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RESUMO: O objetivo do trabalho foi dar continuidade a pésaypara detectdoci
controladores de caracteristicas quantitativas &Tigados a resisténcia a vassoura-
de-bruxa em uma progénie obtida do cruzamento epals com resisténcia
contrastante. Os marcadores genéticos utilizadoaamfoprimers microssatélites
desenvolvidos para o cupuacuzeiro. O experimentaefizado no Laboratério de
Genética da Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém,effpregando o DNA extraido
de tecido foliar sadio de 200 plantas de uma priegébtida a partir de cruzamentos
controlados entre os clones 174 (resistente) e [Rkeptivel). Apds a extracdo, foi
realizado um teste com 2@rimers microssatélites os quais demonstraram otima
amplificacdo e polimorfismo. Foi obtido um total 86 alelos, com média de 2,037
alelos/loco, sendo trés o0 maximo de alelos por.l@dingerprint de cada individuo
sera utilizado para a elaboragédo dos mapas détgac

INTRODUCAO

O cupuacguzeiro Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng) Schum) é uma
fruteira da regido amazonica pertencente a farMidvaceae. O cultivo da espécie
representa grande potencial econémico, devido lzagio de sua polpa para fins
domeésticos e agroindustriais (Souza, et al. 19Qm disso, o cultivo da espécie é
comprometido pelo basidiomicekdoniliophthora perniciosa, causador da vassoura de
bruxa, principal doenca que compromete o cultivo.

Os marcadores microssatélites sao ferramentasmis para a determinacao de
diversidade genética, com alta reprodutibilidadanfiabilidade e polimorfismo em

termos de numeros de alelos, podendo ainda idemtiTLs (Quantitative Trait Loci)
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associados a resisténcia a patdégenos e outragecesticas de interesse (Aradjo, et al.,
2009), além de identificar, mapear e quantificaefeito dos QTLs (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

O objetivo do presente trabalho foi dar continualad genotipagem de uma
progénie de cupuacuzeiro, para identificar marassipelmente ligadas as sequencias

responsaveis pela resisténcia genética dessa espddi perniciosa.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram avaliadas 200 plantas oriurdkasuma progénie de
cupuacguzeiro obtida por meio de polinizagéo coattalentre os clones 174 (resistente)
e 1074 (susceptivel). As polinizacbes foram redlizana base experimental da
Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém — Para.

O DNA genbmico dos 200 individuos foi extraido atipade tecido foliar,
utilizando-se o método do CTAB (Doyle e Doyle, 1p80m algumas modificacdes
(Faleiro et al., 2003), no Laboratorio de GenétlaaCEPLAC. A qualidade do DNA
das amostras foi avaliada em gel de 0,8% de agaovado com brometo de etidio e a
concentracdo determinada por fluorometria (DyNA @Qua000, GE Health Care,
Buckinhamshire, Reino Unido). As amostras foranstagas para a concentracao de
5ng DNA/ul e conservadas a 4°C.

Foram empregados 2primers SSR desenvolvidos para  cupuacuzeiro,
utilizados para a genotipagem das 200 progéniese@d®es de PCR foram elaboradas
com volume final de 18l, contendo 15 ng de DNA gendmico, 100 de cada dNTP
(dATP, dTTF, dCTF, dGTF); 0,2 uM de cadaprimer (forward e reverse); tampéo da
enzima (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1 % fm X — 100; 1,5 mM MgGl),

1 unidade de Taq DNA polimerase (NeoTaq DNA PolaserKit). As amplificacbes
foram realizadas em Termociclador GeneAmp PCR ByStE0 (Applied Biosystems,
Foster City, EUA) fazendo a utilizacdo de progrardastipo touch down, de acordo
com a temperatura de anelamento de cada primgrogama de selecdo pamamers
que anelam a 55°C é constituido da etapa inicigled@aturacdo a 94°C durante 4 min,
uma etapa de anelamento a 65°C por 40 s, seguidol(ociclos touch down
decrescendo 10°C por ciclo até 55°C, a partir dd sgeguiram-se 30 ciclos a 55°C por

40s. O programa para primers que anelam a 46°€reddpenas na etapa tibeich
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down, que decresce de 55°C para 46°C. A genotipagemifaragh foi analisada
em gel de poliacrilamida a 7%, em cuba verticaletiroforese e corado em uma

solucao de nitrato de prata e avaliadas atravéstdea direta das bandas no gel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a genotipagem com 200 indigicle cupuacguzeiro,
obtidos do cruzamento contrastante para resist@rMigoerniciosa entre os clones 174
e 1074.

Tabela 1: Genotipagem de uma progénie com 200itheie de cupuacuzeiro, obtidos do cruzamento
contrastante para resisténcidlaperniciosa entre os clones 174 (resistente) e 1074 (suscEptbrele

foram utilizados 27 locos de cupuaguze#o.nimero total de alelos nos loc@selos estimados: peso

Locus A Alelos Estimados Polimorfismo
mTgMO05 2 250 e 240 *
mTgMO09 2 174 e 169 *
mTgM11 3 233,218 e 213 *
mTgM13 2 220 e 208 *
mTgM17 2 220 e 212 *
mTgM20 2 203 e 200 *
mTgM21 2 250 e 225 *
mTgM30 3 185, 180 e 177 *
mTgM31 2 158 e 150 *
mTgM39 2 171 e 169 *
mTgM43 3 169, 161 e 148 *
mTgM44 2 190 e 180 *
mTgM47 3 303,195 e 190 *
mTgM48 2 155 e 140 *
mTgM54 2 138 e 135 *
mTgM62 2 209 e 178 *
mTgM64 2 110 e 108 *
mTgM65 2 240 e 220 *
mTgM70 1 110 0
mTgM71 1 140 0
mTgM72 2 145 e 140 *
mTgM76 2 220 e 200 *
mTgM77 2 125 e 120 *
mTgM85 1 135
mTgM90 2 120 e 115 *
mTgM102 2 120 e 118 *
mTgM113 2 110 e 105 *

Média 2,03

molecular dos alelos e Polimorfismo. Belém, Pap4,32



- pPa %_( 17 Seminario de Iniciacdo Cientifica & $eminario de
b WV’) Pés-graduacdo da Embrapa Amazonia Oriental. 21cke 23
> - agosto de 2013, Belém-PA

* Presenca de polimorfismo; 0 Auséncia de polinsont

Os primers utilizados na genotipagem apresentaram boa aoggédb e
polimorfismo para os 200 individuos (Tabela 1). &biido um total de 55 alelos, com
média de 2.037 alelos/loco, sendo que o maximaddd alelos por locos.

Dos locos avaliados apenas os locos mTgM_70, mTgMe TnTgM_85 néo
apresentaram polimorfismo, com apenas 1 aleloqows|, logo deveréo ser descartados
por ndo serem interessantes para mapas genétieosgsa populacdo (eles podem ser
polimérficos para outros cruzamentos). Todos os aenmapresentaram bandas
polimorficas, sendo que os primers mTgM_11, mTgM _80gM_43 e mTgM_47

apresentaram 3 alelos por locos.

CONCLUSAO
A populacdo estudada apresenta alto polimorfisncessério para o trabalho de
mapeamento.
A genotipagem conprimers microssatélites especificos de cupuacguzeiro foi
bastante eficiente com 88% de polimorfismo.
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