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RESUMO

O objectivo desta tese foi a construção de um mapa genético de referência para o

ananaseiro (Ananas comosus (L.) Merrill). Com base numa população F1 (A. comosus var.

comosus X Ananas comosus var. bracteatus) foi construído um mapa para cada progenitor.

Subsequentemente, com base na população F2 foi construído um mapa que integra

marcadores dos dois progenitores. A análise de marcadores que segregam nas duas

descendências, F1 e F2, permitiu a construção de um mapa integrado contendo 783

marcadores moleculares (588 AFLP, 137 RAPD, 57 ISSR, locus isoenzimático PGM) e 1

locus determinante da característica morfológica “piping”, distribuídos em 77 grupos de

ligamento. A existência no mapa integrado de 31 grupos de ligamento (um número

relativamente próximo do número de cromossomas do ananaseiro, n=25) com dimensões

superiores a 50cM, aliada a uma cobertura do genoma nos diferentes mapas entre 60.7 e

91.4% e uma densidade moderadamente elevada de marcadores que se encontram a uma

distância média de 4.16 cM, são factos que apontam para que estes primeiros mapas genéticos

do ananaseiro possam ser um auxiliar indispensável na construção de mapas genómicos

físicos, na sequenciação genómica e no isolamento de genes desta espécie via clonagem

baseada em mapas genéticos.

PALAVRAS-CHAVE:

mapa genético, mapa de ligamento, marcadores moleculares, Ananas, bracteatus,

comosus
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Título da tese em inglês: Genetic Mapping of Pineapple (Ananas comosus (L.)

Merrill)

ABSTRACT

The main aim of this thesis was the construction of a Pineapple (Ananas comosus (L.)

Merrill) genetic reference map. Based on an (A. comosus var. comosus X Ananas comosus

var. bracteatus) F1 population, two genetic maps, one for each progenitor, were assembled.

Subsequently, a new map integrating markers from both progenitors was constructed on the

basis of an F2 population. Using markers segregating simultaneously among the F1 and F2

populations, an integrated map was constructed gathering 783 molecular markers (588 AFLP,

137 RAPD, 57 ISSR, and the PGM isozyme locus) and the morphological trait locus “piping”

into 77 linkage groups. In view of the facts that (1) in the integrated map, 31 linkage groups (a

number close to the 25 pineapple chromosomes) are longer than 50cM; (2) that the different

maps span over 60.7% to 91.4% of the genome, and; (3) that marker density is moderately

high, with 4.16 cM average distance between markers, it is legitimate to suppose that these

first genetic maps of pineapple will be very useful for construction of physical maps, for

genome sequencing and for gene isolation via map-based cloning in this crop species.

KEY-WORDS:

genetic map, linkage map, molecular markers, Ananas, bracteatus, comosus
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1- INTRODUÇÃO

O ananaseiro (Ananas comosus (L.) Merrill), cultivado em todos os países tropicais e

subtropicais, produz um dos frutos de maior importância económica, o ananás. Nas

estatísticas da “Food and Agriculture Organization” (FAO) (http://apps.fao.org) para o ano de

2004 este fruto aparece em 42º lugar a nível mundial, com uma produção de 15.287.413

toneladas. No entanto, considerando apenas as fruteiras ocupa o décimo lugar, sendo o

terceiro entre os frutos tropicais. Cerca de 70% da produção mundial de ananás é destinada ao

consumo como fruto fresco no país de origem, enquanto a restante produção se destina ao

comércio internacional, principalmente em produtos processados como fatias enlatadas,

pedaços frescos e congelados, sumo natural e sumo concentrado (Loeillet 1997, Rohrbach et

al. 2003). No Brasil, por exemplo, o terceiro maior produtor do mundo (1,435,600 t – FAO

2004), o mercado interno consome cerca de 96% da produção: 65% como fruto fresco e os

restantes 35% como sumo e outras formas processadas (Reinhardt et al. 2005).

Embora para espécies como a Arabidopsis thaliana e o arroz (Oriza sativa) o período

em que o esforço científico se concentrou na sequenciação total dos genomas já tenha dado

lugar a um período em que o esforço científico se concentra no estudo da função de cada

gene, para muitas espécies, algumas das quais economicamente importantes como o

ananaseiro, o estudo genómico está ainda no início.

Os mapas genéticos representam uma hipótese para a ordem de vários pontos

(marcadores genéticos) ao longo dos cromossomas e são uma ferramenta importante na

investigação genética, tanto fundamental como aplicada. Os mapas com elevada cobertura do

genoma e elevada densidade de marcadores podem ser utilizados na ordenação de clones de

bibliotecas de fragmentos de DNA genómico, constituindo uma estrutura de referência para a

construção dos mapas físicos utilizados na sequenciação genómica (Murray et al. 1994, Dib et
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al. 1996, Dietrich et al. 1996, Chen et al. 2002, Mueller et al. 2005). Os mapas genéticos são

também utilizados para localizar genes relacionados com características de interesse,

permitindo a identificação de marcadores que lhes estejam estreitamente ligados. Por um lado,

estes marcadores podem servir para seleccionar indivíduos portadores dos genes a que estão

ligados sem ser necessário avaliar a sua expressão fenotípica – Selecção Assistida por

Marcadores (SAM), uma estratégia que tem sido utilizada com sucesso, acelerando a

introgressão de genes por retrocruzamentos (“backcross”) (Charcosset e Moreau 2004,

Francia et al. 2005). Por outro lado, os marcadores estreitamente ligados a genes podem servir

para o isolamento e clonagem dos genes com base no seu posicionamento no mapa -

Clonagem Baseada no Mapeamento (CBM). Esta estratégia tem permitido a clonagem e

caracterização de vários genes identificados unicamente pela expressão do seu fenótipo, em

particular genes de resistência a pragas e doenças (Martin et al. 1993, Cai et al. 1997,

Büschges et al. 1997).

Um mapa genético do ananaseiro poderá ter um impacto importante na sua cultura ao

possibilitar a aplicação da estratégia de selecção assistida por marcadores na introgressão de

genes de resistência a doenças que a afectam, reduzindo a longa duração dos programas de

melhoramento pelos métodos clássicos, ou a clonagem destes genes baseada no mapeamento,

para posterior utilização dos mesmos no desenvolvimento de cultivares resistentes por

transformação genética. Outros genes cujo mapeamento e clonagem tem particular

importância são os relacionados com a floração do ananaseiro pois o estudo funcional dos

mesmos é o ponto de partida para o desenvolvimento de formas de sincronizar o crescimento

do fruto e a sua colheita.

Este trabalho teve como objectivo a construção do primeiro mapa genético do

ananaseiro (Ananas comosus), um passo fundamental e de base no estudo do seu genoma e

uma ferramenta importante para o seu melhoramento genético.
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2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1- GENÓMICA ESTRUTURAL

O grande esforço científico das últimas décadas no estudo dos genomas de alguns

animais e plantas, em particular a sequenciação do genoma humano, dos genomas da

Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana e Oriza sativa levaram à criação do campo

interdisciplinar da genómica, uma área do conhecimento cujas fronteiras são difíceis de

estabelecer pois o seu objecto de estudo, os genomas, são portadores de toda a informação

que regula a vida dos organismos.

Encontram-se definições para genómica que abrangem o estudo da totalidade do

genoma de um organismo, como: “the study of all of the nucleotide sequences, including

structural genes, regulatory sequences, and noncoding DNA segments, in the chromosomes of

an organism”, no dicionário “The American Heritage® Dictionary of the English Language”

(http://www.bartleby.com/61/) ou “the study of the structure and function of the genome,

including information about sequence, mapping, and expression, and how genes and their

products work in organisms” no dicionário “Dorland's Illustrated Medical Dictionary”

(http://www.mercksource.com). Encontram-se também definições para genómica que

abrangem apenas o estudo dos genes e suas funções, como: “the large-scale investigation of

the structure and function of genes” no glossário do “Drug Discovery and Development”

(http://www.dddmag.com/Glossary.aspx) ou “the study of genes and their function” no

glossário genómico do “Human Genome Project Information” (http://www.ornl.gov/sci

/techresources/Human_Genome/glossary).
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Aparentemente, em consequência das duas definições de genómica, também se

encontram dois tipos de definições para o termo “genómica estrutural”. Um está de acordo

com a definição mais abrangente de genómica, por exemplo: “structural genomics - the

dissection of the architectural features of genes and chromosomes” no dicionário

“MedTerms” do “MedicineNet®” (http://www.medicinenet.com/script/main/hp.asp). O outro

parece corresponder à definição de genómica que se refere apenas aos genes, por exemplo:

“structural genomics - the effort to determine the 3D structures of large numbers of proteins

using both experimental techniques and computer simulation” no glossário genómico do

“Human Genome Project Information” (http://www.ornl.gov/sci/techresources

/Human_Genome/glossary).

No entanto, a definição de genómica no sentido de estudo de todo o genoma é mais

concordante com o conceito inicial. Este foi expresso, pela primeira vez, há 19 anos da

seguinte forma: "For the newly developing discipline of mapping/sequencing (including

analysis of the information) we have adopted the term GENOMICS. We are indebted to T. H.

Roderick of the Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, for suggesting the term. The new

discipline is born from a marriage of molecular and cell biology with classical genetics and is

fostered by computational science." (McKusick e Ruddle 1987).

2.1.1- MAPEAMENTO FÍSICO

Geralmente designa-se mapa físico à descrição da ordem de um grupo de fragmentos

de DNA clonados que representam parte ou a totalidade do genoma de um organismo em

função das suas posições físicas na sequência nucleotídica. Neste tipo de mapa as distâncias

são definidas em número de nucleótidos, mais precisamente em Kpb (Zhang e Wing 1997).
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A introdução da técnica de “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) que permite

separar fragmentos de DNA de grande dimensão (Schwartz e Cantor 1984), e de vectores que

permitem clonar esses longos fragmentos de DNA, como os Cosmidos (Collins e Hohn 1978),

os “Yeast Artificial Chromosomes” (YACs) (Murray e Szostak 1983), os Fosmidos (Kim et

al. 1992), os "Bacterial Artificial Chromosomes” (BACs) (Shizuya et al. 1992), os

“bacteriophage P1-derived Artificial Chromosomes” (PACs) (Iaonnou et al. 1994), os “Binary

Bacterial Artificial Chromosomes” (BIBACs) (Hamilton et al. 1996) e os “large-insert

conventional Plasmid-Based Clones” (PBCs) (Tao e Zhang 1998) foram passos essenciais

para o que se pode considerar a primeira de duas fases da construção de um mapa físico: o

desenvolvimento de bibliotecas de grandes fragmentos de DNA. A segunda fase consiste na

determinação da ordem e da distância física em nucleótidos dos fragmentos de DNA

clonados. Para atingir esse objectivo foram também desenvolvidos vários tipos de estratégias:

“Interative hybridisation”, “Mapped DNA marker-based chromosome landing”, “restriction

fingerprinting” e “BAC end sequencing and fingerprint analysis” (para revisão, ver Zhang e

Wu 2001).

Apesar de se designar por mapa genómico físico a descrição da ordem de fragmentos

de DNA clonados, o mapa físico totalmente concluído de um genoma é em última análise a

sua sequência de nucleótidos.

Vários avanços tecnológicos tornaram o processo de sequenciação de grandes

genomas mais expedito. A melhoria da fidelidade e da eficiência do método de sequenciação

foi crucial e tem na sua raiz o desenvolvimento de DNA polimerases termoestáveis, de

terminadores de cadeia dideoxi-nucleotídeos marcados com fluorescência, de sequenciadores

de leitura automática capazes de analisar múltiplas amostras em simultâneo, de sistemas

robóticos capazes de realizar a maioria dos procedimentos e de métodos estatísticos e
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programas informáticos de análise de dados que melhoraram e facilitaram o estabelecimento

de rotinas para o alinhamento e encadeamento de sequências (para revisão, ver Green 2001).

A par da evolução tecnológica foram desenvolvidas várias estratégias para

sequenciação de genomas. A estratégia de “shotgun sequencing” demonstrou ser mais

eficiente, tendo-se tornado esta a mais utilizada (Zhang e Wu 2001). A base teórica desta

estratégia, desenvolvida no início da década de 80 (Anderson 1981, Gardner et al. 1981,

Sanger et al. 1982), consiste em que uma molécula de DNA muito longa pode ser sequenciada

de forma rápida e eficiente se vários exemplares desta forem fragmentados em moléculas

mais curtas, sendo estas sequenciadas e analisadas de forma a ser ordenadas em “contigs” até

se revelar a sequência completa da molécula de DNA inicial. Esta estratégia foi aplicada para

sequenciar grandes genomas segundo dois tipos de abordagem: “Clone-By-Clone Shotgun”

(CBCS) e “Whole-Genome Shotgun” (WGS) (Venter et al. 1996, Zhang e Wu 2001, Green

2001). Na primeira abordagem (CBCS) são clonados longos fragmentos de DNA genómico e

a partir de um mapa (físico) da sua ordem seleccionam-se para sequenciação os clones que

cubram a totalidade do genoma com a mínima sobreposição. Na segunda (WGS) são clonados

fragmentos de DNA genómico longos e curtos e as sequências das suas extremidades são

utilizadas para aferir a sequência de “contigs” final.

A estratégia “Clone-By-Clone Shotgun” foi utilizada na sequenciação dos genomas de

Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al. 1997), de Caenorhabditis elegans (The C. elegans

Sequencing Consortium 1998) e de Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative

2000), respectivamente, o primeiro eucariota, o primeiro organismo multicelular e a primeira

planta, cujos genomas foram sequenciados. Esta estratégia foi também escolhida para a

sequenciação do genoma humano no âmbito do “Human Genome Project” (Bentley et al.

1998, Waterston e Sulston 1998), que em 2001 publicou uma sequência inicial do genoma

humano (International Human Genome Sequencing Consortium 2001).
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A estratégia “Whole-Genome Shotgun” foi utilizada na sequenciação do genoma do

procariota Haemophilus influenzae (Fleischmann et al. 1995) e desde então a sua utilização

mais comum tem sido na sequenciação de pequenos genomas microbianos (Fraser et al.

2000). Esta foi, no entanto, a estratégia escolhida por uma empresa privada, Celera Genomics,

para a sequenciação do genoma humano (Weber e Myers 1997). A principal crítica apontada a

esta estratégia era a dificuldade de identificação de “contigs” causada pela elevada quantidade

de zonas repetidas e pela grande dimensão dos genomas eucarióticos. No entanto, a utilização

conjunta de CBCS e WGS na sequenciação do genoma da Drosophila (Adams et al. 2000,

Myers et al. 2000), não só comprovou a utilidade de ambas as estratégias como evidenciou a

vantagem de uma estratégia híbrida na sequenciação de grandes genomas. Em 2001 foi

publicada a sequência inicial do genoma humano obtida pela Celera Genomics em conjugação

com os dados obtidos pelo “Human Genome Project” (Venter et al. 2001).

Actualmente no “site” do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/leuks.cgi)

encontra-se informação sobre os genomas totalmente sequenciados de 20 eucariotas. A

estratégia de sequenciação utilizada foi a WGS em 10 espécies, a CBCS em 3 espécies e a

combinação de WGS e CBCS em 3 espécies. Não existe, no “site”, informação sobre a

estratégia utilizada para as restantes 4 espécies.

Os mapas citogenéticos também são enquadrados nas técnicas de mapeamento físico.

No início da década de 80, com o mapeamento do gene da insulina por hibridação in situ

(Harper et al. 1981), deu-se um passo determinante na citogenética: o desenvolvimento de

métodos que permitem a localização de sequências especificas de DNA nos cromossomas.

Foram desenvolvidos vários métodos de detecção (Carter 1994), no entanto, o mais utilizado

é o “Fluorescent In Situ Hybridization” (FISH) (Lichter et al. 1990, Johnson et al. 1991,

Boyle et al. 1992). Neste método, a hibridação de uma sonda de DNA marcada com um

fluorocromo com os cromossomas intactos permite identificar a posição da sonda no
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cromossoma. Apesar da baixa resolução deste tipo de mapeamento, a possibilidade de

marcação com diferentes fluorocromos, que permite a análise de várias sondas em simultâneo,

confere a esta técnica um enorme potencial de utilização.

2.1.2- MAPEAMENTO GENÉTICO

Um mapa genético é um modelo da ordem linear de um conjunto de genes e/ou

marcadores, organizados em grupos de ligamento, que quando relativamente densos e

completos deverão corresponder aos diferentes cromossomas da espécie.

Os princípios básicos do mapeamento genético mantêm-se desde os primeiros mapas

publicados no início do século XX (Morgan 1912, Sturtevant 1913) e baseiam-se na

recombinação de genes e/ou marcadores por “crossingover” durante a meiose. A

probabilidade de um evento de recombinação - “crossingover” -  ocorrer entre dois loci de um

cromossoma depende da sua distância física: quanto mais distantes se encontrarem maior é a

probabilidade de recombinarem e não se manterem geneticamente ligados. Assim, a

ocorrência de “crossingover” e por conseguinte a recombinação pode ser utilizada como

medida da distância física entre loci. A unidade de distância utilizada nos mapas genéticos é o

centimorgan (cM), distância na qual ocorre em média um “crossingover” em cada 100

meioses. No entanto, a variação de frequência de recombinação ao longo dos cromossomas

não é constante devido a factores como a redução de recombinação na heterocromatina, a

possibilidade de ocorrência de “crossingover” duplos e a interferência genética i.e. efeito pelo

qual um “crossingover” numa região reduz a probabilidade de ocorrência de “crossingovers”

nas regiões adjacentes. Este facto levou ao desenvolvimento de equações para converter

frequências de recombinação em centimorgans baseadas em diferentes modelos. A equação
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de mapeamento mais simples é o modelo linear de Sturtevant (1913) e Morgan (1928) e

baseia-se no pressuposto de existir interferência completa i.e. quando há um “crossingover”

num cromossoma é inibida a ocorrência de outros “crossingovers” nesse cromossoma. As

equações que têm sido mais utilizadas foram desenvolvidas por Haldane (1919) e Kosambi

(1944) e baseiam-se no pressuposto de que os “crossingovers” ocorrem ao longo dos

cromossomas segundo a distribuição de Poisson. A função de Haldane não tem em

consideração a interferência genética i.e. parte do pressuposto que os “crossingovers” ocorrem

aleatoriamente e independentemente. A função de Kosambi por outro lado é baseada num

modelo que considera a existência de interferência genética (tabela 1).

Tabela 1. Funções de mapeamento: a mais simples (linear) e as duas mais utilizadas (Haldane
e Kosambi).
Função linear x = θ  100

Função de Haldane x = - ½ ln (1 – 2 θ )

Função de Kosambi x = ¼ ln [(1 + 2 θ ) / ( 1 – 2 θ )]
θ  = Fracção de recombinação (nº recombinantes / nº de meioses)
x = Distância genética (cM)

Para construir um mapa genético é então necessário analisar a segregação alélica de

vários loci numa população, e a partir das frequências de recombinação entre eles estimar as

relações de ligamento genético. Ou seja, há três etapas principais na construção de um mapa

genético: (1) obtenção da população de mapeamento, (2) análise da segregação dos alelos na

população e (3) análise de ligamento entre os loci segregantes.
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2.1.2.1- Populações e estratégias de mapeamento genético

Para agrupamento e ordenamento dos marcadores genéticos na construção de mapas

genéticos foram propostas várias estratégias experimentais e de análise estatística que se

baseiam no estudo da recombinação entre os marcadores analisados em populações obtidas

por cruzamentos controlados ou em populações naturais (p.e. Reiter et al. 1992, George et al.

