata 118 SM 82-1
11 Planaltina 47 Jonagold 83 Rainha 119 | Stark J. Grimes
12 Discovery 48 Centenaria 84 | Mizuso Tsugaru | 120 NJ 55
13 Greensleeves 49 Hokuto 85 D1R100T209 121 Delicia
14 D2R38T126 50 Wealthy 86 M 6039 122 Pome 12
15 Rome Beauty 51 D2R39T243 87 Granny Smith | 123 Pome 17
16 PX 565 52 Sungold 88 Pome 18 124 Winter Gold
17 NJR 75 53 D2R40T253 89 Ruby Spur 125 Delcon
18 Pome 19 54 Stayman 90 21502-1 126 Caricia
19 D2R40T253 55 Belfigrigiole 91 Aori 2 127 Pome 10
20 D1R99T15 56 Imperatore 92 21373-58 128 2136175
21 Melrose 57| Dorsett Golden | 93 Akane 129 Empire
22 D1R103T245 58 Red Free 94 Hame 6 130 Nebuta
23 Harrold Red 59 D1R68T571 95 | Belle de Boscoop | 131 NJ 36
24 Coop 16 60 PX663 96 Gold Jon 132 Spartan
25 Gala 61 Pome 14 97 Coop 24 133 Ohrin
26| Golden Delicious |62 Suntan 98 Elstar 134 D2R31T237
27 D1R102T116 63 2130021 99 Newton Pippin | 135 Monroe
28 Jona Free 64 Liberty 100 Groth Red 136 Erwin
29 Princesa 65 Jonared 101 Ein Shemer 137 Ein Shemer
30 Senshu 66 Fuji S. 102 D1R101T110 138 | Sweet Cornely
31 Kogetsu 67 NJ 50 103 Pome 22 139 Ziger
32 Eva 68 PX 647 104 NJ 52 140 Akagui
33| M. Aldenhamensis |69 Imperatriz 105 Fiesta 141 D1R98T188
34 Toukou 70 Gorden 106 Tsugaru 142 Ozark Gold
35 M. Elley 71 Nova Mac 107 Mutsu 143 D1R98T486
36 Pome 13 72 Shell Red 108 Horey 144 Holland
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Gendétipos do Banco de Germoplasma

145 Catarina 181 Pilat 217 NJ 44
146 Conrrade Red 182 Pome 3 218 Kent

147 Red Gold 183 Nitany 219 Ultra Red
148 NJ 59 184 Romy 50 220 Jona Mac
149 Supper Kidd's 185 Webster 221 Vered
150 NJ 45 186 Carla 222 PX- 216
151 Priam 187 Pome 25 223 Duqguesa
152 Dulcina 188 Pome 28 224 G. Weinsberg
153 Gloster 69 189 Maayan 225 Kagayaki
154 Holliday 190 Paulared 226 Misouri 2071
155 Annurca 191 Natsumidori 227 NJ- 45
156 Bem Davis 192 Summerland 228 NJ- 76
157 D1R102T98 193 Arlet 229 NY- 44-408-11
158 Holly 194 Black Jon 230 NY- 454
159 Galicia 195 Tropical Beauty 231 Odama Oley
160 Sansa 196 Bonita 232 Odin

161 D1R73T94 197 Priscilla 233 Pink Lady
162 D2R30T30 198 Pome 16 234 Spy Gold
163 Milton 199 Red June 235 21.636.5
164 Mere 200 Argentina 2 236 21.373.58
165 José Bins 201 SM 69-3 237 21.300.3
166 Mechinoku 202 PX 1033 238 21.502.1
167 Braeburn 203 Nova Easygro 239

168 Angius 204 Red Delicious 240 21.636.5
169 FR 8 205 Pachacamac 241 Primicia
170 Wemershock 206 Red Gold 242 Everest
171 Mac Free 207 Baronesa 243 Kendall
172 Baldwin 208 Pome 24 244 Winter Banana
173 21.300.3 209 Stark Jonadel 245 Early Staymman
174 Niagara 210 Jersey Mac

