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EXTRATO

SANTOS, Brena Farias, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
agosto de 2004. Anédlise de Polimorfismo em Homologos de Genes de
Resisténcia em Cacaueiro por meio da Técnica SSCP. Orientador: Dario

Ahnert. Co-orientador: José Luis Pires. Colaborador: Ronan Xavier.

Genes candidatos a resisténcia sdo aqueles genes suspeitos de estarem
envolvidos com a expresséo da resisténcia a doengas em plantas. Homdlogos de
genes de resisténcia (RGHs), que também sdo genes candidatos, foram
identificados e mapeados em cacaueiro pela técnica de SSCP (Polimorfismo
Conformacional de Fita Simples). Os objetivos deste estudo foram: (i) adaptar e
validar a técnica de SSCP para genotipagem do cacau em nossos laboratérios;
(ii) identificar polimorfismos em clones de cacaueiro resistentes e suscetiveis; (iii)
identificar marcas unicas encontradas somente em clones resistentes ou em
suscetiveis; (iv) analisar o nivel de heterozigose em cada locos RGHs. Um total
de 57 clones de cacaueiro foi utilizado para o levantamento de dados, sendo 21
clones considerados ancoras neste estudo e 36 clones selecionados por
produtores como resistentes a vassoura-de-bruxa. Estes clones estdo sendo
testados para producéo e resisténcia a doencas em areas experimentais pela
CEPLAC na Regido Cacaueira da Bahia. A técnica de SSCP foi usada para
genotipagem dos clones em estudo. Um total de 12 primers RGHs foram
utilizados para analise de dados dos 57 clones. Os fragmentos amplificados de
DNA foram separados por eletroforese em gel de acrilamida ndo desnaturante a
6%. Os perfis eletroforéticos dos géis foram lidos e transformados em dados

binarios, em que, a presenga da banda foi codificada como um (1) e auséncia



como zero (0). As analises estatisticas multivariadas dos dados foram
executadas usando os Softwares GENES e SAS. Para a otimizagao da técnica
SSCP, os melhores resultados foram obtidos com as seguintes condi¢des: (i)
temperatura ambiente variando de 15-20°C; (ii) eletroforese com 400 V, 15 W, 15
mA, por um periodo de 5 horas e meia; (iii) gel de acrilamida nao desnaturante a
6%, com proporgao de 37,5: 1 (acrilamida: bisacrilamida), APS 10% e glicerol
5%. Dos 12 primers RGHs em estudo, 10 amplificaram os fragmentos de DNA e
sete tiveram 100% de polimorfismo. Um total de 79 marcas distintas de ssDNA
foram geradas, com uma média de 7,9 marcas/primer. As estimativas de
distancias genéticas variaram de 0, 0253 a 0, 3797, com uma meédia de 0, 2036.
O nivel elevado de similaridade entre os clones indica uma baixa variacdo nos
RGHs, regides supostamente funcionais do genoma. Certamente, espera-se que
0os RGHs sejam conservados dentro e entre a espécie, que pode explicar estes
resultados. O nivel de heterozigose variou de 20 a 90%. Quando as distancias
genéticas foram plotadas em espagos tridimensionais, uma disperséo
relativamente elevada foi observada sem nenhum agrupamento dos grupos
raciais do cacaueiro ou agrupamentos baseados na resisténcia e suscetibilidade
dos clones. As analises dos dados mostraram a presenga de seis marcas unicas
RGHs-SSCP em clones suscetiveis a vassoura-de-bruxa: RGH2_M6 e 7,
RGH3BC_M4, 9 e 10, e RGH7_M8. Nos clones resistentes, identificaram-se 10
marcas unicas RGHs-SSCP: RGH1 M1 e M5, RGH3BC M1, 2, 14 e 16,
RGH4_M6, RGH5 M1, 2 e 5.
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ABSTRACT

SANTOS, Brena Farias, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, lIhéus,
agosto de 2004. Polymorphism Analysis in Resistance Gene Homologue in
Cacao by means of Technique SSCP.Orientador: Dario Ahnert. Co-orientador:

José Luis Pires. Colaborador: Ronan Xavier.

Resistance candidate gene is suspected of being involved in expression of
diseases resistance in plants. Resistance genes homologues (RGHs) are
examples genes already identified and mapping in cacao for SSCP technique
(Single-strand Conformational Polymorphism). The objectives of this study were:
(i) to adapt and validate the SSCP technique for cacao genotyping in our
laboratory; (ii) to identify polymorphism on resistant and susceptible cacao clones;
(iii) to identify unique markers, find only in the resistant or in the susceptible
clones; (iv) to analyze heterozygosis in each RGHs locus. Total of 57 cacao
clones were utilized for data collection, being 21 clones considered anchors in this
study and 36 clones selected by producers as resistant the witches broom
disease. These clones are being tested for yield and disease resistance in
experimental plots by CEPLAC in the Cacao Region of Bahia. The SSCP
technique was used for genotyping the clones under study. Total of 12 RGHs
primers were screened over 57 clones for data colletion. Amplified DNA fragments
were separated by electrophoresis in a 6% non denaturant acrilamyde gel. The
band profile on the gel was read and transformed in a binary code, in which, the
presence of a band was coded as one (1) and absence as zero (0). Statistical
multivariate data analyses were performed using Software’s Genes and SAS.

Regard the optimization of the SSCP technique, the best results were obtained

xii-



with the following conditions: (i) room temperature varying from 15-20°C; (ii)
power of 400 V, 15 W, 15 mA, for a period of 5:30 hours; (iii) non denaturant
acrilamyde gel, with ratio of 37,5: 1 ( acrilamida: bisacrilamida), 10% APS and 5%
glicerol. Of the 12 primers RGHs under study, 10 amplified DNA and seven had
100% of polymorphism. Total of 79 distinct ssDNA markers were generated, with
an average of 7,9 markers/primer. Estimates of genetics distances varied form 0,
0253 to 0, 3797, with an average of 0, 2036. The elevated level of similarity
among clones indicates low variation at the RGHs genes, supposedly functional
regions of the genome. Indeed, RGHs are expected to be conserved within and
among species, which may explain these results. The heterozygosis level varied
form 20 to 90%. When the genetics distances were plot in a three-dimensional
space, relatively high dispersion was observed without any groupings according
with the cacao racial groups or groupings based on the resistance and susceptible
of clones. Data analyses showed the presence of six unique RGHs-SSCP marks
in the witches’ broom susceptible clones RGH2 M6 e 7, RGH3BC_M4, 9 and 10,
and RGH7_M8. In the resistant clones, ten unique RGHs-SSCP marks had been
identified: RGH1_M1 e M5, RGH3BC_M1, 2, 14 e 16, RGH4_M6, RGH5_M1, 2 e
5.
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1. INTRODUCAO

Genes que conferem resisténcia as plantas pertencem a dois grupos
principais: genes de reconhecimento e sinalizagdo de sinais e genes de defesa.
O primeiro grupo representa os genes envolvidos no reconhecimento do
patdgeno e/ou na sinalizagdo da transdugao de sinais, chamados de genes de
resisténcia ou genes R, os seus analogos (RGAs) e os seus homologos (RGHs).
E o segundo grupo representa os genes envolvidos em mecanismo de defesa,
como os genes codificadores das proteinas WRKY (de regulacdo) e das
proteinas PRs (de inibicdo do crescimento do patégeno), cujo produto é formado
em resposta ao reconhecimento do patogeno (LANAUD et al., 2004).

Acredita-se que os genes de resisténcia a doengas em plantas s&o
responsaveis por codificar receptores para reconhecimento especifico dos
produtos dos genes de aviruléncia Avr sintetizados pelo patdégeno. A interagao
dos genes R e dos genes Avr é iniciador da cascata de transdugédo de sinais,
resultando em processos de defesa da planta. Estes processos levam a
resisténcia da planta e a sintese de produtos reguladores da resposta de
hipersensibilidade. Esta interacdo gene-a-gene foi proposta por Flor (1971).

A planta apresenta, dentre muitas alteragdes para esta resposta ao
patdbgeno, aumento na intensidade de respiracdo nos tecidos parasitados,
paralizacao da fotossintese nos tecidos, diminuicdo da permeabilidade em
diregdo a extremidade da hifa e por fim morte da célula vegetal (BALARDIN,
2002).

Muitos genes envolvidos na interagao planta-patégeno (genes candidatos
a resisténcia) tém sido sequenciados, clonados e suas fungbes vém sendo

estudadas (LANAUD et al., 2004). Genes R apresentam homologia entre si,



particularmente em certos dominios conhecidos, tais como as repeticbes de
aminoacidos leucina (LRRs), sitios de ades&o a nucleotidios (NBSs), funcdo
quinase, receptor de interleucina-l, assim permitindo a classificagdo destes
genes. Os genes NBS/LRR s&o abundantes nas plantas, sendo a maior classe
dos genes de resisténcia.

Estudos sobre a organizagdo destes genes no genoma de plantas
demonstram que os genes R, RGHs e RGAs estdo distribuidos em multiplas
cbpias em cluster por todo o genoma e/ou em copias individuais (BORRONE et
al., 2004).

A analise da evolucdo destes genes R demonstra uma alta taxa de
duplicacdo e recombinagdo entre os genes pertencentes a este cluster,
aumentando a variabilidade dos mecanismos de defesa da planta (MONOSI et
al., 2004).

A descoberta de similaridades estruturais entre estes genes de resisténcia
e de defesa possibilitou a interessante estratégia de identificar genes homaologos
(BERTIOLI et al., 2004a, BERTIOLI, 2004b) e analogos a genes de resisténcia
em diversas outras espécies vegetais distantes e correlatas ja sequenciadas por
meio da técnica de PCR com primers degenerados. Com os produtos deste PCR
faz-se o sequenciamento e o alinhamento destes fragmentos com as sequéncias
dos genes ja conhecidos a fim de desenhar primers sequéncia-especificos de
dominios conservados como NBS, LRR e quinases e, portanto sequéncias
candidatas. Estas estratégias podem associar tais sequéncias candidatas como
marcadores genéticos moleculares altamente polimorficos para a piramidagao de
genes de resisténcia em cultivares melhoradas. Também podem ser usados para
mapeamento genético como citado nos trabalhos de Kuhn (2003) e estudos de
diversidade genética.

A obtencéao de cultivares resistentes a vassoura-de-bruxa e podridao-parda
constitui uma prioridade para o Programa de Melhoramento Genético do
Cacaueiro do Sul da Bahia (PINTO & PIRES, 1998) em desenvolvimento pela
Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC).

A doenga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo hemibiotréfico
Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Singer (AIME & PHILLIPS-
MORA, 2005) foi registrada na Bahia em 1989 (PEREIRA et al., 1989). A partir da

sua introdugao, a lavoura cacaueira de 600 mil hectares foi dizimada, onde a



producao que era de 400 mil toneladas declinou para 145 mil em 2006 (ZUGAIB
et al., 2006). A podridao-parda, causada pelos fungos Phytophthora spp, também
causa muitos danos a producgado, especialmente em anos de muitas chuvas,
sendo responsavel por perdas de até 30% na produgao dos frutos (MEDEIROS,
1977, LUZ et al., 1997).

Neste contexto € de fundamental importdncia a realizagdo da
caracterizagcao e avaliagdo dos acessos de cacaueiro para resisténcia a essas
doengas no germoplasma e experimentos da CEPLAC visando conhecer as
potencialidades dos mesmos e a variabilidade genética para uso em trabalhos de
melhoramento genético.

Varios trabalhos com marcadores moleculares RAPD, AFLP, SSR
(YAMADA et al., 2001, 2002, 2003a; FALEIRO et al., 2001c, 2002a) tém sido
realizados a fim de caracterizar diversidade genética entre os gendétipos de
cacaueiro resistentes e suscetiveis a doengas, mas poucos trabalhos foram feitos
com analise de polimorfismos tdo especifica como a analise dentro de genes
candidatos envolvidos com a defesa e a resisténcia do cacaueiro.

Os objetivos deste estudo foram: i) otimizar a técnica SSCP para analise
de polimorfismo em cacau baseada em eletroforese em gel de acrilamida, corado
com prata, e validar esta técnica em regides génicas ligadas a resisténcia a
doengas (RGHs) em clones de cacaueiro resistentes e suscetiveis, por
comparacgoes eletroforéticas; ii) avaliar o nivel de diversidade genética entre
clones de cacaueiro selecionados por produtores e clones de diferentes paises
com base no polimorfismo dos RGHs; iii) identificar possiveis marcas RGH-SSCP
exclusivas de clones resistentes e suscetiveis que possam representar alelos
alternativos para resisténcia e suscetibilidade dos clones em futuras selecoes e
cruzamentos dentro do programa de melhoramento da CEPLAC; e iv) avaliar o

nivel de heterozigose dos locos RGHs de clones de cacaueiro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Genética da resisténcia em plantas: Interacdo planta-patéogeno

Estudos sobre resisténcia genética de plantas a doengas mostram que o
controle €, em sua maior frequéncia, realizado por genes de efeito maior
(AGRIOS, 1997, BOREM, 1998, RIBEIRO et al., 2001, QUEIROZ et al., 2003).
Segundo Ribeiro et al. (2001), estes genes de efeito maior ocorrem
frequentemente em numeros elevados, por causa da maior facilidade de
identifica-los.

Os genes para resisténcia no hospedeiro s&o, geralmente, dominantes (R),
enquanto os genes para suscetibilidade sdo recessivos (r). No patdégeno, por
outro lado, os genes para aviruléncia (falta de habilidade para causar infecgéo)
comportam-se como dominantes (Avr), em geral, enquanto 0os genes para
viruléncia s&o recessivos (avr) (FLOR, 1971). Logo, a resisténcia s6 ocorre
quando os genes complementares sdo dominantes tanto no hospedeiro quanto
no patoégeno, revelando o classico modelo gene-a-gene.

A heranga poligénica da resisténcia tem sido também reportada, mas em
menor frequéncia devido a dificuldade natural de seu estudo e sua comprovagao
do que propriamente sua baixa frequéncia de ocorréncia em plantas. No entanto,
com os estudos da heranga de varios patossistemas, a resisténcia poligénica
parece predominar. Por exemplo, tratando-se de resisténcia a insetos, pouco se
sabe sobre o mecanismo de agédo a nivel molecular e genético. A estes niveis,
sabe-se que ha indugdo de genes na planta semelhantes aqueles relacionados
com o0 mecanismo de defesa a lesbes mecanicas. Porém, parecem existir locos

génicos em plantas, que podem estar relacionados com a resisténcia de plantas



a insetos. Em nematdides ja foram identificados genes de resisténcia e genes
relacionados com defesa vegetal, que s&o induzidos na interacdo planta-
nematoide. Esta situacdo apresenta, por isso, analogia ao que ocorre com 0s
virus, fungos e bactérias. Em alguns casos, parece haver também uma resposta
de hipersensibilidade durante a interagdo planta-nematéide (WILLIAMSON &
HUSSEY, 1996). Porém, existem diferengas devido a complexa relagcado destes
organismos com as plantas (CORDEIRO & SA, 2000).

A interagdo entre a planta e o patdgeno pode ser dividida em dois tipos
basicos: a interagdo compativel e a interagao incompativel (Figura 1). A interagéo
compativel resulta da habilidade do patégeno em sobrepor as complexidades das
respostas de defesa do hospedeiro (JACKSON & TAYLORBI, 1996). O patogeno
invade o tecido vegetal, multiplica-se e provoca doenga na planta. Na interagéo
incompativel, o patdbgeno, ao penetrar no tecido vegetal, encontra as defesas da
planta. Estas sdo rapidamente ativadas, retardando o crescimento do patégeno,
impedindo assim sua multiplicagdo e desencadeando a resisténcia (CORDEIRO
& SA, 2000; FLOR, 1942, 1971; JACKSON & TAYLORBI, 1996).

Tipo de Plantas Patdgenos Virulentos Patdgenos Avirulentos
(auséncia do gene avr) (presenga do gene avr)
Plantas COM gene Ativacdo LENTA do mecanismo  Ativagdo RAPIDA do mecanismo de
de RESISTENCIA de defesa de defesa
DOENCA SOBREVIVENCIA DA PLANTA
(Interagdo Compativel) (Interacéo Incompativel)
Plantas SEM gene Ativacdo LENTA do mecanismo  Ativagdo LENTA do mecanismo de
de RESISTENCIA de defesa de defesa
DOENCA DOENCA
(Interagdo Compativel) (Interacdo Compativel)

Figura 1. Descricdo das possiveis interagbes entre planta e patégeno, baseados em STASKAVICZ et al.
(1995), de acordo com CORDEIRO & SA, (2000).

A interagdo planta-patogeno pode ser estudada nas seguintes fases:
reconhecimento genético entre a planta e o patégeno; processo de transdugéo de
sinal; ativacao de genes; e ativagdo do mecanismo de resisténcia (CORDEIRO &
SA, 2000).