1999, Olson e Boehnke 1990, Mester et al. 2003, Vision et al. 2000).

2.1.2.1.1- Populações de cruzamentos controlados

Cruzamentos controlados para obtenção de populações úteis para mapeamento

genético podem ser efectuados tanto em plantas como em animais. Em ambos os casos é

essencial ter em conta o grau de polimorfismo entre os progenitores. Quanto mais divergentes

geneticamente forem os progenitores maior será a probabilidade de identificação de

marcadores polimórficos e a segregar na população em número suficiente para cobrir todo o

genoma. É também necessário ter em linha de conta aspectos do ciclo de vida de cada espécie,

como o número de descendentes que podem ser obtidos e o tempo necessário para os

descendentes se tornarem férteis. Nas plantas é ainda importante saber se são

autocompatíveis, o que possibilita a obtenção de linhas puras com elevado grau de

homozigocidade por autofecundação sucessiva, ou autoincompatíveis, ou sensíveis à

endogamia.

As populações de mapeamento geralmente utilizadas em plantas consistem em:

populações F2, populações de retrocruzamento (“backcross” - BC), linhas endogâmicas

recombinantes (“recombinant inbred lines” - RILs), linhas duplo-haplóides (linhas DH), e

populações F1 de progenitores heterozigóticos.
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As populações F2 são derivadas da autopolinização de uma planta da descendência F1

ou do cruzamento entre plantas F1 irmãs, sendo geralmente utilizadas duas linhas puras como

progenitores iniciais. Os dados de segregação de marcadores codominantes em populações F2

são os que fornecem mais informação acerca do grau de ligamento genético entre marcadores

(Liu 1998). Os marcadores dominantes, com uma razão de segregação esperada de 3:1 neste

tipo de população, são pouco eficazes na detecção de ligação entre marcadores de

cromossomas homólogos (ligação em repulsão) (Reiter et al. 1992, Liu 1998). Por isso, numa

população F2, quando são analisados marcadores codominantes e marcadores dominantes é

geralmente construído um mapa de referência com os primeiros, ao qual se ligam os

segundos. Em Medicago sativa (n=8), por exemplo, Kaló et al. (2000) utilizaram uma

população F2 de 137 plantas para construir um mapa genético com 868 marcadores

distribuídos em 8 grupos de ligamento com 754 cM. Neste trabalho foi primeiro construído

um mapa de referência com 121 marcadores codominantes (RFLPs), no qual foram depois

integrados os restantes marcadores, na sua maior parte marcadores RAPD dominantes.

Quando se analisam apenas marcadores dominantes em populações F2, alguns autores

sugerem que se construam dois mapas independentes, um para cada conjunto haplóide de

cromossomas, em vez de um mapa integrado (Knapp et al. 1995). Outros autores propõem

que os pares de marcadores dominantes estreitamente ligados em repulsão (fracção de

recombinação < 0.05) sejam designados por “Trans-Dominant Linked Markers” (TDLM) e

recodificados e reanalisados como marcadores codominantes “megalocus”, para servirem de

“âncoras” entre cromossomas homólogos (Plomion et al. 1996), uma estratégia que se pode

considerar abusiva, pois nem sempre uma baixa recombinação corresponde a uma pequena

distância física entre marcadores. Assim, a melhor forma de integrar os grupos de marcadores

de cromossomas homólogos na construção de mapas genéticos com marcadores dominantes

em populações F2 parece ser a análise de um grande número de loci, pois quantos mais
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marcadores forem analisados maior é a probabilidade de serem detectados pares estreitamente

ligados em repulsão. Em Brassica oleracea (n=9) Farinhó et al. (2004) construíram um mapa

genético com 9 grupos de ligamento principais com base na análise de 402 marcadores

dominantes e apenas 8 codominantes numa população F2 de 163 plantas.

Uma população de retrocruzamento (“backcross” - BC) é obtida quando um indivíduo

F1 é cruzado com um dos seus progenitores (progenitor recorrente) e a proporção de genoma

do outro progenitor é reduzida para metade. Neste caso, a razão de segregação esperada para

cada marcador dominante ou codominante é de 1:1 (heterozigótico : homozigótico como o

progenitor recorrente) e a detecção de ligamento entre marcadores dominantes é tão eficaz

como entre marcadores codominantes (Reiter et al. 1992, Liu 1998). As populações BC são

por isso ideais para construir mapas genéticos em espécies para as quais o segundo tipo de

marcadores não foi ainda desenvolvido ou quando se pretende tirar partido do elevado

número de marcadores obtido por reacção nas técnicas de marcadores dominantes baseadas na

amplificação aleatória de fragmentos de DNA, como os AFLPs, os ISSRs e os RAPDs. Foi o

que fizeram Wang et al. (1997 e 2000) quando utilizaram uma população BC de 60 plantas

para construir um mapa genético de AFLPs para o melão (Cucumis melo), no qual

identificaram marcadores estreitamente ligados ao gene de resistência ao fusarium (Fom-2)

que se provou serem úteis na selecção assistida por marcadores.

A principal desvantagem das populações F2 e BC é a dificuldade em serem

preservadas a longo prazo. A melhor solução para este problema é a utilização de linhas

endogâmicas recombinantes (RILs) ou linhas duplo-haplóides (DH). As RILs são

descendências homozigóticas de indivíduos de uma população F2 obtidas por autopolinização

sucessiva ou por cruzamentos entre irmãos. Como no desenvolvimento de RILs são

necessários vários ciclos meióticos até se atingir a homozigose, o nível de recombinação é

mais elevado que nas populações F2 e consequentemente os mapas que geram têm maior
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resolução que os gerados com estas últimas (Burr e Burr 1991). As linhas DH são produzidas

a partir de plantas haplóides por duplicação cromossómica, pelo que são totalmente

homozigóticas. Neste tipo de populações de mapeamento (RILs e linhas DH) a informação

obtida com marcadores dominantes é igual à obtida com marcadores codominantes, pois

praticamente todos os loci (nas RILs) ou todos (nas linhas DH) são homozigóticos (Reiter et

al. 1992, Staub e Serquen 1996). Tanto umas como as outras (RILs e linhas DH) constituem

populações de mapeamento permanentes que podem ser avaliadas em diferentes locais e em

diferentes momentos, ou seja, podem ser mantidas e partilhadas por vários grupos de

investigação sem que a sua constituição genética seja alterada e podem ser analisadas para

novos marcadores possíveis de serem adicionados aos já mapeados (Reiter et al. 1992, Blanco

et al. 1998). As linhas DH são também progenitores ideais para cruzamentos cujo objectivo é

produzir populações para mapeamento genético uma vez que não possuem heterozigocidade

residual.

Para plantas em que não é possível desenvolver linhas puras ou plantas com ciclos de

vida plurianuais em que o processo de homozigotização se torna muito longo, podem ser

utilizadas populações de mapeamento F1 obtidas a partir de progenitores heterozigóticos. Tal

como referido por Ritter et al. (1990), podem ser utilizados marcadores presentes num

progenitor no estado heterozigótico e ausentes no outro que segreguem 1:1

(presença:ausência) na descendência. O primeiro mapa genético de marcadores de DNA

baseado neste tipo de segregação foi construído por Gebhardt et al. (1989) para a batateira

(Solanum tuberosum ssp. tuberosum). Posteriormente, Grattapaglia e Sederoff (1994)

designaram esta estratégia de mapeamento “pseudo-testcross”. No entanto, estes autores

consideraram mais apropriado para o seu próprio trabalho a designação “two-way pseudo-

testcross” por serem construídos simultaneamente dois mapas, um para cada progenitor

(Eucalyptus grandis e E. urophylla). O termo “pseudo-testcross” é feliz e foi bem aceite pela
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comunidade científica pois o tipo de segregação dos marcadores é igual ao das populações

obtidas por “testcross” ou “backcross”. Os mapas construídos para os dois progenitores

segundo esta estratégia podem ser integrados com base nos marcadores presentes em

heterozigose nos dois progenitores que segreguem na população F1 na proporção 3:1

(presença:ausência). Por exemplo, Lespinasse et al. (2000) construíram dois mapas (um para

cada progenitor) em Hevea spp. (árvore-da-borracha) segundo a estratégia “Two-way Pseudo-

testcross” e integraram-nos num mapa único utilizando como “pontes” os loci heterozigóticos

comuns. Pode também seguir-se uma estratégia “one-way pseudo-testcross”, em que se utiliza

uma descendência F1 de um cruzamento entre um progenitor heterozigótico e um progenitor

homozigótico para construir um mapa genético para o primeiro. Jones et al. (2002a) seguiram

esta estratégia utilizando como progenitor homozigótico uma linha duplo-haplóide.

2.1.2.1.2- Populações naturais

Em muitas espécies é difícil, impossível ou eticamente impensável efectuar

cruzamentos controlados. No entanto, por vezes é difícil fazer uma distinção clara entre

população natural e população de cruzamento controlado, pois em alguns casos, como no

Homem, podem seguir-se estratégias de mapeamento em que, apesar de não haver

cruzamentos controlados propriamente ditos, é possível analisar marcadores genéticos nos

progenitores e proceder à análise da sua segregação na descendência, ou seja, é possível

proceder à análise de ligamento por co-segregação.

O avanço da biologia molecular e a possibilidade de analisar inúmeros marcadores no

genoma humano levou a que fossem desenvolvidos modelos matemáticos de análise de

múltiplos loci que possibilitaram mapear dezenas de marcadores de DNA em pedigrees de 3

gerações (Lander e Green 1987). Esta estratégia de mapeamento foi aplicada com sucesso,
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não só na construção do primeiro mapa genético do Homem (Donis-Keller et al. 1987) como

em vários outros mapas do genoma humano construídos posteriormente (p.e. NIH/CEPH

Collaborative Mapping Group 1992, Broman et al. 1998). Em plantas, este tipo de populações

foi utilizado, por exemplo, no mapeamento genético de uma espécie de pinheiro, Pinus taeda,

(Devey et al. 1991) e do choupo, Populus spp., (Bradshaw e Stettler 1993), árvores para as

quais o processo de obtenção de gerações sucessivas é muito longo. No entanto, nestes

trabalhos foram utilizadas populações já existentes de 3 gerações obtidas por polinização

livre.

Populações de meio irmãos (“half-sib families”) são outro exemplo em que o

mapeamento genético se baseia no estudo de marcadores dos progenitores (neste caso apenas

de um deles) e na análise da sua segregação na descendência. Em geral, as populações de

meio irmãos utilizadas para mapeamento genético consistem em descendências F1 de um

animal macho cujo sémen foi utilizado para fertilizar várias fêmeas (Crawford et al. 1994,

Lindgren et al. 1998), ou de uma planta ou de um número limitado de plantas polinizadas por

muitas outras desconhecidas ou parcialmente desconhecidas (Grattapaglia et al. 1996, Devey

et al. 1995). O princípio desta estratégia de mapeamento genético pode também ser aplicado

em populações de megagametófitos haplóides das coníferas, com a diferença que a análise de

ligamento se faz directamente na “população” de gâmetas do progenitor em vez de ser na sua

descendência (Tulsieram et al. 1992).

Foram também desenvolvidos métodos de mapeamento genético baseados na

associação de genes e/ou marcadores em populações naturais de indivíduos não relacionados

familiarmente. Neste caso o mapeamento baseia-se na associação ou desequilíbrio de

ligamento (Bodmer 1986, Lander and Botstein 1986, Morton 2005). O princípio é simples:

em vez de se procurar associação entre marcadores e características em populações de

cruzamentos controlados ou indivíduos com parentesco, essa associação é procurada em
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indivíduos sem relações de parentesco. Como os indivíduos não relacionados têm sempre

alguma relação, por mais distante no tempo que seja, a expressão de uma característica num

conjunto de indivíduos dever-se-á a estes terem herdado alelos comuns responsáveis por essa

característica, muito provavelmente incluídos em segmentos genómicos também partilhados

nos quais podem ser identificados marcadores (Aranzana et al. 2005). A detecção de

associação não aleatória ou desequilíbrio de ligamento entre marcadores depois de muitas

gerações de cruzamentos aleatórios sugere forte ligamento físico dos marcadores pois o

desequilíbrio de ligamento decresce de geração para geração (Kaplan et al. 1995).

No entanto, fenómenos como a estratificação da população, a migração e a mistura de

populações, podem levar a falsos resultados positivos ou negativos na detecção de ligamento

por associação alélica em populações de indivíduos não relacionados (Gupta et al. 2005,

Aranzana et al. 2005). Isto motivou o desenvolvimento de métodos de associação alélica em

que, em vez de se estudarem indivíduos não relacionados para mapear genes responsáveis ou

associados a determinada doença, se estudam descendências de famílias afectadas pela

mesma. O “Transmission Disequilibrium Test” (TDT) é um dos mais utilizados e foi proposto

para testar desequilíbrio de ligamento pela avaliação da segregação dos alelos em famílias

constituídas pelos dois progenitores e a descendência afectada (Spielman et al. 1993), tendo

sido depois alargado para ser aplicado em várias descendências (Martin et al. 1997). O

“Haplotype Relative Risk” (HRR) é outro método baseado em estudos de família muito

utilizado para mapear genes de doenças, no qual se compara a frequência dos alelos parentais

transmitidos ao filho afectado com a frequência dos alelos parentais não transmitidos (Falk e

Rubinstein 1987, Terwilliger 1992). Para doenças que se manifestam tarde, para as quais os

progenitores não estão disponíveis, foram desenvolvidos vários métodos que usam

descendências fenotipicamente discordantes (Curtis 1997, Boehnke e Langefeld 1998,

Spielman e Ewens 1998, Horvath e Laird 1998). O PDT (“Pedigree Disequilibrium Test”)
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utiliza todos os dados potencialmente informativos, isto é, de pedigrees de várias famílias

nucleares e/ou de descendências fenotipicamente discordantes sem progenitores disponíveis

(Martin et al. 2000).

2.1.2.2- Marcadores genéticos

A principal ferramenta da genómica é o marcador genético. Este representa variação

num ponto particular do genoma e é hereditário, podendo ser seguido de geração em geração.

Desde as descobertas de Mendel até ao início da década de 70 a maior parte dos

marcadores analisados e mapeados foram caracteres morfológicos controlados por um único

gene, e por isso, apresentando segregação Mendeliana (Tanksley 1983). Nesse caso o fenótipo

da característica morfológica pode ser utilizado como indicador alélico do respectivo gene,

constituindo um marcador de referência no cromossoma fácil de analisar. No entanto, por

vezes a sua expressão é alterada pelo ambiente ou por interacções epistáticas e

frequentemente os seus alelos interagem de forma dominante/recessiva não sendo possível

distinguir indivíduos heterozigóticos de homozigóticos (Tanksley et al. 1989, Staub e Serquen

1996).

Os marcadores proteicos são outro tipo de marcadores muito utilizados,

principalmente no período anterior ao desenvolvimento de marcadores de DNA. O tipo de

marcadores proteicos mais utilizado em melhoramento e genética aplicada em plantas são as

isoenzimas. A expressão de diferentes alelos produz enzimas com o mesmo substrato que

apresentam modificações na composição em aminoácidos e na carga eléctrica (Markert e

Moller 1959, Staub e Serquen 1996) e que podem ser utilizadas como marcadores genéticos

quando é possível detectar essas modificações. A forma geralmente utilizada para diferenciar

os diferentes alelos é a sua separação por electroforese em géis de amido e a utilização da sua
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actividade para gerar um produto visível nas zonas do gel para onde migram as diferentes

formas alélicas da enzima (Staub e Serquen 1996). Desta forma é possível distinguir entre

indivíduos heterozigóticos e homozigóticos, ou seja, as isoenzimas são marcadores

codominantes. Um exemplo da aplicação destes marcadores foi o mapeamento de um alelo

raro da enzima fosfatase ácida (Aps-1) ligado ao gene Mi de resistência a nemátodos em

tomate - Lycopersicon esculentum (Rick e Fobes 1974, Medina-Filho 1980). Este alelo foi

utilizado por muitas das principais companhias de sementes europeias e americanas na

transferência do gene Mi para variedades de tomateiro (Tanksley 1983).

Apesar de bem estabelecidos como classes úteis de marcadores, os caracteres

morfológicos e as isoenzimas são pouco numerosos para a construção de mapas genéticos que

cubram a totalidade do genoma dos organismos. Este problema foi resolvido com o

desenvolvimento das técnicas de marcadores moleculares que permitem seguir a herança de

pequenos segmentos das moléculas de DNA que correspondem a partes ínfimas do genoma –

os marcadores de DNA. Os primeiros a ser desenvolvidos, os RFLPs (“Restriction Fragment

Length Polymorphism”) (Botstein et al. 1980), baseiam-se na restrição do DNA e são

codominantes, permitindo a identificação de diferentes alelos num determinado locus do

mesmo indivíduo. Embora esta técnica implique um longo trabalho prévio de selecção e

clonagem de sequências que detectam polimorfismos para criar sondas de DNA e obrigue a

procedimentos laboratoriais complexos, foi com ela que foram construídos os primeiros

mapas genéticos completos de vários organismos, como por exemplo o Homem (Donis-Keller

et al. 1987), o milho - Zea mays (Helentjaris 1987), o algodão - Gossypium spp. (Reinisch et

al. 1994) e a soja - Glycine max  (Keim et al. 1997).

Com o desenvolvimento da PCR (“Polymerase Chain Reaction”) (Mullis et al. 1986)

foram potenciadas uma série de novas técnicas de marcadores de DNA de utilização muito

mais simples e que requerem muito menos quantidades de DNA do que a técnica de RFLPs.
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Umas são baseadas na amplificação de fragmentos específicos com "primers" desenhados a

partir de sequências conhecidas, como é o caso dos SSRs (“Simple Sequence Repeats”),

enquanto outras, como os RAPDs (“Random Amplified Polymorphic DNAs”), os AFLPs

(“Amplified Fragment Length Polymorphisms”) e os ISSRs (“Inter Simple Sequence

Repeats”), se baseiam na amplificação de vários fragmentos em simultâneo. Estas últimas têm

a vantagem de gerar um elevado número de marcadores distribuídos pelo genoma, permitindo

a construção de mapas genéticos de elevada densidade num curto período de tempo.

Os SSRs ou microssatélites são segmentos de DNA constituídos por sequências de 1 a

6 nucleótidos repetidos sequencialmente, cujas regiões adjacentes são geralmente conservadas

entre genótipos da mesma espécie. Estas sequências podem ser usadas como marcadores

codominantes pois numa amplificação de PCR com primers que as flanqueiam são gerados

polimorfismos de tamanho para diferentes alelos em que o número de repetições do motivo de

nucleótidos varia (Weber e May 1989, Litt e Luty 1989, Tantz 1989). A identificação de loci

microssatélites em espécies para as quais não existem muitos dados genómicos requer um

longo trabalho prévio de selecção e sequenciação. Apesar disso, o seu elevado conteúdo

informativo, directamente relacionado com o número de alelos em cada locus, juntamente

com o facto de existirem em grande número nos genomas dos eucariotas, com a facilidade de

automação devido a serem obtidos por PCR, e com a fiabilidade e reprodutibilidade que lhes é

reconhecida por serem amplificados com “primers” longos específicos, fizeram dos SSRs um

dos tipos de marcadores mais utilizados em trabalhos de mapeamento genético. Por exemplo

por Saal et al. (2001) em Brassica spp. e Chen et al. (1997) em Oryza sativa.