175 Black Staymann 211 Orankis Tem

176 Pome 20 212 Nero Red Rome

177 Coop 6 213 Grangille Red

178 D1R78T2 214 Porporate

179 D2R40T258 215 Red Rome

180 Pome 15 216 Coop 14




ANEXO 02

GENEALOGIA DAS CULTIVARES DO BANCO DE GERMOPLASMA

Jonathan

AKANE
Worcester Pearmain

Cox’s Orange Pipin

ALKEMEN

Docteur Oldenburg
Toko
AORI
Richard Delicious

Golden Delicious

ARLET
(SwissGoumert) Jonathan

Idared

Wagner
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BALDWIN (?)
(Sawyer Baldwin, Baldwin Double Red, Baldwin Scarlet, Black Baldwin,
Double Red Baldwin, Red Baldwin)

Forest
BANCROFT
Maclintosh
Princesa
BARONESA
Ralls Janet
Fuji
Delicious

BELLE DE BOSKOOP (?)

Black Ben

BEN DAVIS
Gano

BLACKJON{ mutacao da Jonathan

( Black Jonathan, Double Red Jonathan, Red Jon, Red Jonathan)

Lady Hamilton

BRAEBU RN{
polinizagéo aberta
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Primal seedling 14-510
N.J. seedling 123249

CARICI

dassia Red

Anna
Golden Delicious
Ralls
Fuji{D
CATARINA{ elicious
PWR37T133

CENTENARIAJ[P.A. de rainha

CLOSE{ parentais desconhecidos

Kidd’s Orange
Gala{

CONDESSA Golden Delicious

M-41

69



70

Jonathan
49-102

187-5 F2 26830-2
COOP 8 Delicious
Golden Delicious
NJ 14
NJ 28 Edgewood
(Mollie’s Delicious)
Red Gravenstein
NJ 4
Close
Jonathan
10-14
COOP 1 F2 26829-2-2
Golden Delicious
NJ 14
Mollie’s Delicious Edgewood
Red Gravenstein
NJ 4
Close

(Wythe X Winter Rambo)

F2 26830-2
48-123 {

Jonathan

(Rock 16-241

\

COOP 16

Golden Delicious
\SBOER2T18 Golden Delicious
14-152

F2 26829-2-2



( Mollie’s Delicious

COOP 23 Starking
Coop 9
\ TNR7T29
Maclntosh
}:|AR5T88

COOP 24<

HARS5T142

OR53T5

Kidd’s Orange Red
Gala

DA |AN Golden Delicious

440249
( NJ 56
Princesa
NJ 39

K Anna

Idared
Jonathan
DgR22T81
F2 26829-2-2
tarking

OR53T52 | Golden Delicious

MaclIntosh

Starking
Golden Delicious

PR7T19 {
F2 26829-2-2

Delicious

Cox’s Orange Pippin

Golden Delicious
Y. Newtown

Edgewood ~55737
371349{ Golden Delicious

35437 Red Rome
Jonathan

Cox’s Orange Pippin

Adassia Red

Golden Delicious
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Adassia Red
Anna
Golden Delicious
DUQUESA
D1R100T147
Valinhense
DELICI
Deliciosa
Ben Davis
onard
DELCON Jonathan
Delicious (?)

DORSETT GOLDEN mutacdo da Golden Delicious

Primazia
DULCINA
Valinhense
Zabidani
EIN SHEMER

Golden Delicious
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a Golden Delicious
ELSTAR
<
Cox’s Orange Pippin
(_ Ingrid Marie
(?)
MaclIntosh
EMPIRE
Delicious
Adassia Red
Anna{
Golden Delicious
EVA
Gala
Cox’s Orange Pippin
FIESTA