As alteragdes que constituem a resposta de defesa das plantas, frente ao

estresse causado por patdgenos, tém sido intensamente estudadas com o



objetivo do melhoramento vegetal (KOMBRINK & SOMSSICH, 1995, DEMPSEY
et al., 1998, GATEHOUSE & GATEHOUSE, 1998, CORDEIRO & SA, 2000).

A interagcdo que se estabelece entre plantas e patégenos constitui-se no
confronto entre dois sistemas morfo-genético-fisiolégicos, através do qual cada
sistema procura predominar. Desta forma, tanto patdégeno como hospedeiro
procuram garantir sua sobrevivéncia (BALARDIN, 2002).

As células vegetais respondem ao ataque do patdégeno através de uma
série de reagdes bioquimicas. Sdo frequentemente associadas com a producao
de substancias toxicas em concentracbdes suficientemente altas para inibir o
crescimento dos fitopatégenos. Normalmente os compostos fendlicos séao
associados a este processo. Sua sintese ou acumulo parece ser acelerado apos
a infeccdo, pois sdo encontrados mesmo em plantas sadias (compostos
fendlicos) e, outros fendis (fitoalexinas) ndo estdo presentes em plantas sadias
sendo produzidos por estimulo do patégeno (BALARDIN, 2002).

A resisténcia de plantas a patdogenos € considerada uma regra dentro do
complexo das interagbes patdgeno-hospedeiro, enquanto que a suscetibilidade &
uma excecéo (KUC, 1987). Resisténcia pode ser conceituada como a capacidade
da planta em alterar o curso normal da patogénese, ou seja, sua capacidade em
evitar ou atrasar o estabelecimento do patégeno nos seus tecidos. E um
processo extremamente dindamico composto de diversos sistemas capazes de
atuar integrada ou isoladamente (BALARDIN, 2002).

O nivel de resisténcia € uma consequéncia da velocidade e eficacia da
ativagdo destes sistemas. Neste sentido destaca-se a variabilidade genética das
plantas como um reservatério de genes envolvidos na resisténcia (BALARDIN,
2002). Os patogenos, por sua vez, apresentam-se igualmente diversos quanto a
suas caracteristicas morfo-genético-fisiolégicas, com niveis variaveis de
viruléncia, demonstrando claramente a habilidade que os patdogenos possuem em
adaptar-se aos diversos componentes da resisténcia expressas pelas plantas.
Wei et al. (2000) e Balardin (2002) mostraram que a proteina estrutural do pilus
Hrp (HrpA) é requerida pela linhagem DC3000 do Pseudomonas syringae pv.
tomato para causar doenga em Arabdopsis e para elicitar resposta de
hipersensibilidade em tabaco e tomate, demonstrando a variabilidade de

viruléncia da bactéria.



2.1.1. Hipersensibilidade (HR)

A HR é conhecida por resultar da interacdo especifica em nivel celular do
produto do gene R e do produto do gene Avr (RIBEIRO et al., 2001). Geralmente
é uma resposta rapida e localizada na area de infecgdo (CORDEIRO& SA, 2000)
em que as células do hospedeiro invadidas e as células vizinhas morrem
rapidamente apos o contato com o patogeno (AGRIOS, 1988; RIBEIRO et al.,
2001). Desta maneira acredita-se que a planta impede a multiplicagdo do
patdbgeno nas células infectadas, limitando e interrompendo o processo da
disseminacgao da infeccdo. Morfologicamente, a resposta de hipersensibilidade é
reconhecida como uma clorose localizada, progredindo para uma lesdo necrotica
(CORDEIRO & SA, 2000). Segundo Mendgen & Hahn (2002), um patdgeno
hemibiotréfico, como o exemplo do fungo Colletotrichum lindemuthianum, depois
da penetragdo na parede epidérmica da planta, inicia o crescimento como um
fungo biotréfico com hifa intracelular primaria em um ou poucos dias.
Posteriormente, uma hifa secundaria é formada matando as células hospedeiras
e proliferando por crescimento necrotico (Figura 2). Este € um bom exemplo para
servir de analogia a infeccdo do fungo causador da vassoura-de-bruxa no

cacaueiro, Moniliophthora perniciosa também hemibiotrofico.

TREND'S n Flant Scence

Figura 2: Infeccdo hemibiotréfica do Colletotrichum lindemuthianum. Esporos (S) se aderem a superficie do
hospedeiro, germinam e formam tubo germinativo, que se diferencia em apressério (A). A
penetragdo da hifa (PE) desenvolve uma pressdo mecéanica sobre a parede celular e secreta
enzimas hidroliticas e proteoliticas. A penetracdo da hifa dentro da célula epidermal forma uma
vesicula (V) e a hifa primaria (PH).O protoplasma do hospedeiro permanece vivo em uma relagéo
de parasitismo na fase biotréfica (a). Um ou dois dias apds penetragdo, a membrana plasmatica do
hospedeiro se desintegra, devido ao acumulo de enzimas degradativas liberada pela hifa
secundaria (SH), elicitando respostas de defesa do hospedeiro e levando a morte da célula (b).
Havendo mais colonizagdo ha mais infecgdo das células vegetais (c). Fonte: JACKSON &
TAYLORBI (1996) e MENDGEN & HAHN (2002).



Ward (1902) também observou que um fungo patogénico penetrava com
suas hifas em hospedeiros resistentes e suscetiveis, ndo tendo observado
diferencas entre o comportamento de ambos até que um contato direto fisiologico
fosse estabelecido (BALARDIN, 2002).

A planta hospedeira apresenta alteragbes fisiolégicas devido a
hipersensibilidade, tais como, aumento na intensidade da respiragao nos tecidos
parasitados, paralizagdo da atividade fotossintética nos tecidos com reacgao
parabidtica, e diminuigcdo da permeabilidade em direcdo a extremidade das hifas
(clorose ao redor da area atacada). A morte dos tecidos tem sido atribuida a
toxicidade de produtos do metabolismo do patégeno (BALARDIN, 2002). Os
diversos processos e caminhos do mecanismo de defesa da planta estédo

resumidos na Figura 3.
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Figura 3: Resumo dos varios processos e caminhos de mecanismo de defesa da planta apds a interacdo
com o patogeno. PV - patdgeno virulento e PA — patogeno avirulento. Adaptada de CORDEIRO &
SA (2000).



2.1.2. Interagcdo gene-a-gene

Em 1940, FLOR, usando o linho (Linum usitatissimum) e o fungo causador
da ferrugem - Melampsora lini, estudou a heranga de resisténcia da planta e a
herangca de viruléncia do patégeno. Este trabalho revelou um classico modelo
gene-a-gene proposto para a resisténcia ocorrer quando pares complementares
de genes dominantes, um no hospedeiro e outro no patégeno, sdo encontrados
(FLOR, 1942, 1971; HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997).

Muitos genes de resisténcia de efeito maior operam de forma gene-a-gene.
Para cada gene de resisténcia no hospedeiro ha o gene correspondente de
aviruléncia no patégeno (FLOR, 1971), e o mesmo pode iniciar a reacao
hipersensitiva (HR) que conduz a incompatibilidade (RIBEIRO et al., 2001).

Varios modelos tém sido propostos para explicar as bases moleculares do
reconhecimento no sistema gene-a-gene, sendo o mais aceito o modelo elicitor-
receptor. Este modelo postula que genes avr do patdégeno codificam moléculas
elicitoras, as quais em interacdo com moléculas receptoras especificas,
codificadas pelo gene R no hospedeiro, induzem resisténcia ao desenvolvimento
da doenca em plantas. Caracterizagdes moleculares de elicitores patogénicos e
de genes R de plantas tém revelado inumeras caracteristicas sugestivas de tal
interagcéo elicitor-receptor (DARCICK & CULVER, 1997). Varios determinantes
virais estdo envolvidos em elicitar algumas das HRs em plantas, como por
exemplo, a proteina da capa (CP) do Tobamovirus que elicita HR conferida pelo
gene N em N. sylvestris e genes L em pimenta. Albersheim & Anderson-Prouty
(1975) e Darcick & Culver (1997, 2002) exemplificam a indu¢do de uma HR no
tecido vegetal, onde um gene Avr do patdgeno codifica uma glicosil transferase
envolvida na sintese de glicoproteinas de superficie, as quais seriam
reconhecidas por receptores transmembranicos codificados por genes R. Varias
sao as evidéncias que corroboram este modelo, entre elas a identificacido de
sitios de ligacao especificos e de alta afinidade por moléculas elicitoras na
membrana plasmatica de células vegetais, produgdo de moléculas supressoras
do sistema de defesa por fungos, sintese de enzimas capazes de degradar
fitoalexinas por certos patogenos e a clonagem de genes avr e seus
correspondentes genes R (BALARDIN, 2002).



2.2. Genes de resisténcia em plantas: classificagcdo, funcdes e distribuicéo

no genoma

Na Tabela 1 encontram-se as cinco classes de genes de resisténcia a
doengas em plantas (HC-toxina redutase, Quinase, NBS/LRR: nédo TIR e TIR,
LRR e LRR/Quinase), citando exemplos de genes de cada classe, as espécies de
plantas em que foram identificados, o patdbgeno o qual estabelece um tipo de
interagcdo com seus genes avr e a caracterizagao das proteinas R (HAMMOND-
KOSACK & JONES, 1997).

Tabela 1. Classificagdo das cinco classes de genes de resisténcia a doengas clonados de diferentes
espécies de plantas. Adaptada de HAMMOND-KOSACK & JONES (1997)

Classe Gene Planta Patégeno Caracteristicas das
Proteinas R
HC-toxina Hm1 Milho Helminthoporium Enzima detoxificante da
redutase maydis (raga 1) toxina
Quinase Pto Tomate Pseudomonas Proteina quinase
syringae p.v. tomato intracelular serina/treonina
NBS/LRR RPS2 Arabidopsis Pseudomonas Ziper Leucina (LZ) ou
Nao TIR syringae p.v. tomato CC/NBS/LRR
RPM1 Arabidopsis Pseudomonas Proteina intracelular com
syringae p.v. LZ amino terminal, NBS e
maculicola LRR
12 Tomate Fusarium
oxysporium f.sp.
lycopersicon
NBS/LRR N Tabaco Virus Mosaico TOLL/NBS/LRR
TIR
L6, M Linho Melampsora lini Proteina intracellular com
dominio amino terminal
homodlogo da Toll de
Drosophila, e NBS e LRR
RPP5 Arabdopsis Peronospora
parasitica
LRR Cf-9, Cf- Tomate Cladosporium Proteina LRR extracelular
2, Cf-4, fulvum com dominio membranar
Cf-5 e citoplasmatico
LRR/Quinase Xa-21 Arroz Xanthomonas Proteina extracelular LRR

com dominio membranar
e quinase citoplasmatica

oryzae pv. oryzae

Genes de resisténcia a doengas em plantas apresentam homologia entre
si, particularmente em certos dominios conhecidos, tais como as repeti¢gdes do
aminoacido leucina, ou LRR (do inglés Leucine Rich Repeats) na posigao 3’
terminal, e os sitios de adesdo de nucleotideos na posicdo 5’ terminal, ou NBS
(do inglés Nucleotide Binding Sites) (LEISTER et al., 1998, MALVAS, 2003). A
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caracterizagao destes dominios conservados dos genes de resisténcia permite a
classificagdo dos mesmos. Estes dominios podem estar envolvidos no fendmeno
de reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro durante o processo de infec¢ao
(MALVAS, 2003; QUIRINO, 2003; LANAUD et al., 2004).

A maior classe de genes de resisténcia caracteriza-se por apresentar o
dominio NBS/LRR, incluindo genes como RPS2, RPM1, N, L6, M, RPP5, PRF e
12C-1 (LEISTER et al., 1998). Proteinas contendo os motivos NBS e LRRs
supostamente reconhecem produtos extracelulares de genes de aviruléncia de
patdgenos e iniciam as respostas de defesa ao enviar sinais para outras células
do hospedeiro.

Proteinas que contém LRRs s&o proteinas que apresentam séries do
aminoacido leucina repetidos em numero de 24 ou mais a intervalos regulares,
podendo conter ainda outros residuos hidrofébicos, asparaginas e prolinas. Os
motivos de leucina geram uma estrutura terciaria semelhante a uma mola, com
cada hélice representando um motivo de leucina repetido. A fungdo dos LRRs
parece ser de mediacdo da interacdo entre proteinas, podendo atuar
extracelularmente como receptor do elicitor codificado pelo gene de aviruléncia
do patégeno ou intracelularmente, em passo anterior a via de transducédo dos
sinais envolvidos no processo de resisténcia (BENT et al. 1994; BENT, 1996).
Supde-se que a por¢cao amino terminal do dominio de LRR, que é altamente
variavel, possui papel mais importante no reconhecimento que a porgcédo carboxi
terminal, que é mais conservada (DIXON et al., 1996, MALVAS, 2003).

A maioria dos genes de resisténcia apresenta, além dos LRRs, sitios de
adesao a nucleotideos (NBS). Também referidos como P-loops, ocorrem em
diversas proteinas e sao responsaveis por atividades de ligagdo ao ATP ou GTP,
tais como subunidades da ATP sintetase e fatores de elongagao do ribossomo. A
presenca destes dominios em diversas proteinas de genes de resisténcia sugere
que estes sitios podem estar envolvidos na ativacdo de proteinas quinases e
proteinas transportadoras (HAMMOND-KOSAK & JONES, 1997, MALVAS, 2003,
QUIRINO, 2003).

Tem-se ainda uma outra classe de genes R caracterizada por apresentar
LRRs e também fungao de proteina quinase, mas nenhum NBS (LEISTER et al.,
1998, MALVAS,2003). Os genes Cf-2, Cf-4, Cf-9, Xa-21 e Pto (tomate) possuem
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LRR na posicao 5’ terminal da sequéncia e/ou dominio quinase serina/treonina na
mesma posi¢ao (LEISTER, 1998).

As proteinas R com dominios NBS/LRR podem ser divididas em duas
subclasses: uma com dominio TIR N-terminal, similar ao dominio citoplasmatico
Toll de Drosophila e ao receptor interleucina (IL-1R) de mamiferos (proteinas
conhecidas como TNL ou TIR-NBS-LRR); e uma subclasse com dominio ndo-TIR
N-terminal que possui, na maioria das proteinas R, um motivo coiled-coil (CC)
(proteinas conhecidas como CNL ou CC-TIR-NBS; GOMES, 2005).

O motivo CC, formado por hélices que contém cadeias laterais com
residuos de aminoacidos hidrofébicos, € encontrado em uma variedade de
proteinas relacionadas com diversos processos bioldgicos. Mostra-se envolvido
em interacdes proteina-proteina, mas seu papel na resisténcia a doencas ainda
esta por ser elucidado. Em Arabidopsis, proteinas R com motivo CC, como RPS2
(Figura 4), RPS5 e RPM1, requerem diferentes componentes das vias de
transducdo de sinais que culminam na resisténcia daqueles requeridos por
proteinas TIR-NBS-LRR, como RPP1, RPP5 e RPS4, sugerindo o envolvimento
desse motivo com a sinalizagdo e nado com o reconhecimento (van der BIEZEN et
al.,, 2002, MARTIN et al.,, 2003). O dominio TIR apresenta similaridade com
dominios de proteinas presentes em animais (Toll e IL-1R) e requer componentes
de sinalizacdo diferentes dos utilizados pelas proteinas CC-NBS-LRR no
processo de defesa. Além do papel de sinalizagao celular, o dominio TIR pode ter
ainda a funcdo de reconhecimento do patégeno (LUCK et al., 2000; YOUNG,
2000; MARTIN et al., 2003; NIMCHUK et al., 2003, GOMES, 2005).

Cuantidade de - N '
P 182190 30359 @5 - = w867 9

Figura 4. Motivos funcionais encontrados em produtos protéicos do gene RPS2. As proteinas tém 909 longos
aa e contem os seguintes motivos: ziper de leucina (LZ), sitio de ligacdo a nucleotideo (NBS),
regido hidrofébica (HP) e séries de 14 repeticdes de leucina (LRR). Adaptada de CAICEDO et al.
(1999).

Existem ainda outras proteinas R pertencentes a classes menos comuns,
mas nao menos importantes como as proteinas da familia serina-treonina-
quinase (STK); proteinas com dominio LRR extracitoplasmatico (eLRR) ancorado

a um dominio transmembrana (TM); e proteinas da familia eLRR-TM-quinase.
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Esta ultima apresenta uma estrutura que contém todos os dominios capazes de
reconhecimento e transdugéo de sinais. Assim, o dominio eLRR estaria apto a
reconhecer a presenga de elicitores produzidos pelos patégenos e o dominio
quinase localizado no citoplasma seria o ativador de cascatas de transducao de
sinais. Dominios quinases estdo envolvidos com a via de transducédo de sinal
através de fosforilacbes, sendo extremamente importantes na ativacao dos
mecanismos de defesa da planta (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997;
ROMEIS, 2001; MARTIN et al., 2003, GOMES, 2005).