Os RAPDs, os primeiros marcadores baseados no PCR que não requerem informação

de sequências de DNA a ser desenvolvidos, são geralmente marcadores dominantes, podendo

no entanto ser analisados como codominantes quando fragmentos de DNA amplificados do

mesmo locus e de diferentes tamanhos estão estritamente ligados em repulsão (Willians et al.
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1990). Comparativamente às técnicas de RFLPs e SSRs, a técnica de RAPDs permite analisar

um maior número de loci por ensaio e não necessita de trabalho prévio de selecção e

clonagem de segmentos de DNA a sequenciar. Estes aspectos possibilitaram um significativo

avanço na rapidez de construção de mapas genéticos, tendo os marcadores RAPD sido

amplamente usados para esse fim. Exemplos disso são os trabalhos de Grattapaglia e Sederoff

(1994) em Eucalyptus spp. e Chaparro et al. (1994) em Prunus spp.. No entanto, a estes

marcadores foram apontadas desvantagens como sensibilidade a condições experimentais e

consequentemente reduzida reprodutibilidade entre laboratórios (Jones et al. 1997), tendo-se

mantido o interesse no desenvolvimento de novos tipos de marcadores de DNA.

A técnica de AFLPs de certa forma combina as estratégias de RFLPs e PCR pois

baseia-se na amplificação selectiva de fragmentos obtidos pela restrição de DNA genómico

total (Vos et al. 1995). No entanto, tal como nos RAPDs, é evitada a hibridação de sondas,

não sendo necessário trabalho prévio de selecção e clonagem de sequências, aspectos que

tornam os RFLPs bastante trabalhosos. Para além disso, por um lado, a utilização de

"primers" longos e temperaturas de "anneling" mais elevadas tornam a técnica de AFLPs mais

fiável que a técnica de RAPDs (Jones et al. 1997), e por outro, a utilização géis de

poliacrilamida com maior poder de resolução permite a análise de um número muito maior de

marcadores por reacção. Estas características têm levado a uma crescente utilização dos

AFLPs pois tornam a técnica ideal para construir mapas genéticos de elevada densidade em

relativamente pouco tempo (p.e. Qi et al. 1998). Os marcadores AFLP podem ser dominantes,

devido à presença ou ausência de sítios de restrição entre genomas, ou codominantes devido a

diferenças de tamanho de fragmentos amplificados. No entanto, as relações alélicas entre

bandas polimórficas codominantes são raras e como sublinhado por Rafalski et al. (1996)

podem não ser imediatamente óbvias.
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Os ISSRs, cada vez mais utilizados na construção de mapas genéticos (p.e. Kojima et

al. 1998, Casasoli et al. 2001), são outros marcadores que não requerem trabalho prévio de

sequenciação. ISSRs são fragmentos amplificados por PCR com primers complementares de

sequências repetidas, ou seja, são regiões entre microssatélites (Zietkiewicz et al. 1994).

Apesar dos “primers” utilizados serem longos, o que confere elevada reprodutibilidade à

técnica, como estes são constituídos por motivos microssatélites geralmente em elevado

número nos genomas dos eucariotas, não amplificam marcadores de loci específicos, e pelo

contrário, marcadores de vários loci. Esta técnica pode revelar polimorfismos resultantes da

variação de microssatélites individuais cuja presença ou ausência difere entre genomas (loci

dominantes) e resultantes da variação nas regiões entre microssatélites conservados (loci

codominantes) (Rafalski et al. 1996). No entanto, tal como nas técnicas de RAPDs e de

AFLPs, a identificação de marcadores ISSRs codominantes não é muito frequente.

A partir de marcadores cujas sequências são desconhecidas (amplificados por

"primers" arbitrários) podem ser desenvolvidos marcadores específicos de loci únicos -

SCARs (“Sequence Characterized Amplified Regions”) – amplificados com pares de

"primers" longos (~20 pb). Estes marcadores, de fácil análise e elevada reprodutibilidade,

permitem preencher a falha entre a relativa facilidade de obtenção de marcadores gerados com

"primers" arbitrários e a eficiência de utilização dos mesmos. Originalmente derivados de

marcadores RAPD clonados e sequenciados, foram desenvolvidos para resolver a necessidade

de identificar de forma inequívoca um único locus, quando utilizados na clonagem de genes

baseada no mapeamento, e para eliminar a sensibilidade a alterações nas condições de reacção

dos mesmos (Paran e Michelmore 1993). Posteriormente foram também desenvolvidos

SCARs a partir de marcadores AFLP (Negi et al. (2000) e a partir de ISSRs (Capparelli et al.

2004).
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O crescente esforço em trabalhos de sequenciação e consequentemente a cada vez

maior quantidade de sequências disponíveis em bases de dados públicas e privadas permitiu o

desenvolvimento de uma série de marcadores que podem ser utilizados em trabalhos de

mapeamento genético, tanto derivados de STSs (“Sequence Tagged Sites”) como de ESTs

(“Expressed Sequence Tags”). Os STSs, propostos por Olson et al. (1989) como referências

nos cromossomas do genoma humano, são pequenos troços de DNA (~300 pb) usados no

mapeamento físico para ligar grandes fragmentos de DNA clonados, em que clones contendo

o mesmo STS devem sobrepor-se. Usando STSs como sondas, se forem detectados

polimorfismos que permitam o seu mapeamento genético, podem estabelecer-se pontos de

ancoragem entre mapas genéticos e mapas físicos (Weissenbach et al. 1992, Gyapay et al.

1994). Os ESTs são obtidos de clones de cDNA, sendo por isso derivados de mRNA e em

geral representam genes funcionais. Tal como os STSs, podem ser utilizados como sondas em

análises RFLP para mapeamento genético. Para além disso, foram desenvolvidos métodos

mais eficientes para analisar STSs ou ESTs baseados na amplificação por PCR com “primers”

específicos seguida de: (1) electroforese simples quando existe polimorfismo no tamanho do

produto PCR ou (2) análise da restrição enzimática do fragmento amplificado - CAPs

(“Cleavage Amplified Polimorphisms”), análise heteroduplex ou análise SSCP (“Single-

Stranded Conformational Polymorphism”), quando o polimorfismo se resume a alterações na

sequência (Fischer e Lerman 1983, Orita et al. 1989, Konieczny e Ausubel 1993, Prior 1994,

Harry et al. 1998, Schafer e Hawkins 1998, Sato e Nishio 2002, 2003). Foi ainda

desenvolvido um método para converter ESTs em marcadores úteis para mapeamento

baseado na amplificação por PCR das regiões imediatamente adjacentes (5’ ou 3’) às regiões

codificantes dos genes (Cato et al. 2001). No trabalho de Gupta e Rustgi (2004) encontra-se

uma boa revisão sobre o desenvolvimento de marcadores moleculares a partir de ESTs e a sua
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aplicação em plantas. Por exemplo, Lan et al. (2000) utilizaram marcadores ESTs num

trabalho de mapeamento comparativo entre Brassica oleracea e Arabidopsis thaliana.

Os SNPs (“Single Nucleotide Polimorphisms”), talvez o melhor exemplo de

polimorfismos que não podem ser detectados pela análise directa dos produtos amplificados

em electroforese simples, são qualquer diferença entre dois genomas baseada na substituição

de uma base ou em pequenas inserções ou deleções (in-dels) (Brookes 1999), constituindo o

tipo de variação mais frequente nos genomas, tanto de animais como de plantas. Na

comparação de dois genomas humanos estima-se que há em média um SNP por cada 1000

nucleótidos (Wang et al. 1998b, Halushka et al. 1999). Em Arabidopsis thaliana ocorre em

média um SNP num intervalo de menos de 300 pb de fragmento genómico aleatório entre

qualquer entrada e o genoma da entrada Columbia (Col-0) (Schmid et al. 2003). As técnicas

de RFLPs, SCARs CAPs, análise heteroduplex e SSCPs anteriormente referidas podem ser

utilizadas na análise de SNPs. No entanto, o potencial de utilização dos SNPs é maximizado

em técnicas que permitem analisar um elevado número de sequências em simultâneo como a

VDAs (“Variant Detector Arrays”), baseada na hibridação de produtos de PCR com

oligonucleótidos ordenados num “chip” (Wang et al. 1998b; Halushka et al. 1999). Para isso é

necessário um extenso trabalho prévio de sequenciação genómica como acontece com o “The

SNP Consortium” (http://snp.cshl.org/), um dos participantes no projecto “International

HapMap Project” que visa desenvolver um poderoso mapa de SNPs do genoma humano que

descreva os padrões comuns de variação da sequência de DNA (The International HapMap

Consortium 2003). Em plantas, um dos primeiros mapas genómicos de SNPs foi construído

para o arroz (Oryza sativa, Oryza rufipogon) por Nasu et al. (2002).
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2.1.2.3- Análise de ligamento

Depois de analisada a co-segregação de marcadores numa população de mapeamento,

a construção de mapas genéticos envolve três passos principais: (1) o agrupamento dos

marcadores em vários grupos de ligamento, (2) a ordenação dos marcadores de cada grupo e

(3) a estimativa das distâncias entre marcadores do mesmo grupo. A base de qualquer destes

passos é o resultado da análise de ligamento entre todos os pares de marcadores.

O método de análise de ligamento com base na co-segregação de loci em populações

de cruzamentos controlados mais utilizado é o da máxima probabilidade inicialmente

desenvolvido por Mather (1938), em que o ligamento entre marcadores é calculado utilizando

fracções de probabilidade de ligamento versus de não ligamento. Estas fracções são

geralmente expressas na forma logarítmica e são conhecidas por valores LOD (“logarithm of

odds”) (Morton 1955, Risch 1992). Por exemplo, um valor LOD de 3 entre dois marcadores

indica que a probabilidade destes estarem ligados é 1000 vezes superior (1000:1) à

probabilidade de não estarem ligados.

Depois de calculados os valores LOD para todos os pares de marcadores, o

agrupamento faz-se segundo um processo experimental de definição de critérios como limites

de LOD mínimo de ligamento e/ou de recombinação máxima entre marcadores, de forma a

ser obtido um padrão de agrupamento com suporte estatístico aceitável. Estabelecidos os

grupos de ligamento, vários métodos estatísticos podem ser utilizados para resolver o

ordenamento de marcadores. Os métodos geralmente utilizados são o “minimum sum of

adjacent recombination fractions (SARF) (Falk 1989), o “minimum product of adjacent

recombination fractions (PARF) (Wilson 1988) e o “minimum obligatory crossingovers”

(MOC) (Thompson 1987). Finalmente, para calcular as distâncias genéticas entre marcadores

também foram desenvolvidos vários métodos. Entre os mais utilizados estão o algoritmo EM
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(“expectation-maximization”) (Lander e Green 1987) e o método dos mínimos quadrados

(Jensen e Jorgensen 1975 a e b, Stam 1993).

Todos estes cálculos seriam uma tarefa interminável se fossem efectuados

manualmente para um elevado número de marcadores. No entanto, a par da evolução das

técnicas de marcadores moleculares, que permitiram a análise de um elevado número de loci,

e beneficiando do “boom” da informática das últimas duas décadas, foram desenvolvidos

programas informáticos específicos que facilitaram e aceleraram a analise de ligamento entre

muitos marcadores. O MAPMAKER (Lander et al. 1987) e o JoinMap (Stam 1993, Van

Ooijen e Voorrips 2001) são dois dos programas informáticos mais utilizados na construção

de mapas genéticos.

2.1.2.4- Qualidade dos mapas genéticos

A qualidade de um mapa pode ser avaliada, por um lado, pela confiança no

agrupamento e ordem dos marcadores, e por outro, pela percentagem de genoma que

representa i.e. a cobertura do mapa. No primeiro há que considerar os critérios utilizados na

construção dos mapas: obviamente que quanto mais elevados são os valores limites

estatísticos LOD de agrupamento e LOD de ordenamento, maior é a confiança nos mapas

obtidos. No segundo há que considerar dois aspectos: um é a proporção de genoma coberta

pelo comprimento total do mapa, o outro é a densidade do mapa i.e. o tamanho dos intervalos

entre os marcadores. Por outro lado, à medida que aumenta a cobertura de um mapa genético,

o número de grupos de ligamento aproxima-se do número de cromossomas e o número de

marcadores não ligados aproxima-se de zero.

No mapeamento genético de espécies com muitos cromossomas, como é o caso do

ananaseiro (n = 25), é comum que o número de grupos de ligamento seja relativamente
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superior ao número de cromossomas, sobretudo devido ao elevado número de pequenos

grupos que se formam. Este fenómeno verificou-se em vários mapas construídos para

diferentes espécies vegetais, com diferentes tipos de marcadores e com diferentes tipos de

populações de mapeamento, como por exemplo: no algodão  (n=26) em que foram obtidos 41,

43, 37 e 52 grupos de ligamento, respectivamente por Reinisch et al. (1994), Zhang et al.

(2002), Lacape et al. (2003) e Waghmare et al. (2005) e na soja (n=20) onde foram

estabelecidos 28 grupos de ligamento por Keim et al. (1997) e 35 por Ferreira et al. (2000) e

por Matthews et al. (2001).

Nestes casos coloca-se o problema de como identificar os grupos de ligamento que

representam diferentes cromossomas.

No algodão esse problema foi resolvido com mapas construídos a partir de

cruzamentos interespecíficos entre linhas com o mínimo de introgressão recíproca e com a

análise de marcadores dos mapas em diferentes linhas de plantas derivadas das linhas

utilizadas como progenitores, em que, para cada uma, um dos pares de cromossomas

homólogos de uma das espécies envolvidas fora substituído por um simples cromossoma ou

apenas um braço de cromossoma do correspondente par da outra espécie (Reinisch et al.

1994, Liu et al. 2000, Zhang et al. 2002).

Outra solução é o alinhamento de mapas de diferentes indivíduos, através da análise de

marcadores comuns. Por exemplo, no mapeamento genético de soja o alinhamento de mapas

construídos com diferentes populações permitiu a identificação de 20 grupos ou conjuntos de

grupos de ligamento que representam os 20 cromossomas da espécie (Cregan et al. 1999,

Song et al. 2004). Outro exemplo é o trabalho de Yin et al. (2002) no choupo (n = 19). Estes

autores, utilizando uma população “Pseudo testcross” de um cruzamento interespecífico

construíram um mapa com 31 grupos de ligamento para um progenitor e com 34 para o outro,
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e através do alinhamento dos dois mapas identificaram quais os grupos e conjuntos de grupos

que representam os 19 cromossomas.

A construção dos mapas genéticos com base em populações de mapeamento muito

numerosas parece ser, no entanto, a melhor forma de solucionar o problema. Estas permitem a

detecção de ligamento entre marcadores fisicamente mais afastados e consequentemente com

fracções de recombinação mais elevadas e também uma maior definição no cálculo das

distâncias genéticas com base nas taxas de recombinação, comparativamente às populações

pouco numerosas. Por exemplo, ainda no choupo, Yin et al. (2004) construíram um mapa

genético com base numa população “backcross” de um cruzamento interespecífico, em que

todos os marcadores analisados (439 AFLPs e 105 SSRs) ficaram ligados num número de

grupos de ligamento igual ao número de cromossomas (19). Quando se compara o trabalho

destes autores com outros trabalhos de mapeamento em espécies com muitos cromossomas e

baseados também em populações “backcross”, ou populações F1 com o mesmo tipo de

segregação, mas em que o número de grupos de ligamento obtido é superior ao número de

cromossomas, a principal diferença é a utilização de uma população de mapeamento

significativamente mais numerosa (180 plantas vs 58, 71, 80, 93, 94 e 120 plantas nos

exemplos da tabela 2).
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Tabela 2. Características de mapas construídos para algumas espécies de plantas com um elevado número de cromossomas.

Espécie
Número de

cromossomas
(n)

Tipo de população
(número de plantas)

Número e tipo
de marcadores

mapeados

Número
Total de
grupos

Número
de grupos

com
2 ou 3

marcadores

Número de
marcadores
não ligados

Compr.
do mapa

(cM)

Estimativa
de compr.
do genoma

(cM)

Referência

Glycine max
(cv. Noir x NIL BARC-2) 20 F2

(149)
207 loci (RFLPs, SSRs, AFLPs

e RAPDs) 35 - - 1400 - Matthews et al.
2001

Glycine max
(BSR-101 x PI437,654) 20

RIL
(300 para RFLPs)

(42 para RAPDs e AFLPs)

165 RFLPs, 25 RAPDs
e 650 AFLPs 28 - - 3441 - Keim et al.

1997Soja

Glycine max 20
RIL

(330 para RFLPs)
( ? para RAPDs)

250 RFLPs e 106 RAPDs 35 - - - 3275 Ferreira et al.
2000

Actinidia chinensis x 29 80 SSRs e 123 AFLPs 38 14 22 1758,5 3849Kiwwi
Actinidia callosa 29

"Pseudo testcross" F1
(94) 31 SSRs e 111 AFLPs 30 7 25 1104,1 3799

Testolin et al.
2001

"Quinoa" Chenopodium quinoa
(Ku-2 x NL-6) 18 F2

(80)
19 SSRs, 230 AFLPs

 e 6 RAPDs 35 13 38 1020 1700 Maugham et al.
2004

Populus tomentosa x 19 396 AFLPs 60 35 74 2682,8 * 3097
Populus bolleana 19

"Pseudo testcross" F1
(120) 236 AFLPs 40 21 49 1956,3 * 2552

Zhang et al.
 2004

Populus deltoides x 19 85 RAPDs, 219 AFLPs
e 6 ISSRs 31 8 27 3801 -

Populus euramericana 19

"Pseudo testcross" F1
(93) 68 RAPDs, 162 AFLPs

e 11 ISSRs 34 8 18 3452 -

Yin et al.
2002

Populus adenopoda x 19 82 RAPDs 19 13 20 552,9 2104
Populus alba 19

"Pseudo testcross" F1
(80) 212 RAPDs 24 5 15 2299,7 2632

Yin et al.
2001

Choupo

Populus deltoides
(I-69 x I-63) 19 "backcross" F1

(93) 259 AFLPs 43 24 69 2927 * - Wu et al.
2000

Gossypium hirsutum x
G. barbadense 26 F2

(57) 683 RFLPs 41 6 22 4675 5125 Reinisch et al.
1994

Gossypium hirsutum x
G. barbadense 26 Haplóides e duplo-haplóides F1

(58) 489 (SSRs e RAPDs) 43 11 135 3314,5 - Zhang et al.
2002

Gossypium hirsutum x
G. barbadense 26 "backcross

(71)
465 AFLPs, 229 SSRs,

192 RFLPs e 2 morfológicos 37 5 126 4400 5500 Lacape et al.
2003

Algodão

Gossypium hirsutum x
G. tomenosum 26 F2

(82) 589 RFLPs com sondas de cDNA 52 8 26 4259,4 4979,4 Waghmare et al.
2005

* Excluindo grupos de dois e três marcadores.
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2.1.2.5- Importância e aplicações dos mapas genéticos

Foram já construídos mapas genéticos tanto para espécies modelo, como o rato - Mus

musculus (Dietrich et al. 1996) e a Arabidopsis thaliana (Alonso-Blanco et al. 1998), como

para espécies importantes na alimentação do Homem, como o porco - Sus scrofa (Rohrer et

al. 1996), a galinha - Gallus gallus (Groenen et al. 1998) e a ovelha - Ovis aries (Maddox et

al. 2001), nos animais, ou o arroz - Oriza sativa (Mccough et al. 1988), a batata - Solanum

tuberosum (Tanksley et al. 1992), a soja - Glycine max (Keim et al. 1997) e o trigo - Triticum

aestivum (Messmer et al. 1999), nas plantas, e obviamente também para o Homem (Murray et

al. 1994). No que diz respeito aos frutos, no grupo dos vinte mais produzidos no mundo

segundo estatísticas da FAO no ano 2004 (http://apps.fao.org), só não foram publicados

mapas genéticos para quatro (tabela 3).