Jonathan
Idared

Wagener

73

FLORINA 612-1{14-126 (golden Delicious X F226829-2-2) X Simpson’s Giant Starking

] X Jonathan

NJ 76

FRED HOUG

Coop 14



Ralls Janet
FUJI
Delicious
Delicious
Kidd’s Orange Red
Cox’s Orange Pippin
GALA

Golden Delicious

Kidd’s Orange {Delicious
/
Gala

GALICIAL Cox’s Orange Pippin

Golden Delicious
g

Adassia Red
Anna

olden Delicious

Glockenapfel
GLOSTER 6

Richard Delicious (mutacéo da Delicious

GOLDEN DELICIOUS {Possibilidade de plantula Golden

GRANNY SMITH {Possibilidade de plantula de French
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James Grieve{ Polinizacéo aberta Cox’s Orange Pippin

GREENSLEEVES
(Malling Greensleeves)

Golden Delicious

HARROLD RED { Mutacdo da Starking Delicious

Jonathan

HATSUAKI {
Golden Delicious

Gravenstein (?)

HAWAII
Golden Delicious
Ralls Janet
Fuji
HOKUTO Delicious
Mutsu Golden Delicious
Indo
Mcintosh
Macoun
HOLIDA Jersey Black

Jonathan



Jonathan

HOLLY

Delicious

Golden Delicious

HONEYGOLD

aralson (seedling Malinda)

Ralls Janet’
HOREI

Golden Delicious

Jonathan

IDARED

Wagener

Golden Delicious
14-64 9433-2-2 Rome Beauty
855—102{ F2 26829-2-2

Jonathan 9433-2-8 Malus Flor.

JONAFRE

Gallia Beauty
NJ 31

Red Spy

Seedling de Esopus Spitzenburg
JONATHAN { Polinizagdo aberta



JERSEY MAC { parentage complexo

855-102
JONAFRE NJ 51

Mclntosh
JONAMAC

Jonathan

Golden Delicious
JONAGOL

Jonathan

JONARED { Mutacéo Jonathan

JULYRED JLParentage complexo
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Mclntosh
KENDALL
Zusoff
Cox’s Orange Pippin
KENT
(Malling Kent)
Jonathan
Tsugaru

KITANOSACHI
Amer Summer Pearmain

Golden Delicious

KOGETSU

Jonathan

LADY WILLIAMS < Parentais desconhecidos

Macoun

LIBERTY

PRI 54-12

LISGALA mutacdo da gala
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MARQUESAY polinizagdo aberta Rainha

MaclIntosh
MELBA

1909
polinizacéo aberta

F2 selecéo (Calville St. Sauveur X Damascus)

MAAYAN X Delicious

Mclintosh

MACFRE
PRI 48-77

White Transparent
MILTO

Mcintosh

Golden Delicious
MUTSU

Indo

Yellow Transparent

MILTO

Mclintosh
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Kitakami

MICHINOKU

Tsugaru { Polinizacdo aberta Golden Delicious

Jonathan
MELROS
Delicious
Jonathan
MONRO
Rome Beauty
Golden Delicious
MUTSU
Indo
Kitakami
NATSUMIDOR
Meku 10
Carlton
NIAGAR

Mclintosh
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Mollie’s Delicious
NJ 50

Julyre

Spartan
NOVA EASYGRO Fanny
progeny 565

Jefferies

NEBUTA J Kitami

Tsugaru

NERO ROME

(Nero Red Rome, Flaming Rome, Mutagdo Rome Beauty

Lemcke Rome, Triton Rome)

Montgomery
Carlton
Red Astrachan

NIAGARA

Mcintosh

(" Mclntosh

NOVAMAGC

_ PRI1018-3
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Golden Delicious

ODIN
Ingrid Marie
Golden Delicious
ORIN
Indo
Golden Delicious
OZARK GOLD
H1291 (Red Delicious X Conrad) (Ben Davis X Jonathan)
PAULARED) Parentais desconhecidos
Starking Delicious
PRISCILLA
Mclintosh
610-2
Golden Delicious
14-226 9433-2-2 Rome Beauty
F2 26829-2-2
9433-2-8 Malus Floribunda
D1R101T117
PRIMICI

D1R103T245
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Golden Delicious
14-126
{9433—2—2}{ Rome Beauty
PRIA F2 26829-2-2