Existem ainda proteinas R que n&o pertencem as classes anteriores como
a HC- toxina redutase, que € uma enzima codificada pelo gene Hm1 de milho
capaz de inativar a toxina produzida pelo patogeno (JOHAL & BRIGGS, 1992;
HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997); as glicoproteinas de superficie celular
que contém receptor de sinal de endocitose (ECS), como a codificada pelo gene
Ve de tomateiro (KAWCHUK et al., 2001); e proteinas TIR-NBS-LRR, como a
codificada pelo gene RRS1 de Arabidopsis, que contém na por¢cado C-terminal,
dominios de sinalizagdo nuclear (NLS) junto a um motivo caracteristico de
proteinas ativadoras de transcricdo da familia WRKY (DESLANDES et al., 2002,
GOMES, 2005).

A Figura 5 apresenta esquematicamente o posicionamento e as possiveis

funcdes das diversas classes das proteinas R, descritas nesta sec¢ao.
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Figura 5: Representagdo esquematica de proteinas R codificadas por genes R clonados de diferentes
espécies de plantas. Adaptada de HAMMOND-KOSACK & PARKER (2003), citado por GOMES
(2005).
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Genes de resisténcia freqlientemente sdo encontrados em multiplas copias
agrupadas no genoma, normalmente ocorrem em certos bragos do cromossomo,
as vezes tao fortemente juntos que podem ser considerados como locos
complexos, e verdadeiras séries alélicas (RIBEIRO et al., 2001). Em cacau, foi
relatado um pequeno cluster formado por dois homodlogos de genes de
resisténcia (RGH4 e RGH5) localizados no grupo de ligagdo 7 do mapa genético
da populacéo F, de SCA 6 X ICS 1, separados por cerca de 4 cM (KUHN et al.,
2003).

Teoricamente, clusters de genes funcionariam como um reservatério de
DNA que suporta acumulo de mutacdo devido a alta freqiéncia de
recombinacgdes desiguais entre os genes muito proximos. A organizagdo em
clusters de genes contendo os dominios NBS/LRRs mostrou-se conservada entre
membros de diferentes taxas (LEE et al., 2001; ZHU et al.,, 2002). Para as
monocotiledéneas, embora ndo exista uma exata colinearidade quanto a
localizagdo dos genes homologos no mapa de arroz, cevada e milho, existe uma
organizagao geral comum entre estas espécies (MALVAS, 2003).

Acredita-se que a estrutura fisica dos agrupamentos auxilia na geragao e
manutencdo da diversidade dos genes R ocorrendo freqliientemente
recombinacdo desigual causando duplicacdo, trocas de pares de bases
desiguais, delegdo parcial e formando novos genes quiméricos (van der
VOSSEN, 1997; MEYERS et al., 2005). Assim, recombinag¢des entre alelos ou
entre sequéncias relacionadas contribuem para amplificagdo da variabilidade
genética dos mecanismos de defesa das plantas, gerando novos alelos capazes
de ativar resposta de defesa as novas ragas do patdégeno ou sequéncias
analogas a genes de resisténcia (RGAs) (MEYERS et al.,, 1999; HAMMOND-
KOSACK & JONES, 2000; YOUNG, 2000; HULBERT et al., 2001; ZHU et al.,
2002; LEISTER, 2004; GOMES, 2005).

2.3. Melhoramento genético do cacaueiro visando resisténcia a doencas

A mais importante medida de controle das doengas do cacaueiro tem sido
a utilizacdo de gendtipos resistentes, por ser a mais econOmica, estavel e

ambientalmente desejavel. As populacdes cacaueiras exibem ampla variabilidade
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para resisténcia, provavelmente de natureza poligénica (ROBINSON, 1979,
ZADOKS, 1997). Em vista disso, o melhoramento busca niveis adequados de
resisténcia, por meio do estudo dos componentes da resisténcia, assegurando
sua maior durabilidade e estabilidade. Dados de resisténcia em campo, obtidos
em condigbes experimentais, sao uteis para os programas de selecdo de
gendtipos resistentes (ZADOKS, 1997; LUZ et al., 1999a; PIRES et al., 1999). A
pratica da renovacdo de cultivares suscetiveis por aquelas que expressam
resisténcia duravel aos patdgenos tem sido a melhor solugdo para o controle das
doencgas. Portanto, um dos objetivos dos Programas de Melhoramento do Cacau
€ desenvolver cultivares tolerantes ou resistentes que possam ser usados no
manejo ou controle de doengas. Nesse sentido, muitos trabalhos estdo sendo
conduzidos nos diferentes centros de pesquisa de cacau, visando identificar
fontes de resisténcia as diferentes doencas e seu uso para cruzamentos
controlados, visando a obtengao de populagdes segregantes.

No Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC) estudos vém sendo realizados
para a compreensao da diversidade genética em clones resistentes de cacaueiro.
Em 2001, Marita et al., avaliaram a diversidade genética de 270 acessos de T.
cacao do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do CEPEC, baseados em
marcadores RAPD, encontrando ampla diversidade genética entre os acessos.
Faleiro et al. (2001c) avaliaram a diversidade genética nas atuais variedades
clonais de cacau recomendadas aos produtores pelo CEPEC (TSH, TSA, CEPEC
e EET), utilizando os marcadores RAPD, AFLP e SSR, e também notaram existir
ampla diversidade. Pires (2003) também conduziu avaliagdes moleculares com
marcadores RAPD e SSR a fim de analisar as resisténcias a vassoura-de-bruxa e
a podridao-parda na colegcdo de germoplasma do CEPEC. O autor identificou
acessos mais promissores em relagdo a resisténcia a vassoura-de-bruxa,
constatando-se a ocorréncia de um elevado numero de genotipos com forte
distingdo, muitos dos quais de diferentes origens e com baixa similaridade
genética entre si. Santos et al. (2005) avaliaram a variabilidade genética entre e
dentro dos grupos de materiais resistentes a vassoura-de-bruxa em 30 clones da
série CEPEC (20 descendentes do SCA 6 e 10 ndo) por meio da técnica de
RAPD, encontrando baixa diversidade genética dentro dos grupos, revelando
estreita base genética para resisténcia a vassoura-de-bruxa e, ao contrario do

que se esperava, a diversidade foi mais alta nos descendentes do SCA 6 de que
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nos nao descendentes. Araujo (2005) também estudou a diversidade genética de
88 acessos do BAG do CEPEC com resisténcia a vassoura-de-bruxa com 12
primers SSR. Os acessos CAB (Cacau da Amazénia Brasileira) 271 e 309 foram
considerados os candidatos mais promissores a futuros cruzamentos para a
obtencgao de novas variedades comerciais que acumule o maior numero de genes
de resisténcia a vassoura-de-bruxa, devido as suas resisténcias a doenca e a
altas dissimilaridades com clones SCAs. Paim et al. (2006) analisaram progénies
de 40 acessos amazonicos (CAB) e de SCA, avaliadas no campo por seis anos
para resisténcia a vassoura-de-bruxa. Segundo as avaliagdes, houve diferencas
no numero de vassouras vegetativas em algumas das progénies amazbnicas e
de SCA, revelando a existéncia de diferentes genes/alelos de resisténcia em
progénies amazodnicas e em descendentes do SCA. Estas novas fontes de
resisténcia sdo importantes para a piramidagéo de genes/alelos e, assim, ampliar
a estabilidade e durabilidade da resisténcia.

A interagdo T. cacao x M. perniciosa, apesar de sua grande importancia,
foi pouco estudada até o momento. Diferengas genéticas entre isolados de C.
perniciosa e de acessos de T. cacao tém sido detectadas por marcadores do
DNA e por avaliagcbes fenotipicas de patogenicidade e resisténcia,
respectivamente (WHEELER & MEPSTED, 1988; GOMES et al., 2000; PIRES et
al.,, 2001, NIELLA, 2000). Os resultados destes estudos evidenciam que o
cacaueiro apresenta diferentes genes de resisténcia ao fungo C. perniciosa. O
controle dessa resisténcia ainda € desconhecido, onde as hipoéteses de controle
genético monogénico (gene-a-gene ou resisténcia vertical), poligénico (efeitos
aditivos ou resisténcia horizontal) (ROBINSON, 1979) ou mesmo controle
genético integrado destes dois tipos de resisténcia precisam ser avaliadas com
mais precisao (PARLEVLIET & ZADOKS, 1977, NELSON, 1978, PARLEVLIET et
al., 1993, FALEIRO et al., 2002b).

Segundo Rios-Ruiz (2001), melhoramento para resisténcia €, geralmente,
considerado mais complexo que para caracteres agronémicos ou morfologicos,
desde que a eficacia da resisténcia a doenca nao é estatica, e € influenciada,
simultaneamente, pelas caracteristicas do hospedeiro e pela variabilidade
genética do patogeno (agressividade do isolado, selegdo genética para
incremento de viruléncia etc.). O conceito de "ragas fisiologicas" possibilita a

compreensao da variabilidade patogénica em relagdo ao melhoramento para
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resisténcia condicionados por oligogenes (resisténcia oligogénica ou vertical).
Resisténcia oligogénica, entretanto, ndo tem sido encontrada para os principais
patdbgenos do cacaueiro. Por outro lado, evidéncias da resisténcia horizontal
(poligénica ou parcial ou horizontal) sdo relatadas na literatura. Nessa ultima,
gendtipos de cacau testados em condi¢cées uniformes expressam amplitude de
resposta, variando desde os muito infectados até aqueles relativamente imunes
(LUZ et al., 1999a, PHILLIPS-MORA, 1999b, PIRES et al., 1999, SUAREZ-
CAPELLO, 1999, RIOS-RUIZ et al., 2000). A variabilidade da patogenicidade em
cacau €, ainda, pouco entendida, e muita pesquisa sera necessaria para otimizar
os esforgos do melhoramento.

Resisténcia parcial € aquele nivel de resisténcia que torna a doenca
manejavel sem, contudo, erradicar o patégeno (ZADOKS, 1997). Resisténcia
parcial é utilizada em muitas culturas anuais contra importantes patégenos
(PARLEVLIET, 1989, 1993). Apresenta natureza quantitativa, usualmente
poligénica, embora possa ser monogénica em alguns casos (PARLEVLIET &
ZADOKS, 1977, FALEIRO et al., 2002b), sendo um fenédmeno predominante em
culturas perenes, incluindo o cacau (ZADOKS, 1999). O carater quantitativo da
resisténcia horizontal se manifesta pelo lento progresso da doenga, pela redugao
da quantidade de doenca e, consequentemente, pela redugcéo do nivel de inéculo
(van der PLANK, 1963). Na literatura, a resisténcia poligénica é tratada como
sinbnimo de resisténcia duravel (JACOBS & PARLEVLIET, 1993). Entretanto,
existem diversos casos em que a resisténcia monogénica tem se comportado
também como resisténcia duravel e estavel (PRABHU & MORAIS, 1993; van der
VOSSEN, 1997; RIOS-RUIZ, 2001; FALEIRO et al., 2002).

Em cacau, o conceito de durabilidade ndo esta, até o momento, bem
documentada. O clone SCA 6, resistente a vassoura-de-bruxa, expressa
resisténcia duravel em Trinidad (LAKER et al., 1988a, 1988b), mas n&o no
Equador, onde outro patétipo do fungo é predominante (WHEELER & MEPSTED,
1988), e nem no Peru, onde apresenta relativamente alto nivel de infecgao
(RIOS-RUIZ, 2000, 2001).

Nao existe forma para predizer durabilidade e estabilidade, as quais
somente podem ser identificadas, testando-se por longo periodo e em multiplas
localidades. O melhoramento para resisténcia em cacau deve visar niveis

adequados de resisténcia duravel. A despeito de novos resultados apontarem
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para a importancia dos genes de efeito maior para o seu controle, o acumulo de
genes de efeito menor é, ainda, a melhor maneira para obter resisténcia duravel
(DIAS et al., 2001). Em cacau, os estudos realizados até agora indicam que a
espécie tem ampla variabilidade para a resisténcia poligénica (ROBINSON,
1979). A partir de avaliagbes sistematicas de germoplasma, da aplicagao de
testes apropriados e, finalmente, da identificacdo, selecdo e cruzamento entre
genitores resistentes, pode-se esperar o acumulo de genes de resisténcia.

Nesse caso, a resisténcia esperada € a duravel (DIAS et al., 2001).

2.4. Homélogos de genes de resisténcia e suas aplicacdes

Um homodlogo de gene de resisténcia (RGHs) é um gene com homologia
entre sequéncias de DNA que contem um motivo com sitio de ligacdo a
nucleotideo (NBS) e regido rica em leucina (LRR) mostrando significante
identidade de sequéncia de aminoacidos com genes de resisténcia ja conhecidos
e mapeados em outras plantas (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997;
HULBERT et al., 2001, KUHN et al., 2003). Os RGHs sado genes candidatos a
resisténcia, visto que embora sejam similares em sequéncias a outros genes de
resisténcia, ainda néo tiveram sua analise de expressdo confirmada como uma
resposta ao desafio da planta ao patégeno.

Para otimizar a chance de se obter marcadores ligados a caracteristicas
de interesse, existe o uso dos genes candidatos sabidamente envolvidos nas vias
metabdlicas da resisténcia a doengas, por exemplo os genes envolvidos na
resposta inicial de reconhecimento de patdgenos (genes R). Estes genes
possuem regides conservadas denominadas motivos. Segundo Graham et al.
(2000), a conservagao dos motivos destes genes propiciou o desenvolvimento de
primers degenerados que amplificam, via PCR, regides analogas (sequéncias
similares, mas com fungéo ainda n&do comprovada) a estes genes de resisténcia
em uma variedade de espécies de plantas cuja estrutura genética é pouco
conhecida ou desconhecida, como o cacau e café (NOIR et al., 2001; KUHN et
al., 2003, MALVAS, 2003, QUIRINO, 2003). Uma vez amplificados estes RGHs, o

desafio é tornar estes fragmentos como marcadores genéticos que represente
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um loco unico e polimérfico no cromossomo dentro da populagéao alvo (KUHN et
al., 2003).

Com os produtos deste PCR faz-se sequenciamento e alinhamento destes
fragmentos com as sequéncias dos genes R conhecidos a fim de desenhar
primers sequéncia-especificos de dominios conservados como NBS, LRR e
quinases e, portanto, sequéncias candidatas. Estas estratégias podem associar
tais sequéncias candidatas como marcadores genéticos moleculares altamente
polimérficos para a piramidagdo de genes de interesse em cultivares melhorados,
mapeamento e clonagem dos mesmos em programas de melhoramento.

A vantagem da utilizagdo de homdélogos como marcadores moleculares é
que estes podem representar genes em potencial, entretanto a homologia de
sequéncias entre dominios conservados de diferentes genes de resisténcia néo
indica necessariamente que estes também sejam genes de resisténcia (MALVAS,
2003). Genes homodlogos sao aqueles que, apesar de pertencerem a diferentes
organismos, sao estruturalmente semelhantes e cumprem fungdes idénticas. A
homologia € usada em Biologia para descobrir caracteristicas de um novo gene
através de genes homodlogos a este gene que ja possuem anotagdes precisas de
suas caracteristicas (MALVAS, 2003).

Estes homologos podem ser utilizados como marcadores moleculares em
populagdes segregantes para genes de resisténcia a outros patogenos. Os genes
homologos podem nao estar sempre associados com o fenétipo de resisténcia e
podem estar ligados a genes R, mas a uma grande distancia. Para comprovar a
associagao de um gene com a resisténcia a um determinado patégeno, plantas
suscetiveis devem ser transformadas geneticamente a expressar o fendétipo de
resisténcia quando inoculadas (SHEN et al., 1998, MALVAS, 2003) por isso
considera-se os RGHs como genes candidatos.

Kuhn et al. (2003) utilizaram os homologos de genes de resisténcia como
marcadores moleculares em sete cultivares diferentes de cacau resultando no
isolamento de 74 RGHs e, usaram a técnica de Single-Strand Conformational
Polymorphism (SSCP) para estabelecer a segregacao de sete categorias destes
marcadores em uma populagdo F; segregando para resisténcia a vassoura-de-
bruxa (Figura 6). Um destes RGHs foi localizado no mesmo grupo de ligagdo do
QTL de resisténcia a vassoura-de-bruxa (QTL VB), o RGH2, e trés destes RGHs
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foram localizados no mesmo grupo de ligagédo do QTL de resisténcia a podridao-
parda (QTL PP), como o RGH1, RGH4 e RGHS5.
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12,79 =t  EGH4
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Figura 6. Representagao esquematica do mapa genético da populagdo F» de cacaueiro ICS 1 X SCA 6. Com
mapeamento de marcadores candidatos a resisténcia e a defesa da planta os RGHs. QTL a
vassoura-de-bruxa (VB) e QTL a podridao-parda (PP). Adaptada de KUHN et al. (2003) e LANAUD
et al. (2004).