Para além do interesse per se no estudo da estrutura dos genomas, os mapas genéticos

podem ser utilizados na construção de mapas físicos i.e. na ordenação de clones de bibliotecas

de fragmentos de DNA genómico. Esta estratégia foi inicialmente aplicada no

desenvolvimento de mapas físicos de YACs, (Chumakov et al. 1995, Kurata et al. 1997,

Canilleri et al. 1998) e posteriormente no mapeamento físico de BACs (Hoskins et al. 2000,

Chen et al. 2002). A identificação de marcadores do mapa genético em troços longos de DNA

clonados, por amplificação por PCR (Adam-Blondon et al. 2005, Morales et al. 2005) ou por

hibridação em membranas (Aign et al. 2001, Wu et al. 2004), permite a sua ancoragem ao

mapa genético e desta forma o estabelecimento de uma ordem linear de clones, o mapa físico.

Desta forma os mapas genéticos podem contribuir para a selecção de clones com o mínimo de

sobreposição em programas de sequenciação completa de genomas. Um bom exemplo foi a

integração extensiva de um mapa físico de BACs com um mapa genético de elevada
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densidade que constituiu uma referência para a sequenciação total do genoma do arroz (Chen

et al. 2002).

Tabela 3. Referências de mapas genéticos das 20 fruteiras mais produzidas no mundo
segundo estatísticas da FAO para o ano 2004.
Fruteiras Referências
1) Citrinos Citrus spp. Jarrell et al. (1992)

Durham et al. (1992)
Cai et al. (1994)
Luro et al. (1996)
Kijas et al. (1997)

Simone et al. (1998)
Garcia et al. (1999)
Cristofani et al. (1999)
Roose et al. (2000)
Ruiz e Asins (2003)

2) Bananeira Musa spp. Fauré et al. (1993)
3) Melancieira Citrullus lanatus var.

lanatus
Hashizume et al. (1996)
Levi et al. (2002)

Hashizume et al. (2003)

4) Videira Vitis spp. Lodhi et al. (1995)
Dalbó et al. (2000)
Grando et al. (2003)

Riaz et al. (2004)
Doucleff et al. (2004)
Adam-Blondon et al. (2004)

5) Macieira Malus spp Hemmat et al. (1994)
Conner et al. (1997)
Seglias e Gessler (1997)

Maliepaard et al. (1998)
Liebhard et al. (2002)
Liebhard et al. (2003)

6) Meloeiro Cucumis melo Baudracco-Arnas et al. (1996)
Wang et al. (1997)
Oliver et al. (2001)

Silberstein et al. (2003)
Fazio et al. (2003)
Gonzalo et al. (2005)

7) Mangueira Mangifera indica  Chunwongse et al. (2000) Kashkush et al. (2001)
8) Pereira Pyrus spp. Iketani et al. (2001) Yamamoto et al. (2002)
9) Pessegueiro e
nectarineiro

Prunus
subg. Amygdalus

Chaparro et al. (1994)
Rajapakse et al. (1995)
Foolad et al. (1995)
Dirlewanger et al. (1996)
Dirlewanger et al. (1998)
Lu et al. (1998)
Joobeur et al. (1998)

Dettori et al. (2001)
Bliss et al. (2002)
Foulongne et al. (2003)
Aranzana et al. (2003)
Dirlewanger et al. (2004)
Verde et al. (2005)

10) Ananaseiro Ananas comosus  Carlier et al. (2004) Carlier e Leitão (2006)
11) Ameixieira e
damasqueiro

Prunus
subg. Prunus

Hurtado et al. (2002)
Salava et al. (2002)

Vilanova et al. (2003)

12) Tamareira Phoenix dactylifera -
13) Papaieira Carica papaya Ma et al. (2004) Sondur et al. (1996)
14) Morangueiro Fragaria spp. Davis et al. (1997)

Lerceteau-Köhler (2003)
Sargent et al. (2004)

15) Abacateiro Persea americana  Sharon et al. (1997)
16) Cerejeira Prunus

subg. Cerasus
Stockinger et al. (1996) Wang et al. (1998a)

17) Diospireiro Diospyros spp. -
18) Cajueiro Anacardium

occidentale -

19) Figueira Ficus spp. -
20) Kiwizeiro Actinidia spp. Testolin et al. (2001) Fraser et al. (2004)
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Desde meados da década de 80 que a selecção assistida por marcadores (SAM) é uma

estratégia promissora no que diz respeito ao aumento da eficiência dos programas de

melhoramento de plantas e animais. A utilidade desta estratégia não levanta dúvidas,

principalmente nos casos em que a característica de interesse é de difícil avaliação, como

quando são necessários testes laboratoriais ou ensaios biológicos longos, ou nos casos em que

o programa de melhoramento envolve vários genes, genes recessivos ou genes de expressão

tardia. Até finais da década de 90, apesar de terem sido identificados marcadores ligados a

uma grande quantidade e variedade de genes, foram raras as publicações que descreveram

casos de sucesso de aplicação prática da SAM (Young 1999). Um dos poucos exemplos foi a

transferência de genes de tomateiros selvagens para a espécie cultivada visando o aumento de

tamanho do fruto (Tanksley et al. 1996). No entanto, mais recentemente têm sido publicados

vários casos de sucesso de aplicação da SAM, principalmente a descrever trabalhos de

introgressão de genes ou regiões do genoma (QTLs) através de retrocruzamentos sucessivos

(Charcosset e Moreau 2004; Francia et al. 2005). Por exemplo, Bouchez et al. (2002) e

Concibido et al. (2003) descreveram a introgressão de segmentos de cromossoma portadores

de QTLs favoráveis em linhas de elite através de retrocruzamentos com selecção assistida por

marcadores, respectivamente, no milho (QTL para precocidade e rendimento em grão) e em

soja (QTL para rendimento em grão).

A clonagem baseada em mapas genéticos (CBM) refere-se à utilização de marcadores

estreitamente ligados a características de interesse para localizar os respectivos genes na

sequência genómica e em seguida cloná-los e caracterizá-los. Com esse objectivo os

marcadores são sequenciados e utilizados como ponto de partida para um processo de avanço

contínuo (“chromosome walking”) convergente até ao gene alvo. Para tal é necessário

construir uma biblioteca de fragmentos de DNA longos e, utilizando como referência os

marcadores que flanqueiam o gene de interesse, fazer um mapa físico dessa região do
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genoma. Após sequenciação total de um troço longo de DNA clonado que contenha o gene

alvo, este é identificado entre todos os genes que são codificados nesse troço via

transformação genética. O primeiro gene de plantas a ser isolado por clonagem baseada no

mapeamento foi o gene fad3 que controla a desnaturação do ácido gordo omega-3 na

Arabidopsis (Arondel et al. 1992). Depois, utilizando esta estratégia, foram clonados genes de

resistência em plantas, como são os casos do Pto (Martin et al. 1993) e I2 (Simmons et al.

1996) no tomate - Lycopersicon esculentum, do RPS2 (Bent et al. 1994) e RPM1 (Grant et al.

1995) na Arabidopsis, de um gene de resistência a nemátodos na beterraba - Beta vulgaris

(Cai et al. 1997), do Mlo na cevada - Hordeum vulgare (Büschges et al. 1997), e outros tipos

de genes, como o Rf1 (“fertility restorer locus”) no sorgo - Sorghum bicolor (Klein et al.

2005) e o htd1 (“for high tillering and dwarf”) no arroz - Oryza sativa (Zou et al. 2005). Em

teoria o marcador ideal para a clonagem baseada no mapeamento é um marcador cuja

distância ao gene alvo é inferior ao tamanho médio dos fragmentos clonados da biblioteca de

DNA genómico donde se espera isolar o gene. Nesse caso pode-se evitar o “chromosome

walking” e fazer “chromosome landing”, identificando-se directamente o clone que contêm o

gene alvo (Tanksley et al. 1995, Ballvora et al. 2001).

Os mapas genéticos têm ampla utilização em estudos de mapeamento comparativo. O

estudo comparativo de diferentes genomas da mesma espécie ou de diferentes espécies do

ponto de vista da homologia de genes e da conservação das distâncias e da ordem de genes

e/ou marcadores nos cromossomas, contribui, por um lado, para o conhecimento sobre a

evolução das espécies (Schmidt 2002), e por outro, para a obtenção de mapas comparativos de

referência, pelo menos ao nível de famílias taxonómicas (Yu et al. 2004). Para além disso, as

relações de sintenia podem ajudar a prever a posição de sequências ortólogas em espécies

próximas. A identificação de loci ou haplótipos via genética comparativa é uma estratégia que

já provou ser útil e cujo potencial aumenta à medida que aumentam os dados genómicos
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disponíveis. Por exemplo, Hackauf e Wehling (2005), utilizando ESTs de cevada e de trigo e

informação dos mapas genéticos e da sequência genómica do arroz, identificaram 12 novos

marcadores STS a flanquear o locus de autoincompatibilidade (locus Z) no centeio.

2.1.3- GENÓMICA ESTRUTURAL NOS PRINCIPAIS FRUTOS

TROPICAIS

A maior parte dos estudos na área da genómica estrutural foi efectuada em culturas de

climas temperados. Das 26 espécies de plantas superiores para as quais há programas de

sequenciação genómica em curso, apenas duas correspondem a culturas tropicais: Musa

acuminata (bananeira) e Carica papaya (papaieira) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov

/entrez/query.fcgi?db=genomeprj). Estas correspondem, respectivamente, ao primeiro e

quarto frutos tropicais mais produzidos no mundo (FAO 2004). Para a mangueira (Mangifera

indica), a segunda fruteira tropical com maior produção mundial, com a construção de mapas

genéticos foram dados os primeiros passos neste ramo da genómica. O mesmo se passa para o

ananaseiro (Ananas comosus), a terceira fruteira tropical com mais produção mundial, com a

construção dos mapas genéticos descrita neste trabalho.

A bananeira, a segunda fruteira com maior produção mundial e a primeira entre as

tropicais (FAO 2004), pertence ao género Musa, secção Eumusa (x = 11), e inclui clones

diplóides (2n = 2x) e poliplóides (3x, 4x). O tamanho do genoma haplóide (1C) da bananeira

foi estimado por citometria de fluxo em cerca de 600 Mpb (Dole el et al. 1994). Na área da

citogenética, estudos com a técnica  de FISH permitiram a discriminação de cromossomas

dos quatro genomas envolvidos nas variedades de bananeira (Musa acuminata, M. balbisiana,

M. schizocarpa e M. textilis) (Osuji et al. 1997, D’Hont et al. 2000, D’Hont 2005) e a
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localização física de genes ribossomais (Dole elová et al. 1998; Osuji et al. 1998), de

sequências homologas a elementos genéticos móveis como retrotransposões (Balint-Kurti et

al. 2000), “Copia-like elements” (Baurens et al. 1997), e de sequências de “baddnavirus”

integradas no genoma da bananeira (Harper et al. 1999). Mais recentemente a técnica de FISH

foi utilizada para localizar várias sequências repetitivas de DNA agrupadas nas regiões dos

centrómeros (Valárik et al. 2002) e para demonstrar que as extremidades dos cromossomas de

espécies de Musa consistem em motivos teloméricos, tipo-Arabidopsis, repetidos (Osuji et al.

1998). Embora tenha sido construído no início da década de noventa um mapa de baixa

densidade com isoenzimas, RFLPs e RAPDs (Fauré et al. 1993), ainda não foi publicada

nenhuma versão mais densa desse ou de qualquer outro mapa. No entanto, no âmbito do

programa do “Musa Genomics Consortium” (MGC), formado em 2001

(http://www.musagenomics.org), está a ser utilizada uma população segregante para construir

um mapa genético de elevada densidade com marcadores RFLPs, AFLPs e SSRs, no qual

serão localizados genes de resistência ao fungo Fusarium. Por outro lado, foram já

desenvolvidas bibliotecas de BACs para M. acuminata (Vilarinhos et al. 2003, Ortiz-Vázquez

et al. 2005) e para M. balbisiana ( afá  et al. 2004), e no âmbito do MGC está em curso o

desenvolvimento de um mapa físico para o genoma da bananeira e a sequenciação completa

dos seus 11 cromossomas. Investigadores deste consórcio estão também a estabelecer várias

populações segregantes adicionais para serem utilizadas na identificação de genes de

resistência a outras doenças e pestes.

A papaieira (Carica papaya) é a décima terceira fruteira com maior produção mundial

e a quarta entre as tropicais (FAO 2004). É uma espécie diplóide com n = 9 cromossomas e

um genoma de 372 Mpb/1C (Arumuganathan e Earle 1991). Foram já construídos vários

mapas genéticos e desenvolvida uma biblioteca de BACs, mas não há ainda publicações que

refiram a localização física de marcadores ou genes nos cromossomas por técnicas de
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hibridação in situ. Sondur et al. (1996), utilizando 62 marcadores RAPD, desenvolveram um

mapa genético da papaieira e mapearam o gene que determina o sexo. Os mesmos autores

mapearam QTLs para a altura da planta, para o diâmetro do caule e para o número do nó em

que se desenvolve a primeira flor (Sondur et al. 1995). Mais recentemente, a partir de 54

plantas F2 de um cruzamento entre as cultivares Kapoho e SunUp, foi construído um mapa

genético de elevada densidade com 1498 marcadores AFLP, um marcador do gene da

proteína da cápsula do vírus “ringspot” (introduzido por engenharia genética) e dois

marcadores morfológicos (tipo de sexo e cor da polpa do fruto), distribuídos em 12 grupos

principais que cobrem 3294.2 cM com uma distancia média entre marcadores de 2.2 cM (Ma

et al. 2004). Com este mapa genético e com a biblioteca de BACs da papaieira, desenvolvida

por Ming et al. (2001), foram criadas as bases para a sequenciação total do genoma desta

fruteira. No ano 2004 um consórcio de várias instituições iniciou um programa que estima

completar a sequência do genoma da papaieira em Março de 2006

(http://cgpbr.mhpcc.hawaii.edu/tools/papaya/).

A mangueira (Mangifera indica), com n = 20 cromossomas e um genoma estimado em

439 Mpb/1C (Arumuganathan e Earle, 1991), é a sétima fruteira com maior produção no

mundo e a segunda com maior produção entre as fruteiras tropicais (FAO 2004). Para esta

espécie não há publicações na área da citogenética molecular, i.e. que refiram a localização

física de marcadores ou genes nos cromossomas, nem que relatem a construção de bibliotecas

genómicas em YACs, BACs, etc. Contudo, Chunwongse et al. (2000) relataram a construção

de mapas genéticos para as variedades Alphonso e Palmer, utilizando marcadores RFLPs e

AFLPs e a estratégia “pseudo-testcross” com base em 31 plantas descendentes do seu

cruzamento. O mapa da variedade Alphonso tem 365 marcadores distribuídos em 63 grupos

que cobrem 1437.7 cM com uma distância média entre marcadores de 10.4 cM. O mapa da

variedade Palmer tem 369 marcadores distribuídos em 59 grupos com uma distância média
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entre marcadores de 7 cM. Foi ainda descrita a construção de um mapa genético preliminar

baseado na descendência de um cruzamento entre as variedades Keitt e Tommy-Atkins. No

entanto este mapa é muito incipiente, consistindo em apenas 34 marcadores AFLP

distribuídos em 13 grupos de ligamento que cobrem 161.5 cM (Kashkush et al. 2001).

2.2- ANANASEIRO

Como referido acima, o ananaseiro (Ananas comosus (L.) Merrill) já entrou na era da

genómica. A construção dos seus primeiros mapas genéticos (descrita neste trabalho) é um

dos passos que marca a entrada nessa era. Neste contexto, não parece absurdo afirmar que não

faltarão muitos anos para o início da sequenciação total do genoma de uma cultura tão

importante como a de ananás.

2.2.1- IMPORTÂNCIA ECONÓMICA

O ananás é o terceiro fruto mais importante entre os frutos tropicais, depois da banana

e da manga. Embora seja principalmente cultivado em países tropicais, entre 30ºN e 30ºS,

podem ser encontradas pequenas plantações geralmente protegidas por resguardos em áreas

com climas temperados para além destas latitudes (Nakasone e Paull 1998). É o caso da

cultura de ananás em estufas nos Açores (37ºN50’), com uma produção anual de cerca de

2000 toneladas (Tavares e Batista 2004, http://www.angra.uac.pt/pessoais/docentes/jbatista

/Ananas/).

http://www.angra.uac.pt/pessoais/docentes/jbatista
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De acordo com estatísticas da “Food and Agriculture Organization” (FAO)

(http://apps.fao.org), a produção mundial aumentou de 4,833,137 toneladas em 1961 para

15,287,413 toneladas em 2004. Cinco países, nomeadamente a Tailândia (1,700,000 t), as

Filipinas (1,650,000 t), o Brasil (1,435,600 t), a China (1,475,000 t) e a Índia (1,300,000)

contribuíram com cerca de metade da produção mundial em 2004. Um segundo grupo

significativo de produtores, que inclui países tão díspares como a Nigéria, o México, a Costa

Rica, a Indonésia, o Quénia, a Colômbia, a Costa do Marfim, a Venezuela, o Vietname, a

Malásia, os Estados Unidos e a África do Sul, produziram cerca de um terço da produção

mundial.

Aproximadamente 70% do ananás produzido é consumido como fruto fresco no país

de origem enquanto os restantes 30% se destinam à exportação, principalmente em produtos

processados como fatias enlatadas, pedaços frescos e congelados, sumos naturais e sumos

concentrados (Loeillet 1997, Rohrbach e tal. 2003). Por exemplo, as exportações mundiais de

sumo concentrado representam mais de 250 milhões de US dólares e as exportações de

enlatados mais de 600 milhões de US $. Do ananaseiro são também extraídas fibras de

elevada qualidade utilizadas na produção de têxteis, assim como bromelaína, um derivado que

contém, entre outros componentes, várias proteinases e que é utilizado para tornar a carne

mais tenra, clarear a cerveja e tingir couro. Para além destas utilizações, a bromelaína tem um

grande potencial para usos terapêuticos (Maurer 2001).