9433-2-8 Malus Floribunda

Jonathan
~ NJ 440249
NJ 5
NJ 39
<
PRINCESA
NG Adassia Red
Anna

Golden Delicious

Golden Delicious

PINK LADY
Lady Williams

Crimson Beauty

QUINTE

Red Melba

Golden Delicious

RAINH

Valinhense



Richared Delicious
ROMU sc{ { Kokku
N. 111

Delicious

REINE DES REINETTES {Origem confusa

Raritan Wealthy
NJ 117637
r
REDFREE NJ 24 Starr
Red Rome
NJ 12
PRI 1018—101< Melba
Jonathan

-

PRI 47-147 9433-2-2 Rome
F2 26829-2-
9433-2- Malu

RED DELICIOUS{mutagéo da Delicious

Golden Delicious

RED GOLD

(Stark Redgold)
Richared Delicious
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Gallia Beauty

RUB
Starking

Macintosh

SPARTAN

1936
Yellow Newton

Maclintosh

SUMMERRE X polinizacéo aberta
Golden Delicious

Red Spy
SPIGOLD

olden Delicious

olden Delicious
SWEET CORNELLY

Mcintosh
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Delicious

Kidd’s Orange Red
Gala
SANS Cox’s Orange Pippin

Golden Delicious

Jonathan
Akane

Worcester Pearmain

Toko
SENSH
Ralls Janete

Fuji
Delicious

Richared Delicious
SHELRED

Golden Delicious

Mclintosh
SPARTAN

Newton Pippin

SPLENDOUR | Parentais desconhecidos
(Stark Splendor)



Red Spy < mutacdo de Northern Spy

SPIGOLD
(SPY GOLD)
Golden Delicious
STARK JON GRIMES Parentais desconhecidos

(Jongrimes, Hoosier Seedling)

Mcintosh
SUMMERLAND

Golden Delicious

SUNGOLD | Parentais desconhecidos

Cox’s Orange Pippin
SUNTAN

Court Pendu Plat

TROPICAL BEAUTY Parentais desconhecidos

TSUGARU | Polinizacdo aberta Golden Delicious
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F2 (Calville St. Sauveur X unnamed local
VERED Y Seedling)

Cox’s Orange Pippin
YVETT

Golden Delicious

YOKO { polinizacéo aberta Golden Delicious

Northwestern Greening

WAYNE

Northern Spy

WEALTHY ) Polinizagéo aberta Cherry Crab

Ben Davis

WEBSTE

Jonathan

88



89

ANEXO 03

SOLUCOES

TAMPAO TBE 10X

v" Tris — HCI 0,89M 108,09
v Acido Bérico 0,89M 55 g
v EDTA 0,02M 40 mL de 0,5M pH 8,0
v" H,0 ultra-pura completar volume para 1000 mL
A solucdo foi preparada e mantida & temperatura ambiente. No momento do uso procederam-

se as dilui¢bes necessarias.

SOLUCAO ESTOQUE DE TRIS-HCI 1M pH 7,2

v Trisma-base 12,11 g
v H20 ultra-pura completar volume para 100 mL
v O pH foi ajustado para 7,2 com HCI.

A solucéo foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente.
SOLUCAO ESTOQUE DE EDTA 0,5M pH 8,0
v EDTA1861¢g

v H20 ultra-pura completar volume para 100 mL

O pH foi ajustado para 8,0 com NaOH. A solugéo foi autoclavada e mantida a 4°C.



BIS-ACRILAMIDA 40% (19:1)
v Acrilamida= 380 g
v' Bis-acrilamida= 20 g
v' Agua ultrapura para 1000 mL

A solucéo deve ficar no agitador overnigth
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ANEXO 04

REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA - PCR

91

Componentes

Concentracdo Solucéo de

Volume 1 X (1pl)

Trabalho
Agua Mili-q estéril 34
MgCl, 50 mM 0,6
Tampdo 10X 15
DMSO 50 % 1,7
DNTPs 2,5mM 15
Iniciador F 20 uM 1,75
Iniciador R 20 uM 1,75
Tag DNApolimerase 5U/ ul 0,2
DNA 10 ng/ pl 3,0
TOTAL 15 ul
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ANEXO 05

GEIS

GEL DE AGAROSE 0,8%

v/ TBE 1X 350 mL

v Agarose 2,8 g

v Brometo de Etidio (10 mg.mL-1) 3,0 uL
Foi pesado a agarose e adicionado o TBE 1X, aquecidos no microondas por 2-3 minutos na
poténcia maxima para que toda a agarose fosse dissolvida. Apos esperar esfriar um pouco foi
adicionado o Brometo de Etidio e vertido o gel na cuba de eletroforese (Gator™ Large
Format Horizontal Systems — OWL model A2).