2.5. Marcadores moleculares no estudo de diversidade genética

Diferentes tipos de marcadores moleculares tém sido usados nos estudos
de caracterizagdo de diversidade genética de acessos de cacaueiro (LAURENT
et al., 1993; 1994; NGORAN et al., 1994; LERCETEAU et al., 1997; PIRES et al.,
2000; FALEIRO et al., 2001a), porque permitem, em um curto espago de tempo,
analisar um numero praticamente ilimitado de marcas polimérficas em nivel de
DNA, sem influéncia do ambiente (FALEIRO et al., 2001a).

A diversidade genética do cacaueiro tém sido estudada através do uso de
sondas de cDNA (LAURENT et al., 1994) e marcadores moleculares genémicos
como RAPD (WILDE et al., 1992), AFLP (FALEIRO et al., 2002), microssatélites
(FALEIRO et al., 2002) e isoenzimas (YAMADA et al., 2001).
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Kuhn et al. (2003) fizeram investigacao de RGHs em Theobroma cacao e
confirmaram o observado para outras plantas (COLLINS et al., 1998; GRAHAM et
al., 2000, NOIR et al., 2001), onde ha uma elevada diversidade de RGHs e de
polimorfismos das sequéncias em locos individuais o que lhes faz marcadores
genéticos uteis.

A avaliagao da diversidade genética entre varios acessos de cacau permite
que cruzamentos sejam planejados, utilizando materiais contrastantes
geneticamente (DIAS et al., 2001).

Sendo o0 cacau uma espécie com alta variabilidade genética, o
entendimento dessa variabilidade podera auxiliar, em muito, os programas de
melhoramento da cultura (DIAS et al., 2001). O conhecimento da variabilidade
genética € importante nos trabalhos de preservagcdo de germoplasma, no
desenvolvimento de cultivares superiores, e, também, na selegao de progenitores
divergentes para a exploragdo da heterose em cultivares hibridas (CATTANEO,
2001, DIAS et al., 2001, ARAUJO, 2005), estabelecimento de colegdes
nucleares, o direcionamento de cruzamentos, até auxiliar na indicagcéo de regides
do centro de diversidade com maior variabilidade genética para coleta de

germoplasma.

2.6. Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP)

2.6.1. A técnica SSCP

A analise de polimorfismo conformacional de fita simples possibilita rapida
diferenciagao de fragmentos de DNA de tamanhos diferentes ou até mesmo de
mesmo tamanho, mas com variagdes na sequéncia de nucleotideos (FAJARDO
et al., 2005), detectando diferenga de mobilidade eletroforética quando ha
mudanga de até uma base nucleotidica (KERR & CURRAN, 1996, FAJARDO et
al., 2005).

Na analise de SSCP, o DNA de fita dupla é desnaturado a altas
temperaturas, na presencga de formamida, e as fitas simples de DNA (ssDNA) s&o
separadas por eletroforese em gel ndo desnaturante de poliacrilamida (FAJARDO

et al., 2005). Sob condigdes nao desnaturantes as moléculas ssDNA assumem
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conformacgdes tridimensionais Unicas e estaveis, estruturas estas dobradas por
interagdes intramoleculares, que variam dependendo da sequéncia de
nucleotideos (KERR & CURRAN, 1996).

Pequenas mudancas na sequéncia de nucleotideos podem alterar a
conformagao nas moléculas das ssDNA e, conseqlientemente, sua mobilidade
eletroforética. Esta propriedade pode ser explorada para detectar mutagcbes em
fragmentos selecionados de DNA, comparando seus padrbes eletroforéticos
(RUBIO et al., 1996; FAJARDO et al.,, 2005) como, por exemplo, na Figura 7,
diferencas de mobilidade eletroforéticas comparadas entre seqliéncias tipo
selvagem (wt) podem ser \visualizadas (KERR & CURRAN, 1996;
http://www.biocompare.com/technicalarticle/1365/Rapid-High-Throughput-
Mutation-Discovery-Using-Fluorescent-SSCP-On-The-ABI-PRISM(r)-3100-And-
3100—Avant-Genetic-Analyzers-from-Applied-Biosystems.html, 2002).

Diagrama da Técnica PCR-SSCP
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Figura 7. Diagrama da técnica SSCP-PCR comparando as mobilidades eletroforéticas dos fragmentos
amplificados do tipo selvagem e tipo mutante com primers marcados. Adaptada de
http://www.biocompare.com/technicalarticle/1365/Rapid-High-Throughput-Mutation-Discovery-
Using-Fluorescent-SSCP-On-The-ABI-PRISM(r)-3100-And-3100—Avant-Genetic-Analyzers-from-
Applied-Biosystems.html, 2002.
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Entretanto, para se determinar quao significativas sdo estas diferengas
observadas por SSCP, € necessario o sequenciamento de nucleotideos destes
fragmentos (FAJARDO et al., 2005).

Além de diferenciar as sequéncias selvagens das mutantes consegue-se
diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos como mostrado na Figura 8
(KERR & CURRAN, 1996). O individuo homozigoto A tem duas conformagdes
diferentes originadas de quatro fitas simples de DNA, onde as fitas azuis dos dois
cromossomos homologos sado iguais em sequéncia nucleotidica e a fita vermelha
dos dois cromossomos também iguais. No individuo homozigoto B segue-se o
mesmo raciocinio, ja que apresenta duas conformacdes diferentes caracterizadas
por quatro fitas simples de DNA, duas fitas verdes idénticas e duas fitas amarelas
também idénticas em sequéncia nucleotidica. Isso mostra que as fitas azuis e
vermelhas (individuo A) e as fitas verdes e amarelas (individuo B) teréo
conformagdes diferenciadas, logo mobilidades diferentes no individuo

heterozigoto.
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Figura 8. Representagdo esquematica do principio da técnica de SSCP, diferenciando individuo homozigoto
e individuo heterozigoto, em uma corrida eletroforética em gel de acrilamida nativo em condigbes
nao desnaturantes. Adaptada de Kerr & Curran, 1996.



2.6.2. Vantagens

A técnica SSCP pode analisar um grande numero de amostras, sendo
rapida, de baixo custo e sensivel, além de ser capaz de reduzir drasticamente a
quantidade de sequenciamento necessaria para comparag¢des acuradas. Pode
ser considerada uma técnica simples em relacao a eletroforese automatizada em
sequenciadores de genotipagem baseada em primers marcados com
fluorescéncia (http://www.biocompare.com/technicalarticle/1365/Rapid-High-
Throughput-Mutation-Discovery-Using-Fluorescent-SSCP-On-The-ABI-PRISM(r)-
3100-And-3100—Avant-Genetic-Analyzers-from-Applied-Biosystems.html, 2002).

O método PCR-SSCP tem uma vantagem em que um fragmento inteiro de
PCR pode ser analisado para deteccdo de polimorfismo. Este método pode
detectar polimorfismo em genes onde outras técnicas de deteccédo de
polimorfismo nao revelam (ZHAO, 1998). Além disso, esta técnica tem o poder de
caracterizar individuos homozigotos e heterozigotos, mostrando a caracteristica

de codominancia desta técnica PCR-SSCP.

2.6.3. Desvantagens

Muitos parametros influenciam na otimizacao e na corrida eletroforética da
técnica SSCP. Isso prejudica na reprodutibilidade e sensibilidade dos padrdes
SSCPs, ja que devem-se adaptar parametros de temperatura constante, tampao
com potencial idnico constante, mesmas condi¢des eletroforéticas de uma corrida
para outra, entre outros parametros.

Outra desvantagem da técnica SSCP quando baseada em primers nao
marcados por fluorescéncia e em eletroforese em gel de acrimalida corada com
nitrato de prata é a leitura dos dados no gel. Poucos sdo os trabalhos que
utilizam estas condi¢cdes para a eletroforese e, sim primers marcados com
eletroforese em sequenciadores automaticos.

A analise de SSCP indica apenas que a mutacao existe. Caso, queira
determinar com maior precisdo a natureza da mutagcado que causou uma mudanca
na mobilidade eletroforética em dada amostra, deve-se subsequentemente

realizar o seqlenciamento do fragmento. Além disso, nem todas mutacdes de
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ponto nas dadas sequéncias causardao uma mudanga detectavel na mobilidade
eletroforética, logo esta técnica permite a identificacdo de polimorfismos e ndo a

caracterizagao da mutacao a qual determinou o polimorfismo.

2.6.4. Aplicagcdes em estudos

Polimorfismo Conformacional de Fita Simples € comumente usado no
diagndstico médico e nos estudos com animais, mas tem sido usado em alguns
estudos como ferramenta de analises em plantas e em estudos ecoldgicos
(KUHN et al.,, 2003). SSCP é mais frequentemente usado como meétodo de
deteccdo de mutagdes desconhecidas (ANDERSEN et al., 2003).

SSCP é um método sensivel, barato e facilmente usado para deteccao de
haplétipos. Estudos de genética populacional em geral (SUNNUCKS et al. 2000)
e mais especificamente avaliacbes de populagdes de insetos com vetor humano
tem empregado SSCP (BLACK & DUTEAU, 1997, STOTHARD et al. 1998, DE
MERIDA et al, 1999, WOHLFORD et al., 1999, GORROCHOTEGUI-
ESCALANTE et al., 2000, BIRUNGI & MUNSTERMANN, 2002, HODGKINSON et
al., 2002).

Peters et al. (2000) utilizaram SSCP para monitorar a diversidade de
bactérias, actinomicetos e fungos em sucessbes de comunidade, com trés
diferentes pares de primers especificos para regides hipervariaveis do rDNA 18S
(fungos) e rDNA 16S (actinomicetos e bactérias). Schwieger & Tebbe (2000),
usando o SSCP, analisaram perfis genéticos do gene rRNA 16S e detectaram a
especificidade das comunidades da rizosfera com diferentes plantas.

A regidao promotora e a regido codificadora iniciante do gene hsp70 foram
analisadas em galinhas broiler de raga comercial (MAZZl et al., 2003). Os
produtos de PCR F1-R1, F2-R2, F3-R3 e F19-R24 ndo mostraram nenhuma
diferenca em seus padrdes de migracdo em gel de poliacrilamida quando
submetido a analise de SSCP. Entretanto, os padrdes diferentes de migracao
foram vistos quando os fragmentos de F4-R3b foram analisados usando esta
técnica, indicando que esta regido (regido codificadora inicial) apresenta
polimorfismos. Os dados de sequenciamento das duas regides do gene hsp70

confirmaram as observacgdes obtidas pela analise de SSCP.
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No trabalho de Fajardo et al. (2005) foram amplificados dois fragmentos de
DNA do virus Grapevine leafroll por RT-PCR, a partir de RNA total extraido de
nervuras e peciolos de videiras infetadas, utilizando-se dois pares de
oligonucleotideos. Os DNAs amplificados foram clonados e reamplificados, a
partir dos clones recombinantes, e comparados quanto as diferencas
conformacionais das fitas simples desnaturadas (SSCP), objetivando avaliar a
variabilidade do virus. Foi possivel observar dois padrbes distintos de bandas
(com uma ou duas bandas por padrdo) para cada espécie viral. Mais de duas
bandas em um perfil de SSCP sugerem a presenca de mais de uma sequéncia
variante na planta analisada, assim como verificado em relagcdo ao virus
Grapevine leafroll (GOSZCZYNSKI & JOOSTE, 2002). Devido a frequente
ocorréncia de conformacdes de fitas simples de DNA secundarias e estaveis, as
quais migram diferentemente em eletroforese (RUBIO et al., 1996), a
interpretacao dos perfis de SSCP com mais de duas bandas é dificil e, em alguns
casos, pode levar a conclusdes errbneas em relacdo ao numero de sequéncias
variantes presentes em uma unica planta (GOSZCZYNSKI & JOOSTE, 2002;
FAJARDO et al., 2005).

A anadlise de variagio em genes especificos para determinada
caracteristica € o primeiro passo para associacdo de suas fungcdes a variacao
fenotipica. No estudo de ZHAO (1998), analises de variagdo em genes GH
(hormoénio de crescimento) e PRKARIA em diferentes ragas de porcos indigenas
foram realizadas utilizando a técnica de comparacao de perfis eletroforéticos de
SSCP. A deteccédo de diferengcas em frequéncias alélicas entre estas racas de
porcos sao muito uteis para mapeamento de locos de caracteristicas
quantitativas (QTLs), e os SSCPs possibilitam este estudo e mapeamento deste
genes.

Com mais locos sendo mapeados por primers especificos em espécies
animais, vegetais e humana, analise SSCP provavelmente tornara mais comum
em estudos de mapeamento, grupo de ligagdo, caracteristicas quantitativas e
aberragdes genéticas.

A diversidade genética de cabras de Jamunapari (Capra hircus) foi
investigada usando um método otimizado nado radioativo PCR-SSCP para
detectar polimorfismo no éxon do gene lactalbumina em uma amostra de 50
cabras de leite (KUMAR et al., 2006). Estes dados mostram que PCR-SSCP é
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uma ferramenta apropriada para avaliar a variabilidade genética em cabras
Jamunapari. O polimorfismo foi detectado nas amostras, indicando que cabras
Jamunapari tém alta variabilidade genética no gene da lactalbumina. Este
resultado abre prospetos interessantes para os programas da selegao e as
estratégias futuros de conservagao dos mesmos.

Com plantas tém-se ainda poucos trabalhos utilizando esta técnica SSCP,
mas vém crescendo a utilizacdo da mesma (WATANO et al., 1995; BONDENES
et al., 1996; McCALLUM et al., 2001) em especial para mapeamento genético.

Sessenta e sete marcadores STS (Sequéncias Sitio Marcadas) foram
identificados em sequéncias parciais de cDNAs de clones obtidos do interior da
casca de Cryptomeria japonica (espécie de arvore japonesa; UJINO-IHARA, et
al., 2002). Polimorfismos destes STSs foram investigados nos clones parentais
da populagdo de mapeamento usando SSCP e analise de seqlienciamento. Vinte
e dois STSs mostraram diferengas nucleotidicas entre os pais, e destes 19
diferencas STS foram detectadas sob condi¢des eletroforéticas SSCP.

Kuhn et al. (2003) utilizaram os homologos de genes resistentes como
marcadores moleculares em sete cultivares diferentes de cacau resultando no
isolamento de 74 unicos RGHs e, usaram a técnica SSCP para estabelecer a
segregacao de seis categorias destes marcadores em uma populagdo F;
segregando para resisténcia a vassoura—de—bruxa.

Usando primers degenerados, 16 locos TcWRKY foram isolados do
Theobroma cacao (BORRONE et al.,, 2004). Destes 16 isolados, sete foram
polimorficos por comparacao de sequéncia, e quatro destes foram convertidos
com sucesso para marcadores moleculares e mapeados em uma populagcao F»
de cacau usando SSCP com Eletroforese Capilar (CE-SSCP).

Trinta homdlogos de genes de resisténcia de maga (ARGHs, Malus x
domestica Borkh.) foram clonados e caracterizados usando PCR com primers
degenerados desenhados de regides conservadas, como NBS e quinase. As
analises de sequéncias indicaram a presenca de no minimo 27 familias de genes
contendo NBS em maca. Dezoito ARGHs foram mapeados usando um mapa de
ligacdo de uma populagdo segregante do cruzamento entre dois cultivares de

macé Fiesta e Discovery, através da técnica SSCP (BALDI et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais genéticos do experimento

Foram utilizados 57 clones de cacaueiros, implantados em experimentos
de competicdo de clones em seis municipios da regiao cacaueira pela Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC; Tabela 2), dentre eles,
controles resistentes e suscetiveis a vassoura-de-bruxa e a podridao-parda.

Entre os clones selecionados para o estudo, foram incluidos alguns
representativos da diversidade que existe na espécie, denominados clones
ancoras: os altos amazénicos (RB 36, MO 20, IMC 67, NA 33, POUND 4B,
POUND 7, C.SUL 3, MOQ 216), os baixo amazénicos (MA 16, SIAL 169, SIC 23),
os trinitarios (CCN 10, OC 67, ICS 1, ICS 32), o SCA 6 e seus descendentes
(TSHs e EETs; PIRES et al., 2001, YAMADA et al., 2003b).