2.2.2- TAXONOMIA

O género Ananas (perene e monocotiledóneo) pertence à ordem Bromeliales, família

Bromeliaceae e subfamília Bromelioideae. A família Bromeliaceae tem três subfamílias
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(Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae) que abrangem 56 géneros e 2921 espécies

(Luther 2002). Em toda a subfamília Bromelioideae há tendência para a fusão das partes

florais, no entanto é no género Ananas que esta característica é mais evidente. Este é o único

género em que as flores e as brácteas se fundem completamente num fruto partenocárpico tipo

sorose (sincarpo) formado por 50 a 200 bagas juntas (Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1997a).

Até recentemente (2003) a taxonomia aceite para o ananaseiro era a de Smith e Downs

(1979) com a modificação de Leal (1990) que invalidou a espécie A. monstrosus por  a

característica que a diferenciava (ausência de coroa no fruto) não ser consistente (tabela 4).

Tabela 4. Taxonomia do ananaseiro segundo Smith e Downs (1979) e Leal (1990).
Género Espécie

Pseudananas Pseudananas sagenarius (Arruda da Camara) Camargo

Ananas ananassoides (Baker) L.B. Smith

Ananas nanus (L.B. Smith) L.B. Smith

Ananas parguazensis Camargo & L.B. Smith

Ananas lucidus Miller

Ananas bracteatus (Lindley) Schultes

Ananas fritzmuelleri Camargo

Ananas

Ananas comosus (L.) Merrill

Vários factos levaram, no entanto, a que fosse proposta uma simplificação desta

classificação: (1) parte das características usadas na classificação serem quantitativas e

fortemente influenciadas pelas condições ambientais, não sendo claramente discriminativas,

(2) as características qualitativas usadas na classificação, como a presença ou ausência de

espinhos nas folhas, serem determinadas por apenas um ou um número reduzido de loci que

podem sofrer mutações e ter segregação tanto interespecífica como intraespecífica, (3) serem

possíveis cruzamentos entre plantas de diferentes espécies do género Ananas e os híbridos

resultantes serem férteis, (4) serem possíveis cruzamentos entre as espécies do género Ananas
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e o tetraplóide Pseudananas sagenarius em que são produzidos híbridos férteis, e (5) os dados

disponíveis de diversidade bioquímica e molecular indicarem um processo de separação entre

estas espécies muito incipiente (Leal e Coppens d’Eeckenbrugge 1996, Cabral et al. 1997,

Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1997a, Duval et al. 2001 e 2003, Coppens d’Eeckenbrugge e

Leal 2003).

A classificação actualmente aceite para o ananaseiro foi proposta por Coppens

d’Eeckenbrugge e Leal (2003). Esta considera apenas um género (Ananas) dividido em duas

espécies: a espécie A. macrodontes Morren é restabelecida para substituir a única espécie do

género Pseudananas da classificação anterior (P. sagenarius) e as sete espécies do género

Ananas são reclassificadas em cinco variedades botânicas de uma única espécie - A. comosus

(tabela 5).

A espécie A. macrodontes é tetraplóide (2n = 4x = 100), autocompatível, vigorosa,

propaga-se por longos talos basais ou subterrâneos, tem folhas de 2-3m de comprimento e

7cm de largura com espinhos, e não tem coroa de folhas no sincarpo. A espécie A. comosus é

geralmente diplóide (2n = 50), autoincompatível e a propagação vegetativa é por rebentos que

se desenvolvem no caule, no pedúnculo e na coroa do fruto. O ananaseiro cultivado para

produção de fruto corresponde à variedade botânica comosus. As suas folhas são

relativamente largas (mais de 5cm) e espinhosas, parcialmente espinhosas ou lisas, e o seu

forte pedúnculo sustenta um fruto cujo tamanho pode atingir vários quilogramas. A variedade

ananassoides corresponde à forma selvagem mais comum. Esta tem folhas espinhosas mais

finas e um fruto muito menor suportado por um longo e relativamente fino pedúnculo. A

variedade parguazensis, outra forma selvagem, tem folhas largas constringidas na base com

espinhos antrorsos ou retrorsos e frutos globosos. A variedade erectifolius é muito semelhante

à variedade ananassoides, excepto nas folhas lisas e fibrosas utilizadas pelos  ameríndios para

fazer camas de rede e linhas e redes de pesca. As plantas da variedade bracteatus são muito
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vigorosas e espinhosas, e produzem frutos de tamanho médio com brácteas longas. Esta

variedade é cultivada como cerca viva e o seu fruto é também utilizado para produzir sumo.

Encontra-se ainda como planta espontânea em antigas povoações na América do Sul, e uma

variante variegada é hoje uma planta ornamental comum nos jardins tropicais.

Tabela 5. Taxonomia do ananaseiro por Coppens d’Eeckenbrugge e Leal (2003).
Género Espécie Variedades

A. macrodontes (Morren)
Coppens & Leal

Anteriormente Pseudananas
sagenarius

-

comosus ((L.) Merrill) Coppens & Leal
Anteriormente A. comosus

ananassoides (Baker) Coppens & Leal
Anteriormente A. ananassoides e A. nanus

parguazensis (Camargo & L.B. Smith) Coppens & Leal
Anteriormente A. parguazensis

erectifolius (L.B. Smith) Coppens & Leal
Anteriormente A. lucidus

Ananas

A. comosus

bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal
Anteriormente A. bracteatus e A. fritzmuelleri

2.2.3- HABITAT NATURAL E ORIGEM

Ambas as espécies do género Ananas (A. comosus e A. macrodontes) têm uma

distribuição natural confinada ao subcontinente da América do Sul. No entanto quando

Cristóvão Colombo chegou a Guadalupe em 1493 e os europeus viram pela primeira vez o

ananaseiro, já os ameríndios o tinham domesticado e espalhado pela América do Sul, América

Central, e pela região das Antilhas e Caraíbas (Leal e Coppens d’Eeckenbrugge 1996;

Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1997a). O cultivo do ananaseiro iniciou-se muito

provavelmente com as variedades comosus e erectifolius a evoluírem da var. ananassoides
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e/ou var. parguazensis na região norte do rio Amazonas (nas bacias dos rios Orinoco e Negro,

e na Guiana), onde há uma maior variabilidade morfológica e molecular tanto nas plantas

selvagens como nas cultivadas (Duval et al. 2003). A var. bracteatus e a espécie A.

macrodontes são originárias do sul do continente americano (Paraguai e sul do Brasil) (Leal e

Coppens d’Eeckenbrugge 1996).

2.2.4- NÚMERO DE CROMOSSOMAS E TAMANHO DO

GENOMA

O número de cromossomas mais comum na subfamília Bromelioideae é 2n = 50,

(Cotias-de-Oliveira et al. 2000). Este é também o número de cromossomas mais comum nas

variedades e cultivares da espécie A. comosus, apesar de já terem sido identificados clones

tetraplóides na var. comosus e na var. ananassoides (Capinpin e Rotor 1937, Sharma e Ghosh

1971, Lin et al. 1987, Dujardin 1991, Cotias-de-Oliveira et al. 2000). A dimensão dos

cromossomas do ananaseiro varia entre 0.5 e 1.7 µm segundo Sharma e Ghosh (1971) e entre

0.67 e 0.89 µm segundo Cotias-de-Oliveira et al. (2000). No que se refere à dimensão do

genoma, Arumuganathan e Earle (1991) baseados em citometria de fluxo estimaram-na em

444Mpb para a var. bracteatus e 526Mpb para a var. comosus.

A espécie A. macrodontes é tetraplóide (2n = 100) (Lin et al. 1987). O facto de já ter

sido relatada a ocorrência de gâmetas não reduzidos em A. comosus (Collins 1960, Dujardin

1991), o facto de cruzamentos entre A. comosus e A. macrodontes produzirem alguns híbridos

tetraplóides férteis (Collins 1960) e a relação próxima entre estas duas espécies indicada pelos

dados moleculares, sugerem que a autopoliploidização da espécie A. comosus é uma forte

hipótese para a origem da espécie A. macrodontes (Duval et al. 2003).
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2.2.5- FLUXO GENÉTICO E PROPAGAÇÃO

Como referido anteriormente, dentro do género Ananas não há barreiras reprodutivas

nem intraespecíficas nem interespecíficas. A polinização é fundamentalmente cruzada e os

principais vectores de polinização natural são os beija-flores, enquanto as abelhas e formigas

têm um papel secundário. No entanto, uma vez que as sementes retêm a capacidade de

germinação durante apenas seis meses, germinam lentamente e/ou as novas plântulas

raramente sobrevivem em condições naturais, a propagação vegetativa é o modo mais comum

de multiplicação do ananaseiro no estado selvagem. Os estudos de diversidade genética em

populações naturais confirmam este facto (Coppens d’Eekenbrugge et al. 1997a). Na espécie

A. comosus a propagação vegetativa faz-se por rebentos no caule, no pedúnculo e na coroa do

fruto, e na espécie A. macrodontes por talos basais ou subterrâneos.

A espécie A. comosus possui um sistema de autoincompatibilidade gametófita com

uma reacção de autorejeição variável em intensidade. Esta é geralmente mais forte na

variedade cultivada comosus, provavelmente como resultado do processo de domesticação e

selecção de frutos sem sementes (Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1993). Mesmo quando não

se detecta qualquer depressão na formação ou germinação de sementes provindas de

autopolinização observam-se severas depressões devido à endogamia em estados mais

avançados de desenvolvimento das plantas, o que torna impossível qualquer programa de

desenvolvimento de linhas puras para além da primeira ou segunda geração obtida por

autopolinização (Collins 1960, Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1993, Coppens

d’Eeckenbrugge et al. 1997a, 1997b, Cabral et al. 2000). O A. macrodontes, pelo contrário, é

autocompatível e as descendências de autopolinizações são muito homogéneas, o que indica

que a espécie é altamente homozigótica e autogâmica (Collins 1960).
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Apesar de não haver publicações ou relatos de cruzamentos na natureza entre o género

Ananas e outros géneros e de ser difícil a obtenção de híbridos intergenéricos, mesmo por

polinização controlada, encontram-se referências a híbridos de plantas do género Ananas com

plantas de outros géneros como Aechmea, Cryptanthus e Neoreglia, obtidos com fins

ornamentais (Grant 1998; http://fcbs.org/articles/Bigenerics.htm).

2.2.6- DIVERSIDADE MOLECULAR

No ananaseiro têm sido desenvolvidos estudos de diversidade molecular com recurso a

várias técnicas: isoenzimas (Garcia 1988, Aradhya et al. 1994), RAPDs (Ruas et al. 2001),

AFLPs (Kato et al. 2004), RFLPs (Noyer 1991, Noyer et al. 1997, Duval et al. 2001) e

cpDNA PCR-RFLPs, fragmentos de DNA cloroplastídico amplificados e cortados com

endonucleases (Duval et al. 2003). Todos estes trabalhos suportam uma separação clara entre

A. comosus e A. macrodontes, apesar do nível baixo de diferenciação genética, e todos

indicam a existência de fluxo genético tanto entre estas duas espécies como entre as cinco

variedades botânicas da espécie A. comosus. Outras observações consistentes são, por um

lado, uma maior variação genética dentro da variedade selvagem geograficamente mais

dispersa e mais comum - var. ananassoides - do que dentro das outras variedades, e, por outro

lado, uma forte proximidade genética entre esta variedade (ananassoides) e as outras

variedades, particularmente as cultivadas (comosus, erectifolius e bracteatus), o que sugere

estar a var. ananassoides na origem do processo de domesticação das variedades cultivadas.

Para além disso, por exemplo, a existência na Guiana Francesa de clones morfologicamente

situados entre a var. comosus e a var. ananassoides, provavelmente híbridos espontâneos,

http://fcbs.org/articles/Bigenerics.htm).
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com haplótipos presentes nestas duas variedades (Duval et al. 2001) sugere uma recente

domesticação e uma introgressão contínua.

 De acordo com os dados de análises por isoenzimas e RFLPs a variedade comosus

revelou-se muito homogénea e a diversidade genética intracultivar revelou-se muito baixa

independentemente do local de recolha dos diferentes clones, o que sugere uma origem única

para as diferentes cultivares seguida de selecção clonal de mutantes com fenótipos com

interesse agronómico. No entanto, a técnica de marcadores AFLP mostrou uma média de 20%

de polimorfismos dentro da cv Smoth Cayenne, sugerindo alterações no genoma mais

profundas do que as que seriam provocadas por selecção clonal (Kato et al. 2004). A

instabilidade genómica provocada por transposição e a fertilização por cruzamento devido à

autoincompatibilidade foram as causas prováveis apontadas pelos autores para a variação

genética intracultivar. No que diz respeito à var. erectifolius, os dados de análises RFLP

obtidos por Duval et al. (2001) indicam eventos de domesticação múltiplos, envolvendo

processos de selecção convergente para folhas lisas (sem espinhos) e fibrosas a partir de

diferentes genótipos. Quanto à var. bracteatus, todos os dados de análises de diversidade

molecular indicam ser relativamente uniforme, melhor diferenciada das outras variedades e

ter mais afinidade com a espécie A. macrodontes. Para além disso, Duval et al. (2003)

sugerem que os dados que obtiveram de variação de DNA cloroplastídico, juntamente com

outros dados genómicos de diversidade molecular publicados, apontam para uma origem

híbrida da var. bracteatus.
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2.2.7- MELHORAMENTO

Há mais de um século que a hibridação e a selecção clonal, envolvendo principalmente

cultivares de elite, têm sido utilizadas no melhoramento do ananaseiro. No entanto, a natureza

heterozigótica das cultivares de ananaseiro e a consequente forte segregação e recombinação

têm limitado o sucesso na obtenção de híbridos melhorados. Até recentemente a selecção

rigorosa entre milhões de plântulas resultou em cultivares de apenas qualidade mediana ou de

importância local, tendo a produção mundial de ananás sido dominada por apenas uma

cultivar - “Smooth Cayenne” (Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1997a). Esta situação evoluiu

no final da década de 90 com o sucesso comercial da cultivar MD-2 também conhecida por

“Golden Ripe”, um novo híbrido que alterou o mercado mundial de ananás fresco e estimulou

o interesse no desenvolvimento de novas cultivares (Loeillet 2003, Pineapple Working Group

2004).

Entre os objectivos dos programas de melhoramento está a introgressão de resistências

a doenças como por exemplo as causadas pelos fungos Phytophtora e Fusarium, a prevenção

de disfunções fisiológicas como o escurecimento interno (“internal browning”) também

conhecido por “blackheart” e o controle de características especificas como a floração natural

precoce, em cultivares de elite. Para evitar a aleatoridade da segregação e recombinação, a

engenharia genética é uma estratégia promissora uma vez que permite a transferência de

apenas um gene, ou alguns genes, sem alterar substancialmente o genoma inicial. Para o

ananaseiro foram já estabelecidos procedimentos de transformação genética, tanto por

transferência com microprojécteis (Sripaoraya et al. 2001) como com Agrobacterium

(Espinosa et al. 2002), e procedimentos de regeneração e propagação in vitro (Escalona et al.

1999, Firoozabady e Gutterson, 2003, Sripaoraya et al. 2003). Foram obtidos clones de

ananaseiro geneticamente transformados com expressão reduzida de polifenol oxidase (PPO),
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envolvida no escurecimento interno (“blackheart”) (Stewart et al. 2001) e com expressão

reduzida de ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) sintetase, envolvida na floração

natural do ananaseiro (Botella 2005a). Apesar dos primeiros ensaios serem promissores para

alguns clones transformados, ainda decorrem ensaios de campo para a qualidade dos frutos e

performance agronómica que possibilitarão confirmar ou não o controlo do escurecimento

interno e da floração natural em clones com interesse comercial (Smith et al. 2005). Foram

também obtidos clones de ananaseiro geneticamente transformados que expressam o gene de

um inibidor de protease de cisteína (PI) e o gene bar de resistência a bialafos (Rohrbach et al.

2000, Sripaoraya et al. 2001, Sipes 2003. Botella e Fairbairn 2005). Os inibidores de

proteases de cisteína inibem a produção de enzimas digestivas dos nemátodos e, afectando a

sua alimentação, reduzem a população dos mesmos (Urwin et al. 2000). No entanto, os

ensaios de campo mostraram que as plantas transformadas que expressam esse gene crescem

pior que as plantas não transformadas (Sipes 2003). Pelo contrário, o gene bar mostrou-se

estável na sua expressão e sem interferir no crescimento das plantas transformadas, nem na

produção ou na qualidade do fruto (Sripaoraya 2005).

2.2.8- RECURSOS GENÉTICOS E GENÓMICOS

As colecções de germoplasma de ananaseiro com maior diversidade genética são

mantidas na Martinica pelo CIRAD, no Havai pelo “U.S. Pacific Basin Agricultural Research

Center”, e no Brasil pelo EMBRAPA/CENARGEN em Brasília e pelo EMBRAPA/CNPMF

em Cruz das Almas. Há também colecções importantes mantidas por outros países produtores

(p.e. Malásia, Austrália, Cuba e Japão) e por companhias privadas (Coppens d’Eeckenbrugge

e Duval 1999). Para melhor gestão dos recursos genéticos, o CIRAD criou o TropGENE-DB
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(http://tropgenedb.cirad.fr), um sistema de informação de culturas tropicais que brevemente

incluirá o ananás.

Na área da genómica estrutural, para o ananaseiro foi isolada e caracterizada uma

sequência tipo retrotransposão (“retroposon-like sequence”) repetidamente integrada no

genoma em sequências múltiplas variadas e potencialmente capazes de transposar (Thomson

et al. 1998) e está em curso a construção de um mapa genético de referência (Carlier et al.

2004, Carlier e Leitão 2006). No entanto, não foram ainda publicados trabalhos direccionados

para o mapeamento físico ou para a sequenciação total do seu genoma nem é do

conhecimento público a existência de qualquer grupo ou consórcio que tenha estes objectivos.