GEL DE POLIACRILAMIDA 4%

GEL DE POLIACRILAMIDA (50 mL)

v  Uréia: 21,09

v TBE 10X: 2,5 mL

v Agua ultrapura: 24,2 mL
v' 40% A:BIS (19:1): 5,0 mL

Obs: O gel de poliacrilamida pode ficar armazenado na geladeira, no maximo por 1 més.
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PREPARO DO GEL

Misture (na capela), minutos antes de aplicar o gel na placa:
80 mL do gel — filtrado com papel filtro

40 uL TEMED

400 uL Persulfato de Amonia (APS)

APS: 1,0 mg de persulfato de amdnia

1000 uL de H20 Ultra Pura

LIMPEZA DAS PLACAS

Placa Aderente (inteira):

Lavar a placa com detergente e secar;

Aplicar alcool 70% algumas vezes no sentido longitudinal e transversal.
Placa Repelente (dentada):

Lavar a placa com detergente e secar;

Aplicar 4gua Ultra Pura algumas vezes e seca-la novamente.

TRATAMENTO DA PLACA ADERENTE (INTEIRA):

995 uL de alcool 95%

5 uL de &cido acético glacial

3 uL de "binding silane™

Misturar os reagentes em um tubo e aplicar na placa no sentido longitudinal e transversal por

3 vezes. Trocar as luvas.

TRATAMENTO DA PLACA REPELENTE (DENTADA) (NA CAPELA):

500 uL de "repel silane"
Aplicar na placa e espalhar no sentido longitudinal e transversal por 3 vezes.
Obs: Apos o preparo das placas deixa-las por 15 minutos secando;

A seguir, limpar novamente as placas:
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Placa inteira: Utilizar solucéo etanol a 95% e espalhar no sentido longitudinal e transversal
por 3 vezes.
Placa dentada: Secar com papel toalha nos dois sentidos por 3 vezes.

Importante: N&o esquecer de trocar as luvas ao manusear as placas.

MONTAGEM DA PLACA:

1- Preparar todos os aparatos do gel (grampos, espacadores, pente, nivel, injetor do gel,
isopor, cuba);

2- Cobrir o balcdo com parafilme;

3- Colocar o isopor sobre o parafilme;

4- Colocar a placa aderente (inteira) sobre o isopor;

5- Colocar os espagadores sobre a placa aderente;

6- Colocar a placa repelente (dentada) em cima da aderente;

7- Colocar os grampos nas laterais da placa;

8- Nivelar a placa.

APLICACAO DO GEL:

Completar o volume do gel para 80 mL e colocar no injetor de gel,
Acrescentar 50 uL de TEMED e 500 uL de APS (na capela) agitando;
Verter continuamente o gel na placa;

Colocar o pente invertido na placa e fix4-lo com grampos;

Deixar em repouso até polimerizar bem.

Passos para correr o gel

1- Antes de colocar o gel para aquecer, limpar os residuos de gel nas placas e no local onde
fica o pente;

2- Tirar os grampos da placa;

3- Encaixar o gel no suporte (cuba de eletroforese);

4- Limpar o espaco onde ficard o pente tirando o excesso de acrilamida. Cuidar para ndo tocar

na linha do pente;



95

1- Colocar o tampéo em cima das placas e embaixo;

2- Encaixar os suportes das correntes;

3- Conectar os plugs na fonte;

4- Colocar o medidor de temperatura;

6- Colocar o gel para aquecer por 30 a 45 minutos ou até a temperatura chegar a 45°C com
tampéo TBE 1X, a qual pode ser utilizada por 3 vezes;

7- Limpar as canaletas com borrifador;

8- Apds aquecer o gel, colocar o pente e aplicar as amostras, procure aplicar rapido e limpar a
canaleta do lado com a micropipeta na diagonal, deixar correr por 15 minutos, desligar e tirar
0 pente;

9- Deixar as amostras correndo no gel por um periodo de = 1 % horas, em uma voltagem de
1300 V.