Tabela 2. Lista de clones, por ordem alfabética, agrupada em clones selecionados por produtores e clones
considerados como ancoras para estudo de diversidade em genes candidatos a resisténcia a
doengas no cacaueiro

TIPO CLONES LOCALIZACAO GRUPO GENETICO
AM 01 ECM-CEPEC
AM 02 ECM-CEPEC
BB 1.33 ECM-CEPEC
BB 6018 ECM-CEPEC
BB 6020 ECM-CEPEC
CSF 22 ECM-CEPEC
FADA 100 ECM-CEPEC
FL 16 ECM-CEPEC
FL 60 ECM-CEPEC
FLN 30 ECM-CEPEC
FSU 13 ECM-CEPEC
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FSU 151 ECM-CEPEC -
FSU 77 ECM-CEPEC -
GM 33 ECM-CEPEC -
M 05 ECM-CEPEC -
NV 22 ECM-CEPEC -
PAT 118 ECM-CEPEC -
PAT 84 ECM-CEPEC -
Selecao PB 617 ECM-CEPEC -
De PH 16 ECM-CEPEC -
Produtores RT 06 ECM-CEPEC -
RT 09 ECM-CEPEC -
RT 106 ECM-CEPEC -
RVID 08 ECM-CEPEC -
RVID 12 ECM-CEPEC -
SJ 02 ECM-CEPEC -
SM 06 ECM-CEPEC -
T11 ECM-CEPEC -
TR 15 ECM-CEPEC -
TR 35 ECM-CEPEC -
VB 515 ECM-CEPEC -
VB 547 ECM-CEPEC -
VB 679 ECM-CEPEC -
VB 892 ECM-CEPEC -
VB 900 ECM-CEPEC -
VB 902 ECM-CEPEC -
CCN 10 SD Trinitario
C.SUL 3 SD Alto Amazébnico
EET 392 BAG-CEPEC SILECIA x SCA 6
EET 399 SD Hibrido de SCA
ICS 1 BAG-CEPEC Trinitario
ICS 32 SD Trinitario
Ancoras IMC 67 BAG-CEPEC Alto Amazébnico
MA 16 SD Baixo Amazonico
MO 20 SD Alto Amazodnico
MOQ 216 ECM-CEPEC Alto Amazobnico
NA 33 ECM-CEPEC Alto Amazénico
OC 67 SD Trinitario
POUND 4B BAG-CEPEC Alto Amazobnico
POUND 7 BAG-CEPEC Alto Amazbnico
RB 36 SD Alto Amazénico
SCA 6 BAG-CEPEC Potencial Pai
SIAL 169 ECM-CEPEC Baixo Amazonico
SIC 23 ECM-CEPEC Baixo Amaz6nico
TSH 1188 BAG-CEPEC Hibrido SCA
TSH 516 BAG-CEPEC Hibrido SCA
TSH 565 BAG-CEPEC Hibrido SCA

Obs.: - Grupo genético desconhecido;

ECM-CEPEC: Ensaio Clonal Multilocais, Série 4 no CEPEC;
BAG-CEPEC: Banco Ativo do Germoplasma do CEPEC;

SD: Ensaio Série Diferenciadora no CEPEC.
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Os ensaios de competicdo de clones, denominado Ensaios Clonais
Multilocais-Série 4, foram instalados em julho-agosto de 2001, nas fazendas
Santa Rita (Ipiau), Venturosa (Floresta Azul), Barra do Cedro (Itagiba),
Corcovado (lpiau), Maia (Barra do Rocha), e na Estacdo Experimental Arnaldo
Medeiros (llhéus), da CEPLAC (LOPES et al., 2006).

Nas fazendas Barra do Cedro, Santa Rita e Esarm foram instaladas
experimentos com desenhos estatisticos inteiramente ao acaso, com duas
parcelas por clone; ja nas fazendas Corcovado, Venturosa e Maia, foram usadas
trés parcelas por clone. Cada parcela é constituida de duas filas, com trés plantas
cada (LOPES et al., 2006).

O principal objetivo desta etapa do Projeto implantado pela CEPLAC é
submeter clones aos diferentes solos, climas, tipos de manejo e patégeno que
ocorram na regiao, subsidiando decisdes de recomendacao de novos clones para
o produtor. O presente grupo de ensaios é parte de um projeto maior que visa
testar 150 clones, em diferentes agrossistemas da regido cacaueira.

Estes clones vém sendo mensalmente avaliados quanto a producdo e
resisténcia a vassoura-de-bruxa. Além disto, os mesmos vém sendo avaliados

quanto ao tipo, qualidade da manteiga, numero de évulos, dentre outros.

3.2. Extracdo de DNA genbmico

DNA de cada clone de cacau foi extraido a partir de folhas jovens
utiizando o pelo método CTAB (DOYLE & DOYLE, 1990) com algumas
modificacdes (ARAUJO et al., 2000). Amostras de aproximadamente 300 mg de
tecido de folha de cada clone de cacaueiro foram maceradas em nitrogénio
liquido, transferidas para tubos Ependorff de 2 mL e, adicionando-se
posteriormente 800 pL de tamp&o de extragdo [tris-HCI 100 mmol.L™", pH 8,0;
EDTA (0,5 mol.L™") 20 mmol.L™", pH 8,0; NaCl (5 mol.L™") 1,3 mol.L""; 0,2 % (v/v)
B- mercaptoetanol, 2,8% CTAB (7%), 1% polivinilpirrolidona (PVP 40) e 20 ug/uL
de proteinase K]. Apés 60 minutos em banho-maria a 65°C, os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes transferidos para
novos tubos. Aos sobrenadantes adicionaram-se 700 uL de cloroférmio: alcool

isoamilico (24:1), agitando por 10 minutos, seguindo de centrifugacéo a 14.000
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rom por 10 minutos. Esta etapa foi repetida por duas vezes. Os sobrenadantes
foram transferidos para novos tubos, recebendo 700 pL de isopropanol gelado, e
em seguida agitados suavemente por cinco minutos e colocados a -20°C
overnight. No dia posterior, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, seus
sobrenadantes descartados e os precipitados lavados com 300 pL de etanol 70%
(-20° C), por 2 vezes. ApoOs as lavagens, os precipitados foram secos a
temperatura ambiente por 12 horas e ressuspensos em 150 yL de agua mili-Q
contendo RNAse na concentragédo final de 40 ug/mL e incubados em banho-
maria a 37°C até dissolver o precipitado.

Para verificar a integridade do DNA extraido, uma aliquota de 5 uL de cada
amostra, adicionada de 3 pL do corante tipo IV (Bromofenol Blue a 0,25%,
sacarose 40%) foi aplicada em gel de agarose a 0,8%, corado posteriormente
com brometo de etidio a 10 mg/mL e fotodocumentado sob luz ultra violeta (UV)
com o sistema da VILBER LOURMAT. Além disso, as amostras foram
quantificadas em espectrofotémetro 260 nm Cary Winv 50 (software RNA & DNA)
e, diluidas para 10 ng/mL.

3.3. Amplificagdo dos marcadores RGHs-SSCP

Doze primers RGHs-SSCP foram utilizados para genotipagem dos 57
clones em estudo (Tabela 3). Na amplificacdo dos primers RGHs-SSCP utilizou-
se o protocolo de reagdo descrito por Kuhn et al. (2003), com algumas
adaptacdes do protocolo SSR (GRAMACHO et al.,, 2003), em que foram
aumentadas as concentragoes de DNA de 2,5 ng para 3 ng a 10 ng/uL,
acrescentando-se tampéao 10 X e agua para completar volume de 20 ul de reacao
e excluindo-se o BSA. O volume final utilizado para a reacdo de PCR foi de 20
uL, contendo no mix os seguintes reagentes: 1,5 mmol.L”' de MgCl,. 200 uM de
cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP; BioLabs); 200 nM de cada primer RGH
especifico foward e reverse (KUHN, 2003; Tabela 3); 1 X de tampéao; 0,5 U/uL de
Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda.); e 3 ng de DNA.

Determinados os reagentes e as concentragbes da reagao de amplificagéo
dos RGHs-SSCP, foi feito um teste de amplificacdo dos primers utilizando-se os

clones TSH 1188 e CCN 51 e dois individuos originados do cruzamento entre
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estes clones. Também foram utilizados os clones SCA 6, ICS 1 e TSH 516,
sabidamente diferentes entre si para ratificar os resultados.

As reagdes de amplificagdo dos primers foram conduzidas em Eppendorf
Mastercycler Gradient e seguiram-se os seguintes procedimentos: ciclo inicial de
desnaturacgao foi de 94°C por 2 minutos, seguido de 39 ciclos de 94°C por 30
segundos, 49°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto (cada um dos ciclos), com
um ciclo final de extensao de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram separados inicialmente em gel de agarose a
3% com 80 V por 1 hora, corados com brometo de etideo, fotodocumentados sob
luz ultravioleta (UV), com o objetivo de verificar a qualidade e intensidade da
reagcdo. Outra aliquota do mesmo produto do PCR foi aplicado em gel de
acrilamida SSR a 6% para obter maior resolucdo quanto a separacdo dos

fragmentos de DNA.

Tabela 3. Primers RGHs desenhados por KUHN et al. (2003) a partir de regides conservadas de genes
candidatos a resisténcia a doengas em plantas, usados para este estudo de diversidade em
clones de cacaueiro

Primer Seqliéncia de Primer Posicéo na sequéncia
(5-3") Nucleotidica
Tcrghlfor437FAM 6CATGGCAAAAGAAGTTGGAAAG 24-45
Tcrghlrev437HEX 8CATCAATCAATTCACTGTGGC 490-472
Tcrgh2for440FAM 6CGAAGCAAAGGCAGACAAG 45-63
Tcrgh2rev440HEX 8CGCATCTCCTACATGCATC 484-466
Tcrgh3afor349FAM 6TTGTAATTTGGGTGGTGACTTC 80-101
Tcrgh3arev349HEX 8CAAGATGGCTGKCAAGGG 428-411
Tcrgh3bcfor359FAM 6TGGGTGGTKGTGTCTAAAG 88-106
Tcrgh3bcerev359HEX 8GGGTTTYTTCTCCAACCTTC 446-427
TcRGH4for411FAM 6TTGATTTGGGCAACTGTATCC 79-99
TcRGH4rev411HEX 8ACCACATTCGCAGACAAC 489-472
TcRGH5for581FAM 6AGATYMTCAACAACCAAC 31-48
TcRGH5rev581HEX 8TACCNTKTCATCTAACCC 611-594
TcRGH6for487FAM 6CAAACATTCACTGAGGAAC 97-115
TcRGH6rev487HEX 8CAATACGCCTCCATTCAC 583-566
TcRGH7for386FAM 6CTTGCTCAGCTTGTCTAC 25-42
TcRGH7rev386HEX 8AATACAGAAAGGCAATCTTC 409-390
TcRGH8for472FAM 6CTTGCTCARCTTGTCTAC 28-45
TcRGH8rev472HEX 8CACAYTTCTTCACAATCTCC 499-480
TcRGH9for447FAM 6ATACTTGTGTTCAAAATC 48-65
TcRGH9rev447THEX 8CACTTTCTCACTATTTTC 494-477
TcRGH10for468FAM 6GCTCAGCTCGTTTATAAC 28-45
TcRGH10rev468HEX 8ACACCTTTTCACTATTTCC 495-477
TcRGH11for300FAM 6GTTCCTGATACCAACGACC 214-232
TcRGH11rev300HEX 8ATGCCCGTCAAAGTTTTC 513-496
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3.4. Otimizagéo da técnica SSCP

Realizaram-se varios testes para otimizacdo da técnica SSCP a fim de
obter as condigdes ideais, ja que esta técnica ainda n&do havia sido utilizada pelos
grupos de pesquisa da UESC e CEPLAC. Foram testados procedimentos para
ajuste e constancia da temperatura, diferentes condigbes eletroforéticas,
diferentes concentragbes de reagentes do gel SSCP (propor¢ao de acrilamida e
bisacrilamida, percentual de glicerol, percentual de APS), algumas diluigbes das
amostras de PCR. Além disso, vale ressaltar que outro parametro importante
para melhor deteccao e sensibilidade da técnica é o tamanho do fragmento de
amplificagdo. Estes parametros influenciam a separagdo das conformagdes das

fitas simples de DNA e serdo descritos abaixo.

3.4.1. Tamanho do fragmento de interesse

Os tamanhos dos fragmentos de amplificagdo dos primers RGHs variam
de 200 a 300 pb. Este tamanho em pares de bases pode ou nao influenciar na
deteccdo de mutagdes nucleotidicas pequenas nos fragmentos amplificados.

Se os resultados do SSCP néo tiverem bons padrdes de eletroforese e o
comprimento do fragmento amplificado estiver bem fora do comprimento 6timo
(130-250 pares de bases), deve-se escolher primers novos de modo que o
comprimento do fragmento esteja dentro da escala 6tima de tamanho. Hayashi
(1992) encontraram que pelo menos 80% de substituicdes unicas de pares de

bases podem ser detectados se os produtos de PCR forem mantidos sob 400 pb.

3.4.2. Temperatura do gel SSCP

Esta etapa de otimizagcdo da técnica SSCP foi realizada na Universidade
Estadual de Santa Cruz — UESC, no Laboratorio de Citogenética e Marcadores
Moleculares.

Alguns testes de temperatura foram feitos em sala refrigerada com

temperaturas em torno de 15-20°C, sob o monitoramento de um termémetro
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manual a fim de verificar a constancia de uma temperatura relativamente baixa
(menor ou igual a temperatura ambiente) durante a corrida. Como estava em fase
de otimizagdes, todos os testes foram feitos com gel de acrilamida de
microssatélite (gel SSR) e coloragado com nitrato de prata.

De acordo com os protocolos estudados (SPINARDI et al., 1991,
HONGYO et al., 1993, KERR & CURRAN, 1996, HUMPHRIES et al., 1997, Ah
FONG/JUDELSON, 2000, ASENSIO et al., 2001; KAJIWARA & KANEKO, 2002),
a temperatura de corrida a 4°C ou a temperaturas baixas ou mesmo temperatura
ambiente padronizam as condi¢gdes nao desnaturantes do gel SSCP, embora néo
se tenham investigado sistematicamente o efeito do controle da temperatura na

taxa de deteccao de SSCPs.

3.4.3. CondicgdOes de eletroforese

O primeiro teste a ser feito foi de acordo com o protocolo de Spinardi et al.
(1991), utilizando as condi¢des eletroforéticas do gel SSCP a 40 W por 3 a 7
horas. Contudo na maioria dos protocolos estudados a poténcia variava de 4 a 15
W (KERR & CURRAN, 1996; HUMPHRIES et al., 1997; ASENSIO et al., 2001,
MARTIN-LOPES et al., 2001), logo decidiu-se testar a 4 W por 5 horas.

O segundo teste foi segundo o protocolo de Humphries et al. (1997). O gel
SSCP corre rotineiramente a 5 V/cm overninght mantendo assim uma
temperatura constante de 20-22°C em sala refrigerada. Como as placas de
montagem do gel utilizadas tinham 50 cm de comprimento, a voltagem atingida
durante a corrida foi de apenas 250 V. A esta voltagem baixa e a uma poténcia
de 4 W o aquecimento do gel é insignificante. Seguindo estas informacdes,
decidiu-se entdo correr novamente um gel SSR a 4 W por 16 horas (overnight) a
250 V.

3.4.4. Gel SSCP e Diluicédo das amostras de PCR

O primeiro protocolo de gel SSCP testado (http://www.hku.hk/oncology/lcg/

ProtocolforSSCP.htm) continha os seguintes reagentes: 10 mL de agua destilada;
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8,3 mL de bis-sep [5,8 g de acrilamida e 0,2 g de bisacrilamida (29:1) dissolvidos
em 20 mL de agua destilada]; 2,2 mL de gel buffer (4,36 g Tris em 100 mL de
agua destilada, pH 8,4); 60 pL de persulfato de aménia (APS) a 40% (w/v); e 40
ML de N,N,N’,N’-tetrametiletiienodiamino (TEMED). Acrescentou-se glicerol ao
protocolo.

A utilizacdo de glicerol entre 5-10% deve-se a estabilidade que € dada as
conformacgdes tridimensionais das fitas simples de DNA e ao aumento da
capacidade de deteccdo de mutagdes (KERR & CURRAN, 1996; Manual
GeneScan, 2000). Utilizou-se o mesmo tampao de carregamento usado em
trabalhos com microssatélite (10 mmol.L”" NaOH, 0,09 % xilenocianol [wiv],
0,09% azul de bromofenol [w/v], EDTA 0,5 mol.L™!, Formamida 95%).

Foram utilizados DNAs do SCA 6 e ICS 1 ja que se sabe da existéncia de
polimorfismos entre estes dois acessos. Os produtos de PCR com o primer RGH
7 (primer polimérfico) foram diluidos a 1:1, 1:2, 1:5 vv (1 yL PCR + 1 yL H;0, 0,5
pL PCR + 1,0 yL H20 e 0,5 pL PCR + 2,5 puL H,0) e produtos aplicados no gel
SSCP. Colocou-se marcador de peso molecular ( DNA ladder 100 pb, Invitrogen)
como referéncia para possiveis problemas de amplificagcdo ou no gel. Estas
diluicdes diferentes foram testadas para verificar qual a que se obteria melhor
resultado.