No que diz respeito a estudos na área da genómica funcional nesta espécie, são poucos

os trabalhos publicados mas o esforço científico neste campo nos últimos anos leva a prever

que o seu número aumente rapidamente. Até agora foram clonados e caracterizados

funcionalmente genes que codificam: uma ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato)

sintetase; uma ACC oxidase (Cazzonelli et al. 1998), uma malato desidrogenase (Cuevas e

Podestá 2000), uma ananaína (Carter et al. 2000), uma Cu/Zn-superóxido dismutase (Lin et

al. 2000), duas polifenol oxidases (Stewart et al. 2001) e dois tipos de inibidores de protease

de cisteína (Sawano et al. 2002, Shyu et al. 2004). Para além disso, foi obtido um grande

número de sequências ESTs em estudos recentes sobre genes envolvidos no desenvolvimento

das raízes (Neuteboom et al. 2002) e do fruto (Moyle et al. 2005a). Na sequência destes

trabalhos foram construídos “microarrays” contendo 10000 clones EST das bibliotecas da raiz

e do fruto, os quais estão a ser utilizados para estudar as mudanças de expressão génica que

ocorrem durante o amadurecimento do fruto e durante formação de inchaços na raiz

provocados pela infecção com nemátodos (Botella 2005b). Foi também desenvolvida a base

de dados PineappleDB que disponibiliza à comunidade científica dados anotados de ESTs de

clones de cDNA isolados do fruto, da raiz e de inchaços na raiz provocados por infecção com
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nemátodos (Moyle et al. 2005b). A PineappleDB tem actualmente mais de 5600 ESTs, e

disponibiliza informação sobre os clones e “contigs”, incluindo: a sequência, a identificação

da sequência, uma ligação ao homólogo mais próximo da base de dados “nr” do “National

Center for Biotechnology Information” (NCBI) e o respectivo comprimento e percentagem de

identidade, uma ligação ao homólogo mais próximo na Arabidopsis, classificações funcionais,

ligações a todos os clones EST agrupados no mesmo “contig” e distribuição dos ESTs pelas

bibliotecas de cada tipo de tecido de origem (“fruit, green mature fruit, yellow ripe fruit, root,

root tips, root 1-4 days, root 5-10 days). O acesso a esta base de dados faz-se via

http://www.pgel.com.au, estando os ESTs também disponíveis na base de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Numa pesquisa de dados genómicos de ananaseiro no NCBI encontram-se 7

sequências de DNA cloroplastídico da var. ananassoides (4 delas registadas em A. nanus

segundo a classificação taxonómica anterior), 50 loci microssatélites da var. bracteatus e

5722 ESTs da var. comosus, a maior parte dos quais do trabalho de Moyle et al. (2005a,b).

Encontram-se também 10 sequências obtidas neste trabalho a partir de marcadores mapeados,

com a particularidade de uma delas incluir um microssatélite.

No laboratório do CIRAD-BIOTROP em Montpellier, França, e no “Biotechnology

Research Institute of Universiti Malaysia Sabah” foram identificados, respectivamente, 119 e

83 loci microssatélites em ananaseiro (Coppens d’Eeckenbrugge 2002, Kinsuat e Kumar

2005) que, apesar de não estarem publicados nem disponíveis nas bases de dados, poderão

eventualmente ser utilizados em programas de cooperação com outros laboratórios. Por outro

lado, foram identificados 22 loci microssatélites em outras espécies da família do ananaseiro

(Bromeliaceae) mas pertencentes às outras duas subfamílias (Pitcairnioideae e

Tillandsioideae): 7 loci em Pitcairnia geyskesii (Sarthou et al. 2003) e 15 loci em Tillandsia

fasciculata e Guzmania monostachya (Boneh et al. 2003). Estes microssatélites poderão ser

http://www.pgel.com.au,
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úteis para o mapeamento genético do ananaseiro e para a análise comparativa dos genomas de

toda a família Bromeliaceae, se as regiões adjacentes aos mesmos forem conservadas.

2.3- IMPORTÂNCIA DO MAPEAMENTO GENÉTICO NO

ANANASEIRO

A elevada similaridade genética entre as variedades da espécie A. comosus assim

como a possibilidade de cruzamentos com o A. macrodontes, a outra espécie do género, leva-

nos a antecipar uma forte similaridade entre os seus genomas. Logo, a construção de um mapa

genético em qualquer variedade da espécie A. comosus poderá constituir o ponto de partida

para a construção de um mapa integrado do género Ananas. Tal mapa, por um lado, abriria

caminho ao estudo genómico estrutural de toda a família taxonómica Bromeliaceae, e por

outro lado, facilitaria a identificação de marcadores estreitamente ligados a características de

interesse, os quais podem ser utilizados na selecção assistida por marcadores moleculares

(SAM), assim como no isolamento de genes por clonagem baseada no mapeamento (CBM).

A importância que a selecção assistida por marcadores moleculares pode ter no melhoramento

do ananaseiro é evidenciada pelos longos períodos de tempo que os métodos clássicos

implicam também nesta espécie. Por exemplo, no “Malaysian Agricultural Research and

Development Institute” (MARDI) foram necessários 12 anos de melhoramento clássico desde

o primeiro cruzamento até à obtenção de um clone comercial (Chan 2005). Por outro lado, a

transferência de genes de interesse por engenharia genética pode ser particularmente útil no

desenvolvimento de variedades melhoradas de ananaseiro, particularmente devido: (1) à

dificuldade de aplicação das estratégias tradicionais de melhoramento nesta cultura, como o
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prova o seu pouco sucesso até à actualidade, e (2) ao baixo nível de diversidade molecular

entre as variedades desta espécie (Botella e Fairbain 2005).

A necessidade de desenvolvimento de novas variedades é premente dado o facto da

produção mundial de ananás ser praticamente monovarietal, dominada pela cultivar Smooth

Cayenne, e de apenas um pequeno número de outras cultivares, Queen, Red Spanish,

Pernambuco ou Abacaxi, Motilona ou Perolera e mais recentemente o híbrido MD-2 ou

Golden Ripe, terem importância comercial (Coppens d’Eeckenbrugge et al. 1997a, Nakasone

e Paull 1998, Loeillet 2003, Pineapple Working Group 2004). Por outro lado, o facto do

ananás ser maioritariamente produzido em monocultura em plantações relativamente grandes

e com métodos de cultivo mais ou menos padronizados faz com que as doenças que afectam o

ananaseiro, a maioria das quais estabelecidas no mundo inteiro e algumas confinadas a

determinadas regiões, possam provocar grandes danos na produção (Nakasone e Paull 1998,

Rohrbach e Schmitt 2003), o que também evidencia a necessidade de desenvolvimento de

novas variedades, em particular variedades resistentes às doenças que mais afectam a cultura.

De facto, apesar do esforço científico dos últimos anos com o objectivo de minimizar ou

eliminar os efeitos negativos de doenças como: (1) as causadas pelos nemátodos Meloidogyne

javanica e M. Incognita, (2) as causadas pelas cochonilhas Dysmicoccus brevipes e D.

neobrevipes associadas aos vírus “Pineapple mealybug wilt-associated virus-1” (PMWaV-1) e

“virus-2” (PMWaV-2) e a várias espécies de formigas p.e. Pheidole megacephala,

Iridomyrmex humills e Solenopsis geminata ou (3) a fusariose, causada pelo fungo Fusarium

subglutinans, estas são ainda apontadas como uns dos principais problemas a resolver em

futuros trabalhos de investigação (Sether et al. 2005, Matos et al. 2005, Petty et al. 2005,

Sipes 2005, Galvão et al. 2005). Outras áreas de investigação também apontadas como

importantes são a manutenção da qualidade do fruto durante o período de armazenamento,

principalmente o controlo do escurecimento interno causado pelo frio, e a inibição da floração
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natural, permitindo a sua sincronização tal como a do crescimento do fruto e da colheita (Lin

et al. 2005, Rebolledo-Martinez et al. 2005, Trusov et al. 2005, Wijeratnam et al. 2005,

Siriphanich e Chanjirakul 2005).
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3- MATERIAIS E MÉTODOS

3.1- MATERIAL VEGETAL

Neste trabalho foram utilizadas duas populações de mapeamento: uma F1 e uma F2. A

população F1 consiste em 46 plantas híbridas obtidas de um cruzamento entre o A. comosus

var. comosus (L.) Merrill, cv. Rondon - clone BR 50 (progenitor fêmea) e Ananas comosus

var. bracteatus (Lindley) Schultes, cv. Branco do mato - clone BR 20 (progenitor macho). A

população F2 consiste em 142  plantas obtidas por autopolinização de uma das plantas da

população F1 (planta n.º 5). O fruto ananás geralmente cultivado e comercializado

corresponde à variedade botânica comosus, caracterizada por ter um fruto comestível grande.

A var. bracteatus, cultivada como cerca viva e com fins ornamentais, é caracterizada por ter

um fruto de tamanho médio com longas brácteas. Os cruzamentos e o crescimento das plantas

realizaram-se no CIRAD-FLHOR na Martinica e as análises moleculares para mapeamento

genético no Laboratório de Genética e Melhoramento de Plantas (LGMP) da Universidade do

Algarve. A transferência de material vegetal da Martinica para Portugal fez-se via correio,

tendo o LGMP recebido folhas dos progenitores e das duas descendências embrulhadas em

papel e acondicionadas em caixas de cartão.

3.2- EXTRACÇÃO DE DNA

As folhas foram lavadas com água corrente e detergente (Teepol), imersas em água

destilada e enxugadas com toalhetes de papel. Aproximadamente 1.5 g de material foliar foi
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homogeneizado num almofariz com azoto líquido e o pó fino obtido ressuspenso em 3 mL de

tampão A [200 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM de EDTA, 250 mM de NaCl, 1% (p/v) de

“sodium dodecyl sulfate” (SDS) e 2% (p/v) “polyvinylpyrrolidone” (PVP)]. Esta mistura foi

então incubada a 65 ºC durante 15 mins e em seguida tratada com RNase A (40 µg/mL)

durante 30 mins a 37 ºC. Depois, o DNA genómico total foi purificado por extracções

sucessivas: uma com fenol, outra com fenol : clorofórmio : álcool isoamílico (25:24:1) e uma

final com clorofórmio : álcool isoamílico (24:1), tal como descritas por Sambrook et al.

(1989).

3.3- MARCADORES ANALISADOS

Para a construção do mapa foram utilizados: um marcador morfológico, isoenzimas e

os marcadores - DNA “Random Amplified Polymorphic DNA” - RAPD (Williams et al.

1990), “Amplified Fragment length Polymorphism” - AFLP (Vos et al. 1995) e “Inter Simple

Sequence Repeat” - ISSR (Zietkiewicz et al. 1994).

3.3.1- MARCADOR MORFOLÓGICO

O marcador morfológico analisado denomina-se “piping”. A sua expressão fenotípica

é determinada pelo alelo dominante do gene P e caracteriza-se pelo enrolamento de uma

prega de tecido da margem da folha que suprime os espinhos da mesma (Cabral et al. 1997,

Leal e Coppens d’Eeckenbrugge 1996). A sua análise efectuou-se pela simples observação

visual do fenótipo das (folhas) plantas.
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3.3.2- ANÁLISES ISOENZIMÁTICAS

Extractos de folhas dos progenitores e das 46 plantas da população F1 foram

analisados para as isoenzimas Fosfo-Gluco-Mutases (PGM) e Malato-Desidrogenases

(MDH), de acordo com os procedimentos descritos por Lebrun e Chevalier (1988).

As folhas foram lavadas como descrito na extracção de DNA. Aproximadamente 0.5g

de material foliar foi homogeneizado num almofariz com azoto líquido e o pó fino obtido

ressuspenso em 1 mL de tampão B [200 mM de Tris-HCl (pH 7.2), 20 mM de “cystein”,

0.2% de Triton X-100, 5 mM de “Dithiotreitol” (DTT), 1 mM de

“PhenylMethylSulfonylFluoride” (PMSF) e 2% (w/v) de “polyvinylpyrrolidone” (PVP)]. Esta

mistura foi centrifugada a 13000 rpm durante 20 mins a 4 ºC e os sobrenadantes

imediatamente submetidos a electroforese em gel de amido.

Utilizaram-se géis de amido a 13% e como electrólito o tampão Tris-Citrato pH 7.0

(TC7) contendo 135 mM de Tris e 43 mM de ácido cítrico. Para preparar um gel dissolveram-

se 57.2g de amido de batata hidrolisado (USB Corporation, Cleveland, OH USA) em 440 mL

de TC7 : água destilada na razão de 1:15, cozeu-se o amido desta solução a 280 ºC durante 20

mins sob agitação magnética, e fez-se uma desgasificação por vácuo.

Depois de ligeiramente arrefecido (até aproximadamente 60 ºC) verteu-se o gel na tina

de electroforese e deixou-se arrefecer à temperatura ambiente. Imediatamente antes se de

proceder à electroforese, o gel foi arrefecido durante 30 mins num frigorífico a 4 ºC, e em

seguida colocou-se em cada poço 5 µL de solução de azul de bromofenol (30% de glicerol e

0,25% de azul de bromofenol) e um pequeno quadrado (8 mm x 8 mm) de papel 3 MM

(Whatman, Maidstone, England) embebido com o extracto de uma amostra.

O aparelho de electroforese foi montado dentro de um frigorífico a 4 ºC com uma

placa de vidro arrefecido sobre o gel, e sobre esta um acumulador térmico congelado. A
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tensão aplicada foi de 100 V durante os primeiros 30 mins e de 180 V durante as restantes 5 h

30 mins.

Terminada a electroforese, os géis foram cortados em fatias longitudinais com 1mm de

altura, sendo estas imediatamente imersas em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 8.5) em caixas

acrílicas individuais. Em seguida, o tampão de cada caixa foi substituído pela solução de

revelação de um sistema isoenzimático, preparada imediatamente antes de ser utilizada. A

composição das soluções de revelação dos sistemas isoenzimáticos analisados está resumida

na tabela 6. A revelação fez-se numa estufa a 37 ºC durante pelo menos 20 mins e as fatias de

gel, depois de lavadas com água corrente e fixadas com ácido acético a 13%, foram analisadas

e fotografadas.

Tabela 6. Soluções de revelação dos sistemas isoenzimáticos analisados.
Sistema Componentes Quantidade

Fosfo-Gluco-Mutases (PGM)

Glucose-1-fosfato
MgCl2 (1 M)
NADP (5 mg/mL)
PMS (1 mg/mL)
NBT (50 mg/mL)
Tris-HCl pH 8.5 (0.5 M)
G6PDH
Agar (solução de 2%)

0.1 g
0.4 mL

2 mL
1 mL

200 µL
20.8 mL

25 µL
25 mL

Malato-Desidrogenases (MDH)

Na Malato pH 7.0 (1 M)
NAD (10 mg/mL)
PMS (1 mg/mL)
NBT (50 mg/mL)
Tris-HCl pH 8.5 (0.5 M)
H2O destilada

5 mL
1 mL
1 mL

200 µL
5 mL

37.8 mL

3.3.3- ANÁLISES RAPD

Os marcadores RAPD foram amplificados com “primers” de 10 nucleótidos

comercializados pela Operon Technologies (Alameda, CA, USA).
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Os “primers” que revelaram bandas polimórficas entre os progenitores foram

posteriormente testados numa amostra aleatória de 6 plantas da população F1. Desta forma,

para marcadores presentes num progenitor no estado heterozigótico e ausentes no outro

progenitor (marcadores polimórficos heterozigóticos) cuja razão de segregação esperada na

população F1 é de 1:1, a probabilidade das 6 plantas amostradas terem o mesmo genótipo é

2(0.5)6 = 0.03125, pelo que marcadores polimórficos nos progenitores e presentes nas 6

plantas testadas foram assumidos como estando no estado homozigótico, i.e. a não segregar

na população F1, não sendo por isso analisados nas restantes 40 plantas desta população.

Inversamente, assumiu-se a ausência destes marcadores em pelo menos uma das 6 plantas

testadas como indicação de heterozigocidade no locus do marcador, procedendo-se à sua

análise nas restantes 40 plantas da população F1. Na população F2 foram utilizados

maioritariamente “primers” que amplificam marcadores: (1) que fazem parte dos mapas

construídos com base na população F1, e (2) que estão presentes na planta F1 autopolinizada

para gerar a população F2. Foram também analisados seis novos “primers” que não tinham

sido utilizados na população F1. A tabela 7 mostra os “primers” RAPD analisados nas

populações de mapeamento F1 e F2.

Tabela 7. “Primers” RAPD analisados.
OPA02*+ OPC05*+ OPE04* OPH13* OPL12*+ OPN11*+ OPQ04* OPU09+

OPA03*+ OPC06* OPE06* OPH17* OPL15*+ OPN14* OPQ18*+ OPU10+

OPA04* OPC08* OPE12*+ OPH18* OPM03* OPN15*+ OPR04* OPU12+

OPA18* OPC09*+ OPE16* OPK04*+ OPM06*+ OPO02* OPR10* OPU16+

OPAA04* OPC15* OPF01* OPK08* OPM10*+ OPO07* OPR12* OPU18+

OPAB09*+ OPC18* OPH02* OPK10* OPM12*+ OPO09* OPR13*+ OPZ04*
OPAC07*+ OPC19*+ OPH04* OPK16* OPM16* OPO18*+ OPR15*+

OPB07* OPD03* OPH05* OPL01* OPN04*+ OPP03*+ OPT07*
OPB11* OPD15*+ OPH07* OPL03*+ OPN06* OPP11*+ OPT08*
OPB15*+ OPE03*+ OPH08*+ OPL04* OPN09* OPQ01* OPU06+

* “Primers” analisados na população F1.
+ “Primers” analisados na população F2.
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As amplificações RAPD fizeram-se num termociclador T-GRADIANT (Biometra,

Göttingen, Germany) nas condições descritas na tabela 8. Depois da amplificação adicionou-

se 3.75 µL de solução de azul de bromofenol a cada reacção e os produtos de amplificação

foram separados por electroforese em gel de agarose a 2% durante cerca de 3 h a 100 v. Como

tampão de gel e de electroforese foi utilizado 0.5xTBE (45 mM de Tris-Borate e 1 mM de

EDTA).

Para revelação dos produtos amplificados os géis foram submersos em brometo de

etídio e, após lavagem com água destilada durante 30 mins, foram fotografados e visualizados

sob luz UV com um sistema Kodak EDAS 120. A imagem foi processada com o programa de

computador 1D Image Analysis Software v. 2.0.1 (Eastman Kodak, Scientific Imaging

Systems, New Haven, US).

Tabela 8. Condições de amplificação dos marcadores RAPD.
Mistura reactiva

Componentes Quantidade
DNA genómico
10x “Taq buffer” (100 mM de Tris-HCl (pH 9.0), 500 mM de KCl e 15 mM de MgCl2)

Cada nucleótido (dATP, dGTP, dCTP e dTTP)
“Primer”
Taq DNA polymerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

15 ng
1.5 µL

150 µM
0.4 µM

0.6 U
Volume total 15 µL

Programa
Número de ciclos Temperatura1   ( ºC ) Tempo
1 94 1.5 mins

35
94
36
72

30 s
30 s

1 min
1 72 10 mins
1 A variação de temperatura foi de 0.6 ºC/s.
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3.3.4- ANÁLISES AFLP

As análises de marcadores AFLP foram efectuadas utilizando o kit “AFLPTM Analysis

System I” (Invitrogen, Paisley, UK) de acordo com as instruções do fabricante.

Tendo em conta o número relativamente alto de polimorfismos entre os progenitores

revelado pela técnica RAPD e o elevado “multiplex ratio” esperado na técnica AFLP, as

analises de marcadores AFLP realizaram-se directamente em toda a população F1. Quanto à

população F2, foram analisadas maioritariamente combinações de “primers” AFLP que

amplificam marcadores (1) que fazem parte dos mapas construídos com base na população

F1, e (2) que estão presentes na planta F1 autopolinizada para gerar a população F2. Foi ainda

analisada na população F2 uma combinação de “primers” que não foi previamente analisada

na população F1. Na tabela 9 estão discriminadas as combinações de “primers” AFLP

utilizadas e o número de código atribuído a cada uma.

O DNA genómico foi digerido com as endonucleases EcoRI e MseI. A reacção fez-se

durante 2 h a 37 ºC num volume de 12.5 µL com 125 ng de DNA genómico, 1.25 U de cada

endonuclease, 10 mM de Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM de acetato de magnésio e 50 mM de

acetato de potássio. Após a reacção as endonucleases foram inactivadas por incubação a 70 ºC

durante 15 mins.