Aquecimento: 1300V 46mA 60W

Apds aplicar as amostras: 900V 75mA 75W

REAGENTES NECESSARIOS PARA REVELAR O GEL

1- Solugéo de Fixac&o: Acido Acético (1 L)
10 mL de &cido acético glacial 1%

100 mL etanol 10%

890 mL de 4gua Ultra Pura

2- Pré-tratamento: Acido Nitrico (1 L)
15 mL &cido nitrico 1,5%

985 mL é&gua Ultra Pura

3- Solucdo de coloragéo: Nitrato de Prata (1 L)
2 g de nitrato de prata
1L de 4gua Ultra Pura

OBS: Guardar em vidro ambar ou um vidro forrado com papel aluminio.

4- Solucdo de Revelagdo — Impregnacéo: Carbonato de sddio (1 L)
30 g de carbonato de sodio anidro — Na2CO3
540 uL de formaldeido (37%)
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1L de &gua Ultra Pura

Modo de Preparo

Em um Becker acrescentar 500 mL de agua Ultra Pura e adicionar o carbonato aos poucos no
agitador, até diluir completamente. Completar o contetdo para 1L e armazenar na geladeira
(deve estar bem gelado na hora de ser utilizado). Acrescentar o formaldeido na hora que for

utilizar o carbonato.

REVELACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DO GEL

Separar as duas placas com o auxilio de uma espétula

1- FIXACAO: em uma bacia mergulhar a placa com o gel (inteira) em uma solugdo de
fixacdo composta de: etanol 10%, acido acetico 1% (100 MI etanol.L-1 + 10 mL &cido
acético.L-1) mantendo sob agitacéo por 10 minutos.

2- LAVAGEM: em uma bacia fazer a lavagem da placa em 1L de agua Ultra Pura e manter
sob agitagéo por 1 minuto.

3- PRE-TRATAMENTO: transferir a placa para outra bacia contendo &cido nitrico 1,5% (15
mL.L-1) e manter sob agitagdo por 3 minutos.

4- LAVAGEM: em uma bacia fazer a lavagem da placa em 1L de 4gua Ultra Pura e manter
sob agitagéo por 1 minuto.

5- IMPREGNACAO: transferir a placa para outra bacia contendo nitrato de prata 0,2% (2
g.L- 1) e manter sob agitacdo por 30 minutos.

6- LAVAGEM: em uma bacia fazer outra lavagem da placa em 1L de &gua Ultra Pura e
manter sob agita¢éo por 1 minuto.

7- REVELACAO: transferir a placa para outra bacia contendo uns 300 mL do carbonato de
sodio (30 g.L-1 Na2CO3 + 540 uL.L-1 de formaldeido 37%) bem gelado sob leve agitagéo
(manual) até a solucéo ficar escura e, entdo, adicionar em uma outra bacia limpa o restante da
solucdo (700 mL) até que aparecam todas as bandas ou até que o gel comece a escurecer
bastante.

8- BLOQUEIO: transferir a placa para outra bacia contendo o &cido acético 5% (50 mL.L-1)

mantendo sob agitagdo por 5 minutos para que seja bloqueada a reagéo.
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9- LAVAGEM: em uma bacia fazer outra lavagem da placa em 1L de &gua Ultra Pura e

manter sob agita¢éo por 1 minuto.

REUTILIZACAO DAS SOLUCOES

Fixacdo — 3 vezes
Pré-tratamento— 5 vezes
Impregnacdo— 3 vezes (deve ser armazenada no escuro em T°C ambiente)

Bloqueio— 5 vezes