O segundo protocolo de gel SSCP a ser testado foi de acordo com Ah
Fong/Judelson (2000). Preparou-se um gel de acrilamida 6% (37,5 acrilamida: 1
bisacrilamida) com 5% glicerol. Neste protocolo continha os seguintes reagentes:
4,5 mL de solugédo estoque de 40% acrilamida/bis; 3,0 mL de 50% glicerol; 1,5
mL de TBE 10 X; e completa com agua destilada até um volume final de 30 mL.
Depois de completo o volume, foram adicionados a solugcado de acrilamida 27 uL
de APS a 10% e 27 uL de TEMED e aplicou-se esta solugao nas placas de vidro

montadas.

3.5. Eletroforese em gel de acrilamida 6%

Adaptada a técnica do SSCP, descrita para cacau, os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de acrilamida 6% (37,5

acrilamida: 1 bisacrilamida) ndao desnaturante, ja com as condi¢des otimizadas e
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estabelecidas para corrida. Desta etapa em diante, os experimentos foram
realizados nos Laboratorios de Biomol e Fitomol da CEPLAC.

Os produtos de PCR foram diluidos a 1:2 vv (1 uL de produto de PCR e 2
ML de agua para PCR), misturados com 1,5 uL de tampé&o de carregamento 2X
para microssatélite, desnaturados a 94°C por 4 minutos na presenga de
formamida e colocados imediatamente no gelo. Dois a trés pL foram aplicados no
gel. O marcador de peso molecular, o DNA ladder de 10 pb ou 1 kb (Invitrogen),
foi aplicado apenas como controle da reagcdo e do gel, j4 que a migracdo dos
fragmentos no gel SSCP ndo é determinada por marcador molecular e sim por
suas mobilidades eletroforéticas devido a suas conformagdes nas condi¢gdes nao
desnaturantes (SPINARDI et al., 1991; MARTIN-LOPES et al., 2001).

A eletroforese foi realizada em cuba vertical nas condigdes otimizadas —
400V - 15 W - 15 mA - 5 horas e meia, em sala refrigerada, tendo como tampéao
de corrida TBE 0,5X. Apos eletroforese, a revelacao foi realizada em coloragao

de nitrato de prata de acordo com Creste et al. (2001) e Gramacho et al. (2003).

3.6. Codificacéo dos Dados (Scoring)

Como este estudo foi baseado em analise de polimorfismo para verificar
divergéncias genéticas, mesmo que pequenas, entre os clones de cacaueiro,
decidiu-se codificar estas bandas (ssDNA) de RGHs como dados binarios, a
partir da auséncia e presenga de bandas.

A leitura dos dados (presenga e auséncia de bandas) foi feita diretamente
no gel de acrilamida sobre um transluminador de luz branca, transformada em
dados binarios (0 para auséncia de banda, 1 para presenca de banda e 9 para
dados perdidos) e tabulada com numero de gendtipos e numero bandas com
mobilidades diferentes para posteriores analises.

Cada banda visualizada, pelo principio da técnica SSCP, foi considerada
uma conformacéao diferenciada de cada fita simples de DNA apds desnaturada e
separada no gel SSCP nao desnaturante. Logo, um individuo com duas bandas,
ou seja, duas fitas simples de DNA (representando um alelo) foi considerado
como individuo homozigoto. Ja um individuo com trés ou mais bandas, ou seja,

trés ou mais fitas simples de DNA foi considerado como individuo heterozigoto
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com dois alelos ou mais alelos, como resultado de genes repetidos no genoma

em tandem.

3.7. Analise de polimorfismos nos perfis eletroforéticos entre os clones

As anadlises de detecgdo de polimorfismos entre os individuos foram
realizadas por comparacdo dos padrbes de mobilidades eletroforéticas dos
fragmentos amplificados.

Os padroes eletroforéticos entre acessos suscetiveis e resistentes foram
comparados para os 12 primers RGHSs, verificando-se a presenca de marcas
unicas (exclusivas) para cada primer em um grupo de individuos que apresentam
algum nivel de resisténcia (C.SUL 3, VB 679, TSH 565, EET 392, RB 36, FLN 30
e OC 67) e suscetibilidade (SIC 23, SIAL 169 e ICS 1) a vassoura-de-bruxa do
cacaueiro. Estas amostras (grupo de individuos resistentes e suscetiveis) foram
selecionadas dentre os 57 clones pela identificacdo de marcas ssDNAs unicas
para cada amostra de clones, ou seja, somente aqueles clones que tiveram a
presenca de marcas unicas de RGH-SSCP foram escolhidos.

Além desta analise, caracterizou-se o polimorfismo dos 12 marcadores
RGHSs a partir da caracterizagdo do numero de fragmentos de ssDNA gerados e
destes fragmentos quantos foram polimérficos e monomérficos.

Esta etapa de verificagcdo de marcas ssDNA no gel de acrilamida e analise
de polimorfismo foi decisiva para validar a técnica SSCP, descrita por Kuhn et al.
(2003) para cacau, neste estudo de diversidade genética entre os clones de
cacaueiro. Esta otimizacdo e validacao tiveram como pontos de destaque em
relagdo a trabalhos anteriores de diversidade genética em cacaueiro a utilizagao
de primers RGHs ndo marcados com fluorescéncia e uma corrida eletroforética
em gel de acrilamida ndo desnaturante corada com nitrato de prata, o que

tornaram esta técnica mais acessivel e mais barata.
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3.8. Andlise de diversidade genética e Indice de heterozigose

Para avaliar a diversidade genética entre os clones com base no marcador
RGHs-SSCP utilizaram-se estimativas de dissimilaridade genética obtidas por
meio de uma andlise multivariada. As estimativas de dissimilaridade foram
obtidas de variaveis binarias pela formula {Soma [(b+c)/(a+b+cC)]}, onde ‘@’
equivale a coincidéncia 1-1, ‘b’ equivale a discordancia 1-0 e ‘c’ é discordancia 0-
1. Esta formula corresponde ao complemento do indice de similaridade de
Jaccard, por meio do Programa GENES (CRUZ, 1997).

De acordo com a formula para o calculo das estimativas de
dissimilaridade, consideraram-se as bandas comuns a todos os individuos como
semelhangas genéticas e as ndo comuns, como diferengas genéticas. Dos
dados binarios gerou-se uma matriz de estimativas de dissimilaridade. Definida a
matriz de distancias genéticas (matriz de dissimilaridade), o espaco
multidimensional foi reduzido a tridimensional pelo método Multidimensional
Scaling — MDS SAS (SAS Institute, 1990) e este apresentado em representacao
grafica, obtida por SAS G3D (SAS Institute, 1990).

O nivel de heterozigose de cada acesso foi calculado baseado na relagao

entre o numero de locos em heterozigose e o numero total de locos analisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacao das condi¢cdes de amplificacdo dos marcadores RGHs e da
técnica SSCP

4.1.1. Teste de amplificagéo e Screening dos primers RGHs

No teste inicial de amplificacdo dos primers RGHs, obtiveram-se as
amplificagbes de 10 dos 12 primers RGHs em gel de agarose a 3%, com a
presenca de fragmentos unicos de mesmo tamanho para os dois clones TSH
1188 e CCN 51 e para os dois individuos descendentes do cruzamento destes
clones (Figura 9). O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 200 a
300pb. Identificou-se também a presenga de bandas inespecificas em alguns
primers, mas que nao foi problema para amplificacbes posteriores ja que as

temperaturas de anelamento de cada primer foram ajustadas.

RGH1 RGH2 RGH3A RGH3BC RGH4 RGH5 RGH6
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RGH7 RGHS8 RGH9 RGH10 RGH11

Figura 9. Screening de primers RGHs em gel de agarose 3%.

Como o gel de agarose ndo possui poder de resolugdo e deteccédo de
pequenas diferengas nucleotidicas em fragmentos génicos (RGH), aplicou-se o
mesmo produto de amplificacdo em gel de acrilamida 6% comumente usado para
padrées de SSR (Figura 10). Contudo, ndo foram detectadas diferengas na
migracgéao eletroforética dos fragmentos amplificados entre os parentais TSH 1188
e CCN 51 e seus descendentes. Estes dois clones apresentam niveis de
resisténcia diferentes, o TSH 1188 considerado altamente resistente e o CCN 51
mediamente resistente, o que nio foi percebido com a analise de polimorfismo
baseada nestes marcadores RGHs. Uma possivel explicacdo para este resultado
€ a aplicagao inapropriada do gel de acrilamida SSR desnaturante para deteccao
de diferengas nucleotidicas e conformacionais destes fragmentos que devem ser

muito pequenas nestes homodlogos de genes de resisténcia.

Figura 10. Screening de primers RGHs em gel de acrilamida SSR a 6%.
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A fim de sobrepor e solucionar este problema foram incluidos novos clones
diferentes entre si como o SCA 6, ICS 1 e TSH 516, assim pdde-se testar a
presenca de polimorfismos entre estes individuos e entre estes e os clones TSH
1188 e CCN 51. A inclusado dos clones SCA 6 e ICS 1 justificou-se também pelo
fato de que marcadores RGHs haviam sido mapeados em progénies do
cruzamento destes genodtipos (KUHN et al.,, 2003). Deste modo estes clones
passaram a ser referéncia no screening do presente estudo (Figura 11).
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Figura 11: Screening dos primers RGHs em gel de acrilamida SSR a 6%, a fim de detectar polimorfismos
entre os progenitores TSH 1188, CCN 51, SCA 6,ICS 1 e TSH 516.

Com a inclusdo destes clones verificou-se que em gel de acrilamida nao
houve diferengas eletroforéticas para os gendétipos TSH 1188 e CCN 51 (primeiro
e segundo pogos do gel acima), contudo, notaram-se diferengas eletroforéticas
para os genétipos SCA 6, ICS 1 e TSH 516 (Figura 11).

4.1.2. Otimizacao da técnica SSCP

Tamanho do fragmento de interesse. Segundo Hayashi (1992) e
Humpbhries et al. (1997), pelo menos 90% das substituicdes unicas de pares de
bases podem ser detectadas em gel de acrilamida se os produtos de PCR
tiverem até 200 pb e que 80% das substituicdes unicas de pares de bases podem
ser detectadas se os produtos de PCR tiverem até 400 pb. Neste contexto, o
tamanho dos fragmentos de PCR amplificados pelos 12 primers RGHs na
amostra em estudo foi entre 200 pb e 300 pb estando assim dentro de um

percentual confiavel de detecg¢ao dos polimorfismos entre os clones em estudo.
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Temperatura do gel SSCP. Em relagao a temperatura de corrida do gel
SSCP verificou-se que normalmente se utilizam temperaturas variando de 4°C a
temperatura ambiente de 25°C (HUMPHRIES et al., 1997, NATARAJ et al., 1999,
ANDERSEN et al. 2003). Esta variagao de temperaturas utilizadas para a corrida
de gel SSCP permite uma boa eficiéncia na deteccdo de SSCPs e
reprodutibilidade dos padrdes eletroforéticos. Uma ascensdo da temperatura
durante a corrida é particularmente perigosa para a reprodutibilidade, logo s&o
usados constantemente géis finos e ar refrigerado na sala, para manter uma
constancia da temperatura durante toda corrida (KERR & CURRAN, 1996).
Temperatura em torno de 18°C ndo alcanga uma sensibilidade elevada para
alguns autores (WENZ et al., 1998; LARSEN et al., 1999). Outros autores (ATHA
et al., 1998; ELLIS et al., 2000; ANDERSEN et al., 2003) observaram que a
resolugdo aumenta quando a temperatura é reduzida a 18°C. Gelfi et al. (2000)
nao perceberam esta tendéncia em seu estudo, onde o uso da temperatura a
25°C foi considerado 6timo para seu experimento. As diferencas de resultados de
diferentes autores sédo devidas a diferengas no material de estudo, tampao usado
na corrida e composicdo do polimero, mas em especial ha uma dependéncia
forte da mobilidade da ssDNA em relacao a temperatura de corrida (ANDERSEN
et al., 2003). No presente experimento, a temperatura do gel SSCP, em sala
refrigerada 15-20°C, foi estabilizada entre 22 e 24°C, assim permanecendo
durante toda a corrida. Esta variacdo da temperatura foi apropriada para este
experimento ja que se obtiveram diferencas esperadas segundo os principios da
técnica, detectando polimorfismos e heterozigose entre os clones de cacaueiro.

Condicdes de eletroforese e Gel SSCP. De acordo com o protocolo de
Spinardi et al. (1991), a condi¢ao eletroforética ideal para o gel SSCP é submeté-
lo a 40 W por 3 a 7 horas. Contudo, a maioria dos protocolos estudados utiliza
uma poténcia menor (em torno de 4 W) justificando este uso como o mais
adequado para separagao das fitas simples dos fragmentos desnaturados e
assim também permitindo a melhor conformacdo das mesmas. A partir destas
informacoes, decidiu-se preparar e correr um gel SSCP
(http://www.hku.hk/oncology/lcg/ProtocolforSSCP.htm) estabelecendo uma
poténcia a 4W. O resultado para este teste ndo foi o esperado, pois a poténcia

baixa e o tempo reduzido de corrida fizeram com que a voltagem da fonte elétrica
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da cuba aumentasse muito, atingindo cerca de 1200 V, tendo assim um padrao
eletroforético de bandas tipo smile (em forma de ‘u’).

Seguindo o protocolo de Humphries et al. (1997), preparou-se outro gel
SSCP (http://www.hku.hk/oncology/lcg/ProtocolforSSCP.htm), a 4 W por 16 horas
(overnight) a 250 V, com adicdo de glicerol. Estas condi¢cbes eletroforéticas
também n&o apresentaram bons resultados ja que a poténcia e a miliamperagem
zeraram durante a corrida sem completar o tempo total estabelecido de 16 horas
de corrida. O gel SSCP foi corado para verificar os padrdes eletroforéticos
obtidos e novamente obteve-se a presenca de bandas tipo smile.

As possiveis explicacbes para os padroes eletroforéticos obtidos (bandas
smile) podem ser devidas a alta voltagem (no primeiro teste), a baixa poténcia e
miliamperagem (no segundo teste) e ao alto percentual de APS a 40% no
protocolo usado de gel SSCP (http://www.hku.hk/oncology/
lcg/ProtocolforSSCP.htm; a maioria dos protocolos usa o APS a 10%). Estes
motivos provavelmente prejudicaram a estabilidade conformacional das ssDNAs,
assim também suas mobilidades eletroforéticas. O uso do alto percentual de APS
possivelmente provocou o espessamento da malha do gel, prejudicando a
mobilidade das conformacdes de DNA. Um outro motivo provavel foi a adicao de
glicerol no protocolo de um gel SSCP que normalmente ndo o contém
(http://www.hku.hk/oncology/lcg/ProtocolforSSCP.htm), isso deve ter dificultado
as mobilidades das ssDNAs e suas conformagdes. O glicerol é viscoso e reduz a
mobilidade (KERR & CURRAN, 1996), sendo um agente desnaturante fraco. A
presenca de concentragdes baixas de glicerol (5 a 10%) em um gel SSCP pode
melhorar a separacdo de sequéncias mutadas, a razdo para esta é
desconhecida, mas este efeito pode ter ligagcdo com a propriedade desnaturante
do glicerol em abrir as fitas simples.

ApoOs muitos testes para atingir as melhores condigdes eletroforéticas e
otimizar o protocolo de gel SSCP, decidiu-se experimentar voltagem entre 200-
400 V, poténcia de 10-15 W, miliamperagem de 10-15 mA e tempo de corrida de
5 horas e meia para otimizar o tempo de trabalho, seguindo o protocolo de gel
SSCP de Ah/Judelson (2000) que apresenta em sua composigao glicerol a 5%,
APS 10% e TBE 0,5X. Este teste produziu o melhor resultado até entdo com as

condicbes ideais para os experimentos, tanto para as condi¢cdes eletroforéticas
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quanto para os padrdes eletroforéticos, além de mostrar a melhor diluigao para os
produtos de PCR que foi de 1:2 vv (Figura 12).

A separagao das fitas simples € melhor em géis de acrilamida com baixo
cross linking (%C) na razado da concentragcéo de bisacrilamida para concentragcéo
total de acrilamida. Este baixo cross linking deixa o gel com tamanhos de poros
bem grandes e alta sensibilidade as conformagdes das ssDNA, isto é explicado
provavelmente pelo aumento da liberdade das fibras de acrilamida (KERR &
CURRAN, 1996). Géis de acrilamida a 1-2%C e 5-6%C s&o comumente usados,
mas também concentragbes variando de 4 a 20% tém sido usadas
frequentemente (KERR & CURRAN, 1996, Manual GeneScan, 2000). Em relagéo
ao percentual do polimero acrilamida-bisacrilamida, quando se aumenta este
percentual aumenta-se também a habilidade de detecgdo de diferencas de
mobilidade entre dois fragmentos, a concentragdo polimérica tem efeito na
conformagao tridimensional e pode mudar a diferenca de mobilidade entre
fragmento de um mutante e um selvagem. O percentual de acrilamida-
bisacrilamida para os géis SSCP que apresenta o melhor resultado € 237,5:1 (AH
FUNG/JUDELSON ,2000, Manual GeneScan, 2000). Logo, foi escolhido o
protocolo Ah Fung/Judelson (2000) para este experimento, o qual utiliza um gel
SSCP a 6%C com um percentual de 37,5:1 (acrilamida:bisacrilamida), além de

conter glicerol a 5%.