Aos fragmentos obtidos da restrição de DNA genómico ligaram-se os adaptadores

EcoRI e MseI (tabela 10). Para tal, juntou-se aos 12.5 µL da solução de restrição igual volume

de solução contendo 2.5 pMol de adaptador EcoRI, 25 pMol de adaptador MseI, 0.5 U de T4

DNA ligase, 0.4 mM de ATP, 10 mM de Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM de Mg-acetato e 50 mM

de K-acetato, e incubou-se durante 2 h a 20 ºC.
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Tabela 9. Combinações de “primers” AFLP analisados e respectivo número de código.
MseI+3/EcoRI+3

AFLP primers
Nº de
código

MseI+3/EcoRI+3
AFLP primers

Nº de
código

MseI+3/EcoRI+3
AFLP primers

Nº de
código

M-CTA/E-AAG*+ 01 M-CAC/E-ACT*+ 18 M-CTA/E-AAC*+ 35
M-CAT/E-ACG*+ 02 M-CAT/E-ACT*+ 19 M-CAC/E-AAG* 36
M-CTC/E-ACG*+ 03 M-CAG/E-AAC* 20 M-CTA/E-ACA*+ 37
M-CTT/E-AGC*+ 04 M-CTC/E-ACT*+ 21 M-CAG/E-ACG*+ 38
M-CAA/E-ACC*+ 05 M-CTC/E-ACA*+ 22 M-CAG/E-ACA*+ 39
M-CAT/E-ACC*+ 06 M-CTC/E-AAC* 23 M-CAG/E-ACT*+ 40
M-CTT/E-ACC*+ 07 M-CAT/E-AAC*+ 24 M-CTT/E-ACT*+ 41
M-CTT/E-AGG*+ 08 M-CTA/E-ACT*+ 25 M-CTT/E-AAC*+ 42
M-CAC/E-ACC* 09 M-CTC/E-AAG*+ 26 M-CTT/E-ACA*+ 43
M-CTG/E-AAC*+ 10 M-CTG/E-AAG*+ 27 M-CTT/E-ACG* 44
M-CAG/E-AGC*+ 11 M-CAA/E-AAG*+ 28 M-CAA/E-ACT*+ 45
M-CAA/E-AAC* 12 M-CAT/E-AAG*+ 29 M-CTG/E-ACA* 46
M-CAG/E-ACC* 13 M-CTT/E-AAG* 30 M-CAG/E-AGG*+ 47
M-CTC/E-ACC*+ 14 M-CAC/E-AGG* 31 M-CTG/E-ACG* 48
M-CTG/E-ACT*+ 15 M-CAA/E-AGG*+ 32 M-CTA/E-AT+ 49
M-CTG/E-ACC* 16 M-CAT/E-AGG*+ 33
M-CTA/E-ACC*+ 17 M-CTA/E-ACG*+ 34

* Combinações de “primers” analisadas na população F1.
+ Combinações de “primers” analisadas na população F2.

Tabela 10. Adaptadores e “primers” utilizados nas análises AFLP.
“primers”/adaptadores Sequência
Adaptador EcoRI 5’-CTCGTAGACTGCGTACC

             CATCTGACGCATGGTTAA-5’
Adaptador MseI 5’-GACGATGAGTCCTGAG

               TACTCAGGACTCAT-5’
“primer” EcoRI+A 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’
“primer” MseI+C 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

Após a ligação dos adaptadores aos fragmentos de DNA obtidos pela digestão do

DNA genómico, a mistura reactiva da ligação de adaptadores (25 µL) foi diluída de 1:10,

adicionando-se 225 µL de TE (0.1) (10 mM de Tris-HCl, pH 8.0 e 0.1 mM de EDTA). Esta

diluição foi depois utilizada como amostra de DNA para uma primeira amplificação, a pré-

amplificação. Nesta foram utilizados dois “primers” AFLP, cada um com 1 nucleótido

selectivo na terminação 3’: “primer” EcoRI+A e “primer” MseI+C (tabela 10). As pré-
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amplificações foram realizadas segundo as condições descritas na tabela 11, num

termociclador T-GRADIANT (Biometra, Göttingen, Germany).

Tabela 11. Condições da pré-amplificação dos marcadores AFLP.
Mistura reactiva

Componentes Quantidade
Solução de DNA genómico (após restrição, ligação de adaptadores e diluição de 1:10)

10x “Taq buffer” (100 mM de Tris-HCl (pH 9.0), 500 mM de KCl e 15 mM de MgCl2)

Cada nucleótido (dATP, dGTP, dCTP e dTTP)
“primer” EcoRI+A
“primer” MseI+C
Taq DNA polymerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

2.5 µL
2.5 µL

200 µM
31.25 ng
31.25 ng

0.5 U
Volume total 25 µL

Programa
Número de ciclos Temperatura1   ( ºC ) Tempo

30
94
56
72

30 s
1 min
1 min

1 A variação de temperatura foi de 1 ºC/s.

Após a pré-amplificação a mistura reactiva (25 µL) foi dividida em três partes: (1)

para visualizar os produtos de amplificação submeteram-se 7 µL a electroforese durante 1 h a

100 v em géis de agarose a 1.5%, (2) depois de confirmada a presença de produtos de

amplificação no gel, 3 µL foram diluídos de 1:50 adicionando-se 147 µL de TE (0.1), e (3) o

restante foi guardado a –20 ºC.

Na amplificação final de marcadores AFLP, a amplificação selectiva, utilizaram-se

“primers” EcoRI marcados na extremidade 5’ com fosfato radioactivo [γ33P] para análise dos

produtos de amplificação por autoradiografia após electroforese em gel desnaturante de

poliacrilamida. Para 48 amostras (progenitores e população F1) marcaram-se 130.1 ng de

“primer” EcoRI. A marcação fez-se durante 1 h a 37 ºC num volume de 13 µL com 5.2 U de

T4 “polynucleotide kinase”, 2.6 µL de [γ33P]ATP a 370 MBq/mL (10 mCi/mL) (Amersham
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Biosciences, Uppsala, Sweden), 70 mM de Tris-HCl (pH 7.6), 1 mM de MgCl2, 50 mM de

KCl e 1 mM de 2-mercaptoethanol. Para a população F2 marcaram-se 390.3 ng de “primer”

EcoRI numa reacção de 39 µL de volume total.

Na amplificação selectiva utilizaram-se 2 “primers” AFLP, cada um com 2 ou 3

nucleótidos selectivos na terminação 3’: EcoRI+AN ou EcoRI+ANN e MseI+CN ou

MseI+CNN, sendo N qualquer um dos nucleótidos dATP, dGTP, dCTP ou dTTP. A

amplificação selectiva fez-se nas condições descritas na tabela 12, num termociclador T-

GRADIANT (Biometra, Göttingen, Germany).

Tabela 12. Condições da amplificação selectiva dos marcadores AFLP.
Mistura reactiva

Componentes Quantidade
Solução de DNA genómico (após pré-amplificação e diluição de 1:50)

10x “Taq buffer” (100 mM de Tris-HCl (pH 9.0), 500 mM de KCl e 15 mM de MgCl2)

Cada nucleótido (dATP, dGTP, dCTP e dTTP)
“primer” EcoRI+AN(N) marcado
“primer” MseI+CN(N)
Taq DNA polymerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

2.5 µL
1 µL

200 µM
2.5 ng

15.1 ng
0.25 U

Volume total 10 µL
Programa

Número de ciclos Temperatura1   ( ºC ) Tempo

1

94
65
72

30 s
30 s

1 min

12
94

Inicia-se a 65 ºC e decresce 0.7 ºC por ciclo
72

30 s
1 min
1 min

23
94
56
72

30 s
30 s

1 min
1 A variação de temperatura foi de 1 ºC/s.

Depois da amplificação juntou-se 10 µL de solução corada de formamida (98% de

formamida, 10 mM de EDTA, pH 8.0, 0.025% de azul de bromofenol e 0.025% de xileno

cianol) a cada reacção. Estas foram depois incubadas a 90 ºC durante 3 mins para
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desnaturação das cadeias de DNA e imediatamente a seguir colocadas em gelo. Em seguida os

produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida

desnaturante (6% de poliacrilamida, Long Ranger Gel Solution, Cambrex Bio Science,

Rockland inc., USA, e 7.5 M de ureia) durante cerca de 2 h 30 mins a 45 W. Utilizou-se como

tampão de gel e de electroforese 1xTBE  (90 mM de Tris-Borate e 2 mM de EDTA). Depois

da electroforese, os géis foram secos em papel 3 MM (Whatman, Maidstone, England) e as

autoradiografias foram obtidas em filmes HyperfilmTM MP (Amersham Biosciences, Uppsala,

Sweden) expostos durante 24 a 168 h, dependendo da intensidade do sinal radioactivo.

3.3.5- ANÁLISES ISSR

Os marcadores ISSR foram amplificados utilizando “primers” de 17 a 19 pb, com ou

sem nucleótidos aleatórios numa ou noutra extremidade (3’ ou 5’). Na tabela 13 estão

discriminadas as sequências dos “primers” ISSR utilizados e seu número identificativo.

Na construção dos mapas com a população F1 os marcadores ISSR foram marcados

com radioactividade, analisados em géis de poliacrilamida e revelados por autoradiografia. A

análise fez-se directamente nas 46 plantas desta população e as reacções de amplificação

realizaram-se num termociclador T-gradient (Biometra, Göttingen, Germany) nas condições

descritas na tabela 14 e 15.

Na construção dos mapas com a população F2, os marcadores ISSR foram analisados

em géis de agarose. Neste caso, a mistura reactiva foi semelhante à utilizada para os RAPDs

(tabela 8) e o termociclador assim como os ciclos de amplificação foram os descritos para a

análise de ISSRs na população F1 (tabela 15). Antes de analisados em toda a população F2, os

marcadores ISSR foram testados em duas fases: primeiro foram seleccionados “primers” que
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revelaram marcadores polimórficos entre os progenitores que se encontravam presentes na

planta F1 autopolinizada para gerar a população F2; em segundo, estes “primers” foram

analisados numa amostra aleatória de 5 plantas da população F2 para avaliação da intensidade

da banda e da inexistência de outros marcadores moleculares de tamanho semelhante (com

migração adjacente no gel de agarose) que dificultassem a análise.

Tabela 13. “Primers” ISSR analisados e respectivo número de código.
Primersa

(5’ a 3’)
Nº de
código

Primersa

(5’ a 3’)
Nº de
código

Primersa

(5’ a 3’)
Nº de
código

(CA)8ARG* 01 (GT)8YC+ 10 (CT)8RC+ 23
(CA)8ARY*+ 02 (AC)8YT+ 13 (TG)8RC+ 25
(GA)8YT*+ 03 (AG)8T+ 14 DBD(AC)7+ 28
(GA)8YC* 04 (AG)8C+ 15 VHV(GT)7+ 29
(GA)8AYC*+ 05 (GA)8T+ 17 HVH(TG)7+ 30
(AG)8GYT*+ 06 (GA)8C+ 18 (AG)8VC+ 31
(AG)8YC* 07 (GA)8A+ 19 CCC(GT)7+ 32
(AC)8YA* 08 (TC)8C+ 21
(AC)8YG*+ 09 (TC)8G+ 22

a R=A+G; Y=C+T; B=T+C+G; D=A+T+G; H=A+T+C; V = A+C+G.
* “Primers” analisados na população F1.
+ “Primers” analisados na população F2.

Tabela 14. Mistura reactiva para amplificação de ISSRs marcados com [γ33P].
Componentes Quantidade
DNA genómico
10x “Taq buffer” (100 mM de Tris-HCl (pH 9.0), 500 mM de KCl e 15 mM de MgCl2)

Cada nucleótido (dATP, dGTP, dCTP e dTTP)
“Primer”
Taq DNA polymerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)
[γ33P]dCTP 370 MBq/mL (10 mCi/mL) (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden)

10 ng
1 µL

300 µM
1 µM

1 U
0.05 µL

Volume total 10 µL
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Tabela 15. Ciclos de amplificação para os marcadores ISSR.
Programa

Número de ciclos Temperatura1   ( ºC ) Tempo
1 94 4 mins

40
94
52
72

30 s
45 s

2 mins
1 72 7 mins
1 A variação de temperatura foi de 1 ºC/s.

Na análise com a população F1, depois da amplificação adicionou-se 2.5 µL de

solução de azul de bromofenol a cada reacção, e os produtos amplificados foram separados

por electroforese em géis não desnaturantes de 6% de poliacrilamida (Long Ranger Gel

Solution, Cambrex Bio Science, Rockland inc., USA) durante cerca de 2 h 30 mins a 45 W.

Como tampão de gel e de electroforese utilizou-se 1xTBE. Depois da electroforese, os géis

foram secos e as autoradiografias obtidas como acima descrito para os marcadores AFLP.

Na análise efectuada com a população F2, os marcadores ISSR foram revelados em

géis de agarose. Depois da amplificação adicionou-se 3.75 µL de solução de azul de

bromofenol a cada reacção e os produtos de amplificação foram separados por electroforese

em gel de agarose de 2%, durante cerca de 3 h a 100 v. Utilizou-se 0.5xTBE como tampão de

gel e de electroforese. Após electroforese, os marcadores ISSR foram visualizados como atrás

descrito para os marcadores RAPD.

3.4- ANÁLISE DA SEGREGAÇÃO DOS MARCADORES

Os dados da segregação de marcadores foram registados numa matriz com códigos de

presença ou ausência de bandas para os marcadores dominantes (RAPDs, AFLPs, ISSRs e a
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característica morfológica “piping”) e códigos para heterozigóticos ou homozigóticos de um

e/ou de outro alelo no caso dos marcadores codominantes (isoenzimas), de acordo com a

nomenclatura utilizada pelo programa informático JoinMap 3.0 (Van Ooijen and Voorrips

2001). Para determinar a concordância da razão de segregação observada para cada marcador

com a razão de segregação mendeliana esperada (1:1, 3:1 ou 1:2:1), utilizou-se o teste

estatístico do qui quadrado (χ2).

3.5- CONSTRUÇÃO DOS MAPAS

A análise de ligamento para distribuição dos marcadores por grupos, para a ordenação

dos marcadores de cada grupo e para o cálculo das distâncias entre marcadores, foi efectuada

com o programa informático JoinMap 3.0 (Van Ooijen e Voorrips 2001). Este programa

utiliza um teste estatístico que não é afectado por marcadores com razão de segregação

afastada da esperada, permite a utilização de todos os tipos de populações de mapeamento e a

combinação de informação de diferentes populações para construir mapas integrados.

Utilizou-se a função de Kosambi (1944) para calcular distâncias genéticas em centimorgans

(cM) a partir de taxas de recombinação.

Na construção dos mapas com a população F1 utilizou-se um LOD mínimo de 4.0

para o agrupamento dos marcadores e um LOD mínimo de 1.0 para o ordenamento dos

marcadores de cada grupo. Para identificar possíveis homologias entre grupos dos mapas

independentes construídos para os dois progenitores foram utilizados os marcadores presentes

nos dois progenitores no estado heterozigótico (marcadores heterozigóticos monomórficos)

com segregação esperada de 3:1. A identificação de possíveis homologias fez-se apenas entre
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grupos com pelo menos 3 marcadores polimórficos heterozigóticos (com segregação 1:1) nos

dois mapas, uma restrição sugerida por Debener e Mattiesch (1999).

Na construção dos mapas com a população F2 o agrupamento dos marcadores fez-se

com valores limite de LOD entre 3.0 e 7.0, em intervalos de 0.5. Os grupos finais foram

estabelecidos de acordo com a estabilidade dos mesmos à medida que o LOD aumenta e

tendo em conta a informação dos mapas construídos com a população F1. Só foram

estabelecidos grupos de ligamento com LOD limite inferior a 4 quando a relação de ligamento

dos marcadores constantes nesses grupos se confirma nos mapas construídos anteriormente

com base na população F1. O ordenamento dos marcadores nos grupos fez-se com um LOD

mínimo limite de 1.0.

Para a integração dos mapas construídos com as duas populações (F1 e F2) os grupos

obtidos separadamente com ambas e com pelo menos 2 marcadores comuns foram

combinados utilizando a função “combine groups for map integration” do menu “join” do

JoinMap 3.0. Em seguida a ordem dos marcadores dos grupos combinados foi recalculada

com base nos dados de segregação desses marcadores nas duas populações para um LOD

mínimo de 1.0. Para os grupos calculados separadamente com as populações F1 e F2 com

apenas 1 marcador comum é possível apenas estabelecer uma ligação, não sendo possível a

integração e ordenação dos marcadores num só grupo de ligamento. Estes grupos foram

dispostos lado a lado com uma linha a ligar o marcador comum, e para efeitos de cálculo de

dimensão total do mapa tomou-se em consideração unicamente a dimensão do grupo maior.
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3.6- IDENTIFICAÇÃO DOS GRUPOS E DOS

MARCADORES

Os nomes dos grupos obtidos com base na População F1 começam com as letras Ab

ou Ac, respectivamente para a variedade bracteatus ou para a var. comosus, seguidas de um

número atribuído segundo a ordem decrescente da dimensão dos grupos na primeira versão

dos mapas publicada (Carlier et al. 2004). Os grupos obtidos com a População F2, depois de

divididos em 3 tipos (com marcadores dos dois progenitores, com marcadores só de um

progenitor e com marcadores só do outro progenitor) foram identificados por um número

atribuído segundo a ordem decrescente dos seus comprimentos. Os grupos que integram

marcadores mapeados com as duas populações estão identificados pela designação do grupo

F2 seguida da designação do(s) grupo(s) F1 integrado(s), p.e. 12_Ab4_Ac6 para o grupo 12

obtido com a população F2, integrado com os grupos Ab4 e Ac6 dos mapas obtidos com a

população F1.

Os marcadores RAPD estão identificados pela(s) letra(s) que identificam o “Kit” de

“primers”, seguidos do número de código do “primer” (de 01 a 20) e do tamanho estimado do

fragmento (pb), p.e. OPA03700 para o marcador de 700 pb gerado pelo “primer” 03 do “kit”

A da Operon Technologies Inc. (Alameda, CA, USA). Os marcadores AFLP e ISSR foram

identificados, respectivamente, pelas letras maiúsculas AFLP ou ISSR, dois dígitos

correspondentes a cada combinação de “primers” AFLP (Tabela 9) ou “primer” ISSR (Tabela

13), seguidos do tamanho estimado do fragmento, p.e. AFLP01200 para um marcador AFLP

de 200 pb gerado pela combinação de “primers” 01 e ISSR06300 para um marcador ISSR de

300 pb gerado pelo “primer” 06. Os marcadores que apresentam um pequeno desvio da

segregação  esperada (χ2
α=0.05 < χ2 ≤ χ2

α=0.01) estão identificados com um asterisco (*). Os que

têm um desvio mais acentuado (χ2 > χ2
α=0.01) estão identificados com dois asteriscos (**). Os
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marcadores analisados na população F2 que não foram analisados na população F1 (novos

marcadores) estão identificados com “n_” no início do nome do marcador. As letras Ab ou Ac

no fim do nome do marcador identificam a origem do mesmo, respectivamente, var.

bracteatus ou var. comosus, e as letras cb identificam os marcadores heterozigóticos

monomórficos entre os progenitores. O símbolo # identifica marcadores heterozigóticos

monomórficos entre os progenitores utilizados para estabelecer homologias: ligados nos dois

mapas (var. bracteatus e var. comosus) a pelo menos 3 marcadores heterozigóticos

polimórficos.