Figura 12. Resultado da otimizagédo da técnica SSCP. Gel SSCP 6% segundo protocolo de Ah/Judelson (2000).
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Apéds a otimizagao da técnica SSCP, com primers ndo marcados e corrida
em gel de acrilamida corada com nitrato de prata, verificaram-se marcas ssDNA
com diferentes mobilidades eletroforéticas no gel de acrilamida para os clones de
cacaueiro. Este fato pbéde validar a técnica RGH-SSCP para anadlise de
polimorfismos em regides génicas ligadas a genes candidatos a resisténcia em
cacau e, consequentemente, analise da diversidade genética entre os clones de
cacaueiro. A Figura 13 mostra os padroes eletroforéticos dos SSCPs nos 57
clones estudados, destacando a identificacdo de marcas ssDNA com diferentes
mobilidades eletroforéticas no gel de acrilamida e a diferenciagdo de individuos
homozigotos (com duas bandas ssDNA) e heterozigotos (com trés ou quatro
bandas ssDNA).

F -~
¢ ¢

Figura 13: Deteccdo de polimorfismos entre os clones de cacaueiro em gel de acrilamida a 6% SSCP,
validando a otimizag&o da técnica SSCP descrita para cacau neste estudo de diversidade genética.
A figura maior mostra todo o padrao eletroforético obtido para os clones e, em destaque verificam-
se marcas ssDNA com diferentes mobilidades no gel e a diferenciacéo de individuos homozigotos
e heterozigotos.

4.2. Analise de polimorfismos alélicos nos fragmentos amplificados dos
marcadores RGHs

Dos 12 primers RGHs testados, 10 amplificaram e destes sete tiveram

todas as marcas polimérficas entre os 57 clones estudados (Tabela 4).
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Obtiveram-se ao todo 79 marcas distintas de ssDNA, com média de 7,9 marcas
por primer, e variagio de 4 a 16 marcas para RGH10 e RGHS3BC,
respectivamente. A técnica SSCP detecta diferengas conformacionais do DNA
fita simples na eletroforese, o que a torna sensivel e vantajosa para detecgao de
marcas distintas com diferengcas minimas de até de um par de bases na
sequéncia nucleotidica (KERR & CURRAN, 1996, Manual GeneScan, 2000) em
relacdo a outras técnicas como RAPD e SSR. O polimorfismo encontrado pelo
uso da técnica SSCP neste conjunto de clones de cacau foi superior ao
encontrado por varios autores que utilizaram marcadores gendémicos
(RISTERUCCI et al., 2000, FALEIRO et al., 2004b, SANTOS et al., 2005).

Tabela 4. Polimorfismos encontrados nos 10 primers RGHs, a partir do nimero de marcas (ssDNA) geradas,
numero de marcas polimérficas e monomoérficas, percentual de polimorfismo e média de marcas

por primer
PRIMER N° MARCAS N° MARCAS N° MARCAS %
GERADAS POLIMORFICAS MONOMORFICAS POLIMORFISMO
RGH1 6 6 0 100
RGH2 7 7 0 100
RGH3A 6 6 0 100
RGH3BC 16 16 0 100
RGH4 6 6 0 100
RGH5 8 6 2 75
RGH6 7 7 0 100
RGH7 8 6 2 75
RGH8 11 11 0 100
RGH10 4 2 2 50
MEDIA 7,9 7,3 0,6 90

Risterucci et al., (2000) utilizando 20 locos SSR para o estudo da
diversidade genética em 28 acessos obtiveram uma meédia de 5,6 alelos/locos.
Faleiro et al. (2004b) utilizando 16 pares de primers SSR em 30 acessos
estudados, observaram uma média de 4 alelos/locos. Santos et al. (2005)
analisou 59 primers RAPD em 30 acessos de cacau da série CEPEC resultando
em uma média de 5,7 fragmentos/primer.

Faleiro et al. (2001c), utilizaram trés combinagdes de primers para AFLP,
nove primers para SSR e 18 primers para RAPD gerando 437 (1457
marcas/primer), 33 (3,7 marcas/primer) e 137 (7,6 marcas/primer) marcas
moleculares, respectivamente. Este ultimo trabalho mostrou a vantagem, para

numero de marcas geradas, da técnica de AFLP em comparagdo com a técnica
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dos marcadores SSR. Segundo Litt e Luty (1989) e Faleiro et al. (2001c), este
fato € compensado pelo alto conteudo de informagao genética por loco, uma vez
que os marcadores SSR, ao contrario dos AFLP e RAPD, sdo codominantes.
Comparando estas técnicas de marcadores genémicos com a técnica SSCP
usada com marcadores génicos (RGHs), uma outra vantagem desta € o poder de
diferenciagdo de heterozigotos e homozigotos caracterizando como marcador
codominante e além de gerar muitas marcas para cada loco.

Seis dos 10 marcadores RGHs amplificados geraram marcas ssDNA
especificas, encontradas somente em plantas resistentes ou somente em plantas
suscetiveis (Tabela 5). Nos clones suscetiveis, os primers RGH2 e RGH7
geraram trés marcas unicas para estes clones (RGH2_M6, RGH2_M7 e
RGH7_M8). Ja nos clones resistentes, os primers RGH1, RGH4 e RGH5 geraram
seis marcas Uunicas para os mesmos (RGH1_M1, RGH1_M5, RGH4 M6,
RGH5 M1, RGH5 M2 e RGH5 M5). O primer RGH3BC foi o unico que
amplificou marcas unicas ssDNAs para os dois grupos de clones, identificando-se
trés marcas para clones suscetiveis (RGH3BC_M4, M9 e M10) e quatro marcas
para clones resistentes (RGH3BC_M1, M2, M14 e M16).

Estas marcas caracterizam cada um destes clones, ou seja, possivelmente
podem ser marcas especificas de caracteristicas individuais dos clones, que nao
seja necessariamente resisténcia, como por exemplo, RGH4 M6 que foi
exclusivo do TSH 565. Mesmo porque nem todos homédlogos de genes de
resisténcia amplificados sdo comprovados como funcionais ou estdo ligados a
genes conhecidos. Contudo ha uma grande possibilidade de que os mesmos
estejam envolvidos em algum mecanismo de defesa dentro da planta (CHEN et
al.,, 1998), podendo ser marcas alternativas de possiveis alelos para serem
utilizadas em programa de melhoramento a fim de orientar o planejamento de
experimentos de segregacao dessas regides gendmicas com caracteristicas de

resisténcia, envolvendo esses materiais.
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Tabela 5. Representacdo esquematica de marcas ssDNA amplificados por primers RGHs que caracterizaram grupos de clones de cacau suscetiveis (SIC 23,
SIAL 169 e ICS 1) e resistentes a doencgas (C.SUL 3, VB 679, TSH 565, EET 392, RB 36, FLN 30 e OC 67). Os primers RGHs listados foram aqueles
que amplificaram apenas marcas (M) caracteristicas para clones de grupos distintos de resisténcia, e a enumeragcao das marcas M representam a
posicéo da mobilidade eletroforética de cada uma por primer

CLONES
CLONES SUSCETIVEIS RESISTENTES
PRIMERS | SIC 23 SIAL 169 ICS 1 C.SUL 3 VB 679 TSH 565 |EET 392 |RB36 FLN30 |oC67
RGH1 RGH1_M1
RGH1_M5
RGH2 RGH2_ M6 | RGH2_M6
RGH2 M7 | RGH2_M7
RGH3BC RGH3BC_M1
RGH3BC_M2
RGH3BC_M4 | RGH3BC_M4 | RGH3BC_M4
RGH3BC_M9 | RGH3BC_M9
RGH3BC_M10
RGH3BC_M14
RGH3BC_M16
RGH4 RGH4_M6
RGH5 RGH5_M1
RGH5_M2 | RGH5_M2
RGH5_M5
RGH7 RGH7 M8 | RGH7_M8
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As marcas RGHs supostamente caracterizam a resisténcia a vassoura-de-
bruxa dos materiais resistentes selecionados para esta analise, por exemplo,
percebidos no campo. Ja no grupo de materiais suscetiveis também se
observaram marcas RGH-SSCP exclusivas do mesmo, isto pode indicar que
houve mutacgdes nestas regides altamente conservadas de suspeitos genes de
resisténcia a doengas em plantas, como regides NBS, LRR, STK, durante a
evolucdo da espécie, caracterizando a suscetibilidade dos clones.

Existe a tendéncia de inter-relacionar o fendtipo de resisténcia a doencas
em plantas e um unico marcador identificado dentro de um gene candidato
(CRAWFORD et al.,, 2004). Se o marcador identificado n&do for um variante
causal, este inter-relacionamento se suporta na suposi¢cao de estar existindo um
desequilibrio de ligagdo ou uma associagao alélica entre o variante causal e o
marcador examinado. Contudo, sem conhecimento prévio da variagao genética
completa dentro do gene candidato ou da estrutura de desequilibrio de ligagao na
regido, estes resultados positivos e negativos devem ser interpretados com
cuidado (CARDON & BELL, 2001, CRAWFORD et al., 2004). Logo, ndo ha
possibilidade de se afirmar, no presente estudo, sobre as variacbes
conformacionais de DNA fita simples identificadas no gel de acrilamida como
variagbes alélicas que estdo ligadas a resisténcia a doengas no cacau, sem
mesmo conhecer da variagdo dentro das regides conservadas dos RGHs e suas
estruturas de desequilibrio de ligagao.

A principal fonte destas variagdes alélicas € o polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) que ocorre dentro de regides funcionais como regides codificadoras,
juncdes splicing e regides promotoras, sendo de enorme interesse ja que
mudancgas nestas regides génicas podem causar doengas Mendelianas comuns e
complexas (BOTSTEIN & RISCH, 2003, CRAWFORD et al., 2004). A técnica de
SSCP pode detectar SNPs através de sua corrida eletroforética, ja que tem a
sensibilidade de detectar mutagdes de até um par de bases (KERR & CURRAN,
1996, Manual GeneScan, 2000). Porém, ndo se pode afirmar sobre a existéncia
destes SNPs causando mudangas conformacionais das ssDNAs sem antes se
conhecer as sequéncias nucleotidicas destes genes candidatos a resisténcia e
suas variacoes alélicas.

A ocorréncia de mutagdes em alelos dos genes de resisténcia em plantas

pode levar a niveis diferenciados de resisténcia ou suscetibilidade. Alelos de
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suscetibilidade, supostamente, ocorrem por mutagcbes simples em alelos
selvagens de resisténcia (BERGELSON et al., 2001, MALVAS, 2003), porém nao
ha evidéncias concretas a este respeito (BERGELSON et al.,, 2001). Até o
momento, entretanto pouco é conhecido sobre a dindmica da evolugdo molecular
de genes de resisténcia. Por exemplo, no loco RPS2, alelos de resisténcia sédo
geneticamente mais similares entre si do que os alelos de suscetibilidade. Em um
estudo de evolugdo molecular, o gene RPS2 apresentou um nivel de
polimorfismo de 1,25%, sendo que aproximadamente metade deste polimorfismo
resultou em alteragdo de aminoacidos e 70% destes casos foram alteragbes nao
conservadas. Este nivel de polimorfismo geralmente ndo € encontrado em
plantas e demonstra que, provavelmente, o gene RPS2 é um gene que evolui
rapidamente (CAICEDO et al., 1999, MALVAS, 2003).

4.3. Analise de diversidade genética

As estimativas de dissimilaridade genética baseadas em marcadores
RGH-SSCP, geradas a partir de 1596 pares de combinacdes de 57 acessos de
cacau, variaram de 0,0253 a 0,3797, com média de 0,2036 (Figura 14). Nesta
figura observa-se ainda que a grande parte dos pares de gendtipos variou de
0,15 a 0,25 de dissimilaridade apresentando uma tendéncia de distribuicao
normal. Os clones FLN 30 e RVID 08 (0,3797) foram os mais dissimilares
enquanto que os clones RT 09 e RT 106 (0,0253) os mais similares. No geral,
estes resultados indicam que neste grupo de acessos e com base nesta técnica
houve alto indice de similaridade, o que pode ser explicado pelo fato de que se
estudou a diversidade dentro dos genes. Também pode se tratar do fato de a
maioria dos clones incluidos no estudo terem sido selecionados por produtores
para resisténcia e, em tese, deveriam ter alelos similares de resisténcia a

vassoura-de-bruxa.
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Figura 14. Histograma da distribuicdo de freqliiéncias das dissimilaridades genéticas dos pares de
gendtipos, onde no eixo x estdo os intervalos das dissimilaridades genéticas e no eixo y
estdo o n° de pares de combinagdes de dissimilaridades.

Em um estudo de diversidade genética com 270 acessos de cacau de
diferentes origens baseados em RAPD (15 acessos idénticos ao deste trabalho),
observou-se uma variagao da distancia genética de 0,000 a 0,5691, com média
de 0,310 (MARITA et al.,2001). Faleiro et al. (2004b), analisando 30 acessos de
cacau, baseado em SSR, sendo 16 clones idénticos ao deste trabalho, encontrou
distancias genéticas de 0,13 a 0,71. Tanto com o marcador RAPD quanto SSR
indicaram alta variabilidade entre os clones com amplitudes de distancias
genéticas altas, o que n&o foi percebido neste estudo com marcador RGH-SSCP.

A analise dos 21 clones considerados ancoras mostrou existir alta
similaridade genética entre os mesmos 81% (0,1909), apesar de serem de
diferentes origens geograficas (Tabela 6). Este indice de similaridade é superior a
valores encontrados com marcadores genémicos (MARITA et al., 2001, YAMADA
et al., 2003b, FALEIRO et al., 2004b).

Elevado indice de similaridade genética 79% (0,2112) também foi
encontrado para os 36 clones selecionados por produtores, contudo menor que
os clones ancoras. Isto pode indicar algum progenitor comum entre estes clones,
possivelmente o clone SCA 6 a fonte mais comum de resisténcia genética a
vassoura-de-bruxa (PIRES et al., 2001, YAMADA et al., 2003b). Estes além de
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serem muito similares entre si, sdo 83% (0,1733) similares ao SCA 6 mostrando
que possivelmente existe uma relacdo de ascendéncia em comum, apesar de
nao se poder afirmar esta ascendéncia ao SCA 6. Nao se esperava uma alta
dissimilaridade entre os clones selecionados por produtores e o SCA 6, pois a
amplificacdo destes fragmentos RGHs é feita em regides conservadas, ou seja,
esperava-se mais similaridades entre os fragmentos mostrando que as diferengas
pequenas existentes entre os mesmos serdo significativas para sele¢des de
niveis diferenciados de resisténcia dos clones de cacaueiro. Segundo Malvas
(2003) parece comum que polimorfismos ocorram mais em introns que em éxons.
Assim, considerando que estas sequéncias homodlogas fagam parte de um loco
envolvido na resisténcia e, portanto sejam expressas, a quantidade de
polimorfismos deveria ser menor como o observado.

Tabela 6. Dissimilaridades médias dos grupos de clones estudados (Conjunto, selegdes por produtores e
ancoras) e destes grupos em relagéo ao SCA 6

Grupos Dissimilaridades Médias
Conjunto 0,2036
Selecbes 0,2112
Ancoras 0,1909
Conjunto X SCA 6 0,1668
Selecbes X SCA 6 0,1733
Ancoras X SCA 6 0,1633

Os acessos SCA 6; ICS 1; SIC 19 e IMC 67 foram utilizados como
controles no estudo de Faleiro et al. (2004b), tendo o SCA 6 apresentado menor
meédia de distancia genética em relagdo aos acessos selecionados por
produtores, um pouco acima de 0,4. Outros estudos, também apresentaram inter-
relacionamento genético entre as selegbes por produtores para resisténcia a
vassoura-de-bruxa e o SCA 6 (YAMADA & LOPES, 1999, ARAUJO et al. 2003,
FALEIRO et al.,, 2004a). Estudos de heranca genética da resisténcia mostram
que o SCA 6 tem um gene de efeito maior que controla a resisténcia a vassoura-
de-bruxa (BARTLEY, 1981, QUEIROZ et al., 2003, FALEIRO et al., 2006).

Para melhor representar as dissimilaridades de cada clone em relacao aos
demais, calcularam-se as distancias genéticas médias, logo quanto maior o valor

de dissimilaridade, menos similar em relagdo aos demais (Tabela 7).
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Tabela 7. Dissimilaridades genéticas médias de cada clone em relagcdo aos demais

DISTANCIA DISTANCIA DISTANCIA
CLONE MEDIA CLONE MEDIA CLONE MEDIA
AM 01 0,2039 ICS 1 0,2101 SCA6 0,1668
AM 02 0,2167 IMC 67 0,2014 C.suL3  0,2152
BB 1.33 0,2492 M 05 0,1757 SIAL 169  0,2234
BB 6018 0,2720 NV 22 0,1794 SIC 23 0,1983
BB 6020 0,2580 NA 33 0,1854 SJ 02 0,1845
CCN 10 0,2301 MA 16 0,2016 MOQ216  0,1377
CSF 22 0,2187 PAT 118 0,1765 SM 06 0,2421
OC 67 0,2014 PAT 84 0,1275 T 11 0,2156
EET 392 0,1634 PB 617 0,1497 TR 15 0,1797
FADA 100  0,2090 PH 16 0,1552 TR 35 0,2094
RB 36 0,2101 POUND 4B 0,1632 TSH 1188  0,1597
FL 16 0,2145 POUND 7 0,1948 TSH516  0,1819
FL 60 0,2385 EET 399 0,1577 TSH565  0,2121
FLN 30 0,2314 ICS 32 0,1652 VB 515 0,2085
MO 20 0,2052 RT 06 0,1905 VB 547 0,2341
FSU 13 0,2278 RT 09 0,2125 VB 679 0,2445
FSU 151 0,2429 RT 106 0,1885 VB 892 0,2363
FSU 77 0,2085 RVID 08 0,2389 VB 900 0,1752
GM 33 0,2054 RVID 12 0,1461 VB 902 0,1648

A série de clones BBs apresentaram as médias de dissimilaridades mais
altas (0,2720, 0,2580 e 0,2492), em média, aos demais clones. Este fato pode ser
importante para o planejamento de cruzamentos com estes materiais em
melhoramento genético visando maximizar a diversidade em plantagoes, logo é
importante caracterizar estes clones da série BB para resisténcia a doencas do
cacaueiro e producdo. Ja os clones PAT 84 e MOQ 216 apresentaram 0,1275 e
0,1377, respectivamente, de dissimilaridades médias aos demais clones. O SCA
6 teve 0,1668 de dissimilaridade média para os demais, ou seja, 83% de
similaridade, considerada alta.

O indice de heterozigose dos locos por clone variou de 20 a 90%,
correspondendo aos clones VB 892 e FSU 77, respectivamente (Tabela 8). Dos
clones analisados, 35 clones (61%) apresentaram um indice de heterozigose
acima de 50% para os 10 locos RGHs. No estudo realizado por Faleiro et al.
(2004b), 15% das selegdes analisadas tiveram acima de 50% de seus locos

heterozigotos. Dezesseis clones apresentaram indice de heterozigose abaixo de
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50% para os 10 RGHs e seis clones tiveram indice de heterozigose em 50% para

os locos estudados.

Tabela 8. Nivel de Heterozigose de cada Clone em relagéo aos 10 locos RGHs. Determinando a quantidade
de locos heterozigotos, homozigotos e perdidos, além do nivel de heterozigose dos clones

QUANTIDADE DE LOCOS

%

HETEROZIGOTOS HOMOZIGOTOS PERDIDOS HETEROZIGOSE
AM 01 5 4 1 55,56
AM 02 4 6 0 40,00
BB 1.33 7 3 0 70,00
BB 6018 7 3 0 70,00
BB 6020 7 3 0 70,00
CCN 10 7 3 0 70,00
CSF 22 5 5 0 50,00
0C 67 4 4 2 50,00
EET 392 3 4 3 42,86
FADA 100 7 3 0 70,00
RB36 5 4 1 55,56
FL16 6 3 1 66,67
FL 60 7 2 1 77,78
FLN 30 7 3 0 70,00
MO 20 6 3 1 66,67
FSU 13 6 4 0 60,00
FSU 151 8 2 0 80,00
FSU 77 9 1 0 90,00
GM 33 5 4 1 55,56
ICS 1 2 6 2 25,00
IMC 67 3 7 0 30,00
M 05 4 5 1 44,44
NV 22 4 6 0 40,00
NA 33 5 5 0 50,00
MA 16 4 5 1 44,44
PAT 118 6 3 1 66,67
PAT 84 3 4 3 42,86
PB 617 5 3 2 62,50
PH 16 4 5 1 44,44
POUND 4B 4 6 0 40,00
POUND 7 4 6 0 40,00
EET 399 6 2 2 75,00
ICS 32 5 2 3 71,43
RT 06 5 5 0 50,00
RT 09 6 4 0 60,00
RT 106 5 4 1 55,56
RVID 08 7 3 0 70,00
RVID 12 6 2 2 75,00
SCA6 6 2 2 75,00
C.SUL 3 6 4 0 60,00
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SIAL 169 8 2 0 80,00
SIC 23 8 1 1 88,89
SJ 02 4 5 1 44,44
MOQ 216 4 4 2 50,00
SM 06 5 4 1 55,56
T11 7 2 1 77,78
TR 15 3 6 1 33,33
TR 35 6 4 0 60,00
TSH 1188 4 4 2 50,00
TSH 516 6 3 1 66,67
TSH 565 6 2 2 75,00
VB 515 7 1 2 87,50
VB 547 7 3 0 70,00
VB 679 7 3 0 70,00
VB 892 2 8 0 20,00
VB 900 4 5 1 44,44
VB 902 2 6 2 25,00

Estes resultados mostram um alto nivel de heterozigose dos clones para
os locos em estudo podendo ser explicado pela presengca de maior parte dos
clones de estudo serem selecionados por produtores de plantagcdes de hibridos
de cacaueiro. Alto indice de heterozigose € desejavel para a pesquisa na area,
que busca fontes diferentes do SCA para resisténcia a vassoura-de-bruxa e uma
maior durabilidade da mesma, além de aumentar a variabilidade da espécie
Theobroma cacao por meio de alelos ou marcas genéticas diferentes. Logo,
estes resultados mostram uma caracteristica desejavel das selegbes realizadas
pelos produtores: o efeito positivo da heterozigose na resisténcia e no rendimento
do cacau (ATANDA, 1973; FALEIRO et al., 2004b).

Contudo alguns resultados sao questionaveis, como o exemplo do clone
SCA 6 que teve 75% de heterozigose em seus locos, e em analises baseadas em
marcador SSR 0 mesmo é altamente homozigoto (FALEIRO et al., 2001d), além
de ser homozigoto para resisténcia a vassoura-de-bruxa (PIRES et al. 1999). Os
Scavinas apresentaram um nivel muito baixo de heterozigose com marcador
SSR, o que condiz com a sua alta capacidade combinatéria (FALEIRO et al.,
2001d). Segundo Faleiro et al. (2004b), em estudo com SSR, o SCA 6
apresentou indice de mais de 70% de homozigose.

Os clones da série SIC e SIAL (baixo amazdnicos), também sao altamente
homozigotos (FALEIRO et al., 2001d). Uma explicagéo pra este fato € que estes
clones foram introduzidos na Bahia por uma pequena populagdo seguida de

varias geragdes de autofecundacédo e cruzamentos entre estes autofecundados,
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tipicamente estes processos de endogamia ocorrem em populagdes isoladas.
Contudo no presente estudo estes materiais apresentaram indices de 88,89 e
80,00% de heterozigose, respectivamente. O nivel de heterozigose de materiais
alto amazénicos (RB 36, MO 20, IMC 67, NA 33, POUNDs, C.SUL 3 e MOQ 216)
variou de 30 a 66%. O ICS 1 € um material hibrido trinitario (PIRES et al., 2001,
FALEIRO et al., 2001d, YAMADA et al., 2003b), logo esperava-se um alto indice
de heterozigose, o que nao foi observado neste estudo.

Segundo Araujo (2005) em estudo de diversidade genética com
marcadores SSR obteve os seguintes indices de heterozigose para alguns dos
clones similares ao deste estudo: CCN 10 apresentou 66,6% de heterozigose, o
EET 399 - 16,7%, o ICS 1 - 0%, ICS 32 - 66,6% , MA 16 - 16,7% , MO 20 -
66,6%, MOQ 216 - 25% , NA 33 - 25% , OC 67 - 8,3% , POUND 4B - 33,3% , RB
36 - 25%, SCA 6 -16,7%. Contrastando estes dados com a analise feita com
marcadores RGHs-SSCP obtiveram-se indices de heterozigose para os mesmos
clones: CCN 10 apresentou 70%, EET 399 - 75%, ICS 1 - 25%, ICS 32 - 71,43%,
MA 16 - 44,44%, MO 20 - 66,67%, MOQ 216 - 50%, NA 33 - 50%, OC 67 - 50%,
POUND 4B - 40%, RB 36 - 55,56% e SCA 6 - 75%. Estas comparagdes mostram
algumas poucas semelhangas entre os valores quanto a heterozigose do CCN
10, ICS 32, MO 20 e POUND 4B. Logo, a analise de heterozigose dentro de
regides génicas é diferente quando comparada com analises de outros trabalhos,
por exemplo, baseadas em SSR, o que era esperado visto que se tratam de
genes especificos de resisténcia a doencas.

O padréo de heterozigose pode ser caracterizado em fungédo das regides
do genoma as quais se baseiam as analises dos marcadores utilizados. Clones
analisados com marcadores gendmicos tendem a apresentar maior heterozigose
e clones analisados com marcadores génicos tendem a ser mais homozigotos,
como o exemplo dos marcadores RGHs que apresentam regides conservadas
entre espécies de plantas diferentes. Contudo ao analisar a disposigao fisica e
estrutural das regides dos genes de resisténcia, verifica-se que apds as regides
conservadas seguem-se regides muito variaveis responsaveis pelas diversas
funcdes dos mecanismos de defesa da planta. Além disso, como os homologos
de genes de resisténcia estdo em cluster no genoma, é possivel que alguns
genes sejam funcionais e outros sejam reservatorios de mutagéo dando este alto

indice de heterozigose para os locos RGHs nos clones estudados.
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A presenca de acessos com altos niveis de homozigose ou heterozigose &
de fundamental importancia para um programa de melhoramento. Segundo
Faleiro et al. (2001b) e Araujo (2005), os gendtipos mais homozigotos s&do mais
adequados para obtencdo de hibridos mais uniformes e com maior potencial
quanto aos efeitos aditivos. Por outro lado, os gendtipos amplamente
heterozigotos sdo interessantes quando se deseja produzir progénies visando
selecionar individuos para algumas caracteristicas de interesse agrondémico
(MOTA, 2003, ARAUJO, 2005).

Analisando o grafico de dispersdao dos clones considerados ancoras,
percebeu-se que o SCA 6 e seus descendentes apresentam-se pouco dispersos.
Os Alto Amazodnicos dispersaram por todo o plano multidimensional, assim como
os Baixo Amazodnicos e os Trinitarios que também n&o se agruparam (Figura 15).
Esses clones apresentaram dissimilaridade média entre eles de 19%, mostrando

uma alta similaridade entre si, 0 que esta consistente com esse padrdo de

dispersao.
Disperséo dos clones “® Alto Amazonico
ancoras “® Baixo Amazénico
Trinitario e CCN 10
E? Descendentes de SCA
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Figura 15. Dispersao dos grupos raciais de clones de cacaueiro considerados representantes da diversidade
da espécie (Alto e Baixo Amazénicos, Trinitario e CCN 10, SCA 6 e seus descendentes) ,
baseada na analise de escalas multidimensionais (MDS) das distancias genéticas.
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Normalmente, acessos Alto Amazénicos mostram diversidade genética
mais alta do que outros acessos de outras regides como os Trinitarios e os Baixo
Amazébnicos que tendem a formar grupos bem caracteristicos no plano
tridimensional (NGORAN et al.,, 1994, MARITA et al., 2001, SANTOS et al.,
2005).

Baseando-se apenas na Figura 15 percebeu-se uma disperséo
relativamente alta, sem agrupamentos caracteristicos para os grupos raciais do
cacau, ressaltando que esta analise é baseada no polimorfismo encontrado
dentro de regides génicas conservadas de supostos genes de resisténcia a
doencgas em plantas (RGHs) detectados no cacaueiro. Logo esta dispersao nao
se baseia no genoma como um todo e sim em regides conservadas e especificas
no genoma do cacau, 0 que pode ndo estar condizendo com alguns outros
trabalhos que utilizaram alguns destes clones como referenciais.

Apods a inclusao dos clones selecionados em fazendas no grafico de
dispersao para analise, observou-se ampla disperséo dos clones em relacdo aos
clones ancoras (Figura 16). Alguns deles concentrando-se ao redor do SCA 6,
mas também proximos de Trinitarios, Baixo e Alto Amazénicos, mostrando-se
assim ampla diversidade do material.

Percebe-se alta similaridade entre os clones como um todo, entre os
grupos de clones considerados como ancoras e o grupo de clones selecionados
por produtores, além de dispersdo grafica relativamente mais baixa em
comparagao a outros trabalhos com marcadores gendémicos. Contudo a
identificacdo de pequenas diferengas nucleotidicas nos fragmentos RGHs,
possibilita conformacgdes diferenciadas entre os clones e, estas conformacdes
podem mostrar-se representativas de possiveis alelos alternativos para
caracteristicas de interesse ao melhoramento genético do cacaueiro, como a

resisténcia a vassoura-de-bruxa e podriddo-parda.
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Figura 16. Disperséo dos clones de cacaueiro incluindo-se os clones selecionados em fazendas, baseada na
analise de escalas multidimensionais (MDS) das distancias genéticas.

Uma analise de dispersao genética (YAMADA et al., 2003b), baseados em
SSR, feito com clones de cacau (selegbes em fazendas, os SCAs, descendentes
de SCAs, descendentes de Silécia, clones Amazbnicos, Trinitarios, clones
derivados das variedades tradicionais da regido - SIC, SIAL, etc e, materiais de
origem desconhecida) teve como resultado caracterizagdes tipicas dos grupos de
cacau: materiais forastero amazdénicos com maior diversidade (incluindo os SCAs
e sele¢cdes de variedades locais) e os Trinitarios, com menor diversidade. Os
materiais reconhecidos como descendentes de SCA tiveram disperséo genética
grande em relagdo aos outros progenitores em estudo e em relagado aos clones
considerados parentes mais distanciados do SCA (netos de SCA). As selegdes
de fazendas com as maiores distédncias genéticas em relagdo aos SCAs foram
margeadas por gendtipos descendentes do mesmo. Assim, segundo Yamada et
al. (2003b), as distancias genéticas em relacdo aos SCAs sédo indicativos muito
pobres da possibilidade de inexisténcia de parentesco, e a metodologia de
dispersédo baseada em marcadores SSR foi inapropriada para o screening

voltado a busca de novas fontes de resisténcia nestas selecbes em fazendas.
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Complementando esta analise de Yamada et al. (2003b), percebe-se neste
trabalho resultados bem diferenciados de outros baseados em SSR, RAPD e
AFLP que sao diferenciados por contemplar e buscar divergéncias genéticas
entre os clones de cacau em todo seu genoma. Logo, deve-se tomar muito
cuidado ao inferir sobre determinados resultados de parentescos ou nao com
SCAs ou indicar novas fontes de resisténcia a vassoura-de-bruxa ou podridéo-
parda, baseados em marcadores genéticos que contemplam todo o genoma.
Estudos comparativos de técnicas e marcadores moleculares sdo necessarios
para poder caracterizar as vantagens dos mesmos, como SSR, RAPD e AFLP

em comparagao com esta técnica utilizada no trabalho RGH-SSCP.
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5. CONCLUSOES

A técnica RGH-SSCP descrita para cacau foi otimizada e validada para
este estudo de anadlise de polimorfismos para verificar diversidade genética em
cacaueiro. Esta otimizagao da técnica foi realizada com primers ndo marcados e
geéis corados com nitrato de prata, permitindo a disponibilidade de uma nova
técnica barata e sensivel, além de simples ao ser comparada com as técnicas
utilizando eletroforeses automatizadas com primers marcados com fluorescéncia.

O wuso da técnica RGH-SSCP mostrou-se sensivel em detectar
polimorfismos genéticos dentro de dez primers RGHs nos clones de cacau.

O indice de heterozigose dos locos por clone variou de 20 a 90%, sendo
maior quando comparado a trabalhos baseados em marcadores SSR.

As analises de diversidade genética baseadas em marcadores génicos
(RGHs) mostraram que os clones considerados neste estudo como ancoras sao
menos divergentes geneticamente quando foram comparadas com analises por
marcadores gendmicos como RAPD, AFLP e SSR. Os clones selecionados por
produtores foram também muito similares entre si e ao SCA 6. Esta similaridade
alta entre os clones possivelmente € devida a amplificacdo de regides
conservadas em genes de resisténcia a doengas em plantas.

Identificaram-se marcas RGH-SSCP exclusivas de clones selecionados
como resistentes e marcas RGH-SSCP exclusivas de clones suscetiveis, o que
requer novos estudos para testar a hipotese de ligacao genética.

Novos estudos de diversidade genética devem ser realizados para a
analise de polimorfismo utilizando-se SSCP adaptada para o cacau com outras

populacdes e clones.
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