3.7- COMPRIMENTO E COBERTURA DO MAPA

O comprimento total do mapa foi calculado somando o comprimento (em cM) de

todos os grupos, aos quais foi adicionada a cada extremidade a distância média entre

marcadores, como sugerido por Marques et al. (1998).

A cobertura do mapa foi estimada como a fracção do comprimento total do mapa pelo

tamanho do genoma estimado segundo o método 3 de Chakravarti et al. (1991):

G = ( n x (n-1) x X ) / k

onde G é a estimativa do tamanho do genoma, n o número de marcadores, k o número

de pares de marcadores observado para LOD de agrupamento maior ou igual a Z e X é a

distância entre o par de marcadores com o maior valor de frequência de recombinação entre

os pares k.
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3.8- DISTRIBUIÇÃO DOS MARCADORES NO MAPA

Para estudar a distribuição dos marcadores no mapa fez-se o teste “Kolmogorov-

Smirnov one sample test” para uma distribuição normal (Sokal e Rohlf 1981), utilizando o

programa informático SPSS 13.0 (2004).

3.9- CLONAGEM E SEQUENCIAÇÃO DE

MARCADORES

Os marcadores a sequenciar foram amplificados e as respectivas bandas cortadas do

gel de agarose. Os fragmentos de DNA contidos nessas porções de gel foram purificados por

ligação a uma matriz de fibra de vidro e eluição em TE com o kit “GFX PCR DNA and gel

Band purification“ (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Uma alíquota do DNA

isolado foi analisado por electroforese em gel de agarose para confirmar a dimensão do

fragmento e estimar a quantidade de DNA purificado.

Para a clonagem dos fragmentos de DNA utilizou-se o “Topo TA cloning® Kit for

sequencing” (Invitrogen, Paisley, UK) e a transformação bacteriana fez-se por electroporação.

A mistura reactiva de ligação ao plasmídeo consistiu em 0.5 a 4µl do produto de PCR

(quantidade estimada de acordo com a intensidade da banda no gel de agarose), 50 mM de

NaCl, 2.5 mM de MgCl2 e 10 ng de vector pCR®4- Topo® (Invitrogen, Paisley, UK), num

volume final de 6µl.  A reacção fez-se durante 30 mins a 22.5 ºC.

Para a electroporação adicionou-se 2 µl da reacção de ligação a 50 µl de células

electrocompetentes TOP10 ElectrocompTM (Invitrogen, Paisley, UK) e misturou-se
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suavemente. Esta solução foi transferida cuidadosamente, evitando a formação de bolhas, para

uma cuvete de electroporação de 0.1 cm (Invitrogen, Paisley, UK) previamente arrefecida em

gelo e procedeu-se à electroporação de acordo com o manual do electroporador

(Electroporator II, Invitrogen, Paisley, UK). A tabela 16 resume as condições de

electroporação.

Tabela 16. Condições da electroporação bacteriana.
Condições do “Power supply” Condições do Electroporador
Voltagem:         1500 V
Corrente:           25 mA
Potência:           25 W

Capacidade:           50 µF
Resistência:           150 

“Pulse Length” (com cuvete de 0.1 cm)   =             7,5 ms
Campo de força nestas condições           =             15000 V/cm

Imediatamente depois da inserção do vector nas bactérias por electroporação

adicionou-se a estas 250µl de meio SOC à temperatura ambiente e foram transferidas para um

tubo de cultura bacteriana que foi colocado sob agitação orbital durante uma hora a 37°C para

permitir a expressão dos genes de resistência ao antibiótico antes da selecção via resistência

vs susceptibilidade ao mesmo.

Para a selecção de colónias transformadas plaquearam-se 10 a 50 µl da suspensão

bacteriana obtida no passo anterior em caixas de Petri contendo meio LB com antibiótico (75

µg/mL de ampicilina) e incubaram-se durante a noite a 37 ºC. Depois, recolheram-se colónias

transformadas e amplificou-se o DNA bacteriano por PCR (1) com os “primers” universais

M13 e (2) com os “primers” RAPD específicos para cada marcador, a fim de confirmar a

presença e a dimensão dos fragmentos clonados. Finalmente, para cada marcador foram

seleccionadas para sequenciação três colónias bacterianas cujo plasmídeo revelou por PCR ter

o “insert” de DNA de tamanho esperado.
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Para multiplicação dos plasmídeos contendo os marcadores de DNA, as respectivas

colónias bacterianas foram transferidas para 5 mL de meio LB líquido com antibiótico (75

µg/mL de ampicilina) e incubadas durante a noite a 37 ºC num agitador orbital. Na manhã

seguinte as culturas foram renovadas a partir de um inóculo de 10% da cultura anterior e

incubadas a 37 ºC num agitador orbital até atingirem uma densidade de 1 a 1.5 x 109

células/mL.

A purificação dos plasmídeos fez-se com o Kit “S.N.A.PTM Miniprep” (Invitrogen,

Paisley, UK). Após a purificação o DNA plasmídico foi analisado em gel de agarose com o

objectivo de se confirmar a presença das bandas correspondentes ao plasmídeo e a ausência

de bandas correspondentes a RNA. Depois fez-se a quantificação do DNA plasmídico por

espectofotometria UV.

A sequenciação dos marcadores foi encomendada à empresa Macrogene (Seoul,

Korea), e o marcador foi considerado sequenciado quando pelo menos duas das três

sequências eram iguais.

3.10- ANÁLISE DE SEQUÊNCIAS

A procura de similaridades entre os marcadores sequenciados e sequências de bases de

dados mundiais fez-se através da página da Internet do “National Center for Biotechnology

Information – NCBI” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com o programa Blastn (Altschul et al.

1997). Procuraram-se similaridades em duas bases de dados: (1) a generalizada “nr” para

sequências nucleotídicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/producttable.shtml#db) e, (2)

como sugerido por McGinnis e Madden (2004) para aumentar a eficiência da procura, numa

base de dados mais restrita, neste caso a “plant genomes mapped DNA sequences” do recurso
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de procura do NCBI orientado para plantas “Customized plant genome blast”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ Genome /PlantBlast.shtml?2).

Os marcadores para os quais foram encontradas sequências com “expect value”  10-8,

como sugerido por Schloss et al. (2002) e Jones et al. (2002b), foram seleccionados para

posterior avaliação. Com estes marcadores fez-se uma pesquisa com o programa Blastx

(Altschul et al. 1997) de procura de proteínas similares a partir da tradução de uma sequência

de nucleótidos. Esta pesquisa foi efectuada na base de dados generalizada “nr” de sequências

proteicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/producttable.shtml#db).
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4- RESULTADOS

4.1- MAPEAMENTO COM A POPULAÇÃO F1

4.1.1- MARCADORES ANALISADOS

Dos 2 sistemas de isoenzimas analisados, apenas o PGM foi útil para mapeamento.

Este sistema revelou 2 bandas (monomórficas) em cada progenitor com uma segregação na

população de mapeamento típica de 2 alelos do mesmo locus. Denominou-se este locus

Isoz_PGM. O sistema MDH revelou 5 bandas monomórficas em toda a população de

mapeamento (figura 1).

Figura 1. Zimogramas dos sistemas isoenzimáticos PGM (a) e MDH (b) de 10 plantas da
população F1 (1-10) e dos progenitores var. bracteatus (A) e var. comosus (B).

 1     2     3      4      5      6      7       8       9     10     A    B
(a)

(b)
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Dos 300 “primers” RAPD testados inicialmente nos progenitores, 70 (23.3%) (tabela

7) amplificaram 134 marcadores polimórficos heterozigóticos (83 da var. bracteatus e 51 da

var. comosus) e 9 marcadores monomórficos heterozigóticos apropriados para mapeamento

na população F1.

As 48 combinações de “primers” AFLP analisadas na população de mapeamento F1

(tabela 9) revelaram 492 marcadores polimórficos heterozigóticos (339 da var. bracteatus e

153 da var. comosus) e 46 marcadores monomórficos heterozigóticos.

Na população F1 os marcadores ISSR foram analisados em géis de poliacrilamida e

revelados por autoradiografia. Os nove “primers” ISSR analisados nesta população (tabela 13)

revelaram 49 marcadores polimórficos heterozigóticos (26 da var. bracteatus e 23 da var.

comosus) e 8 marcadores monomórficos heterozigóticos, cuja segregação foi possível

analisar.

Apesar do modo de hereditariedade dominante do tipo de marcadores-DNA utilizados

foi possível identificar 2 loci (1 RAPD e 1 AFLP) que apresentam dois alelos em segregação

codominante (figura 2).

O número de marcadores polimórficos heterozigóticos identificados na var. bracteatus

foi quase o dobro dos identificados na var. comosus, o que sugere um nível de

heterozigocidade mais elevado para a primeira. Uma estimativa com base em 150 marcadores

polimórficos revelou um nível de heterozigocidade de 93.8% para a var. bracteatus e de

62.9% para a var. comosus. Consequentemente a construção do mapa genético foi

praticamente duas vezes mais eficiente para a var. bracteatus do que para a var. comosus.

Uma maior eficiência na construção do mapa do progenitor com um nível de

heterozigocidade mais elevado foi também descrita por Lespinasse et al. (2000) na árvore-da-

borracha (Hevea spp.) e por Hurtado et al. (2002) em damasqueiro (Prunus armeniaca). Em

ambos os casos o progenitor mais heterozigótico era de origem híbrida. No que se refere à
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variedade mais heterozigótica utilizada neste trabalho, a var. bracteatus, os estudos de

diversidade molecular indicam que é a mais diferenciada das outras variedades e a que tem

mais afinidade com outra espécie do género Ananas (A. macrodontes), o que segundo Duval

et al. (2003) aponta para uma origem híbrida da var. bracteatus. O facto desta variedade

revelar mais marcadores específicos que não estão presentes no outro progenitor (var.

comosus) também contribuiu para uma maior eficiência na construção do seu mapa genético.

Figura 2. (a) Padrões de amplificação RAPD de 18 plantas da população F1 (1-18) e dos
progenitores var. bracteatus (A) e var. comosus (B), obtidos com o “primer” OPB15. M-
“escada” de marcadores padrão de 100 em 100 pb. (b) Marcadores AFLP em 32 plantas da
população F1 (1-32) e nos progenitores var. bracteatus (A) e var. comosus (B), obtidos com a
combinação de “primers” M-CTA/E-AAG. Tanto em (a) como em (b), as setas indicam pares
de marcadores cuja segregação em alternância sugere serem alelos do mesmo locus. N-
“escada” de marcadores padrão de 10 em 10 pb.

(a)

(b)
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Dos 448 marcadores de DNA polimórficos heterozigóticos da var. bracteatus, 34

(7.6%) evidenciaram uma razão de segregação muito desviada (χ2 > χ2
α=0.01) da razão de

segregação esperada para uma população F1 (1:1), e 37 (8.3%) apresentaram uma razão de

segregação com um desvio menos acentuado (χ2
α=0.05 < χ2 ≤ χ2

α=0.01). Dos 227 marcadores de

DNA polimórficos heterozigóticos da var. comosus, 15 (6.6%) evidenciaram uma razão de

segregação desviada da esperada com um χ2 > χ2
α=0.01, e 18 (7.9%) com χ2

α=0.05 < χ2 ≤

χ2
α=0.01. Quanto aos marcadores monomórficos heterozigóticos, apenas 3 marcadores de DNA

apresentaram uma razão de segregação desviada da esperada (3:1), e os três com χ2
α=0.05 < χ2

≤ χ2
α=0.01.

Devido ao acaso são esperados 5% de marcadores que apresentam uma segregação

cujo desvio da segregação esperada revela um valor de χ2 > χ2
α=0.05. Na população F1 a

proporção de marcadores com segregação desviada da esperada (χ2 > χ2
α=0.05) foi de 15.9%

para a var. bracteatus e 14.5% para a var. comosus. Estes valores estão entre os geralmente

estimados para outras espécies de plantas e podem ter como causas interacções alélicas “intra-

locus” ou “inter-loci” desfavoráveis ou o emparelhamento ectópico dos cromossomas na

meiose levando à formação de cromossomas aberrantes depois da recombinação e

consequentemente a distorções na segregação (Jenczewski et al. 1997).

O fenótipo “piping” apresentou na população F1 uma razão de segregação

concordante (χ2 = 0.4) com a razão de segregação mendeliana esperada de 1:1, o que

corrobora o modelo de hereditariedade monogénica proposto para esta característica. Collins e

Kerns (1946) mostraram que o tipo de margem da folha é controlado por dois genes (S e P),

tendo os seus resultados sido posteriormente corroborados por Cabral et al. (1997). Segundo

estes autores, o fenótipo “Spiny”, com espinhos ao longo de toda a folha, corresponde ao alelo

recessivo s. O fenótipo “spiny tip” característico da cultivar Smooth Cayenne, com espinhos

apenas na ponta da folha, corresponde à presença do alelo S, dominante sobre o alelo s.  O
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fenótipo “spineless”, as folhas lisas do A. comosus var. erectifolius (antes A. lucidus),

corresponde à presença do Se, um terceiro alelo que é dominante sobre os alelos S e s.  A

característica “piping”, enrolamento e fusão da margem da folha suprimindo os espinhos da

mesma, deve-se à presença do alelo dominante do gene P, o qual é epistático sobre o gene S.

4.1.2- MAPA DA VAR. BRACTEATUS

Testou-se o agrupamento dos marcadores para os valores limite de LOD 3.0, 4.0 e 5.0.

A utilização de um LOD mínimo de agrupamento de 3.0 permite reduzir significativamente o

número de marcadores não ligados. No entanto a incorporação desses marcadores no mapa é

acompanhada pela formação de grupos anormalmente grandes, cuja ordem de marcadores não

é possível determinar. Inversamente, um LOD mínimo de agrupamento de 5.0 faz aumentar

significativamente o número de marcadores não ligados. Por isso escolheu-se 4.0 como valor

limite de LOD de agrupamento. Com este valor foram encontradas relações de ligamento em

341 marcadores polimórficos heterozigóticos (62 RAPDs, 267 AFLPs e 12 ISSRs) e 22

marcadores monomórficos heterozigóticos (2 RAPDs, 18 AFLPs, 1 ISSR e o locus

Isoz_PGM), distribuídos em 51 grupos. Vinte e sete grupos de ligamento têm pelo menos 4

marcadores, seis grupos têm 3 marcadores e 18 são pares de marcadores (figura 3). Cento e

sete marcadores polimórficos heterozigóticos (23.9%) e 42 monomórficos heterozigóticos

(65.6%) não ficaram ligados.
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Figura 3. Mapa genético obtido com a população F1 para a var. bracteatus. Os números à
esquerda indicam a distância em cM ao topo do grupo. As letras Ab no fim do nome do
marcador identificam a origem do mesmo – var. bracteatus; as letras cb identificam os
marcadores heterozigóticos monomórficos entre os progenitores i.e. a segregar para ambos.
Os marcadores cuja segregação têm um desvio relativamente pouco afastado da segregação
esperada (χ2

α=0.05 < χ2 ≤ χ2
α=0.01) estão identificados com um asterisco (*), os marcadores com

segregação com um desvio mais acentuado (χ2 > χ2
α=0.01) estão identificados com dois

asteriscos (**). O símbolo # identifica um marcador a segregar para os dois progenitores que
permitiu identificar uma possível homologia entre um grupo do mapa da var. bracteatus e um
grupo do mapa da var. comosus. O símbolo «s» indica marcadores que foram sequenciados.
Os nomes dos grupos começam com as letras Ab, seguidas de um número atribuído segundo a
ordem decrescente da dimensão dos grupos na primeira versão dos mapas publicada (Carlier
et al. 2004).

4.1.3- MAPA DA VAR. COMOSUS

Por razões de análise e comparação dos mapas obtidos para os dois progenitores o

agrupamento dos marcadores da var. comosus fez-se, com o valor de LOD de agrupamento

mínimo igual ao escolhido para a var. bracteatus (4.0). Com este valor, foram encontradas

relações de ligamento em 140 marcadores polimórficos heterozigóticos (31 RAPDs, 101

AFLPs, 7 ISSRs e o marcador morfológico “piping”) e 22 marcadores monomórficos

heterozigóticos (4 RAPDs, 17 AFLPs e 1 ISSR), os quais ficaram distribuídos em 31 grupos.

Vinte grupos têm pelo menos 4 marcadores, três grupos têm 3 marcadores e 8 grupos são

pares de marcadores (Figura 4). Oitenta e oito marcadores polimórficos heterozigóticos

(38.6%) e 42 monomórficos heterozigóticos (65.6%), incluindo o marcador Isoz_PGM, não

ficaram ligados. Baixando o LOD de agrupamento para 2.5 é possível estabelecer ligamento

entre o locus Isoz_PGM e o grupo Ac9, no entanto, devido ao fraco suporte estatístico desta

ligação não é possível determinar a sua posição no grupo.
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Figura 4. Mapa genético obtido com a população F1 para a var. comosus. Os números à
esquerda indicam a distância em cM ao topo do grupo. As letras Ac no fim do nome do
marcador identificam a origem do mesmo - var. comosus; as letras cb identificam os
marcadores heterozigóticos monomórficos entre os progenitores. Os marcadores com
segregação desviada da esperada com χ2

α=0.05 < χ2 ≤ χ2
α=0.01 estão identificados com um

asterisco (*), os marcadores com segregação desviada da esperada com χ2 > χ2
α=0.01 estão

identificados com dois asteriscos (**). O símbolo # identifica um marcador que permitiu
identificar uma possível homologia entre grupos dos dois mapas (var. bracteatus e var.
comosus). Os nomes dos grupos começam com as letras Ac, seguidas de um número atribuído
segundo a ordem decrescente da dimensão dos grupos na primeira versão dos mapas
publicada (Carlier et al. 2004).

4.1.4- INTEGRAÇÃO DOS MAPAS DA VAR. BRACTEATUS E DA

VAR. COMOSUS

Neste trabalho considerou-se condição mínima para identificar grupos possivelmente

representantes de cromossomas homólogos a ligação dos marcadores a segregar para os dois

progenitores (heterozigóticos e monomórficos entre os progenitores) a pelo menos 3

marcadores heterozigóticos polimórficos de cada mapa i.e. 3 marcadores a segregar só para

um progenitor e 3 a segregar só para o outro). O marcador AFLP16370_cb_# foi o único que

preencheu este requisito, permitindo identificar uma possível homologia entre o grupo de

ligamento Ab6 do mapa da var. bracteatus e o grupo Ac13 do mapa da var. comosus. No

entanto, devido à falta de mais marcadores ligados a ambos os grupos não foi possível a sua

integração nem a determinação da sua orientação relativa.
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4.1.5- COMPRIMENTO E COBERTURA DOS MAPAS

Utilizando para o cálculo o método 3 de Chakravarti et al. (1991), obteve-se uma

estimativa para o comprimento do genoma do A. comosus var. bracteatus de 3693 cM. O

comprimento total do mapa construído para esta variedade botânica, calculado somando a

distância média entre marcadores (5.27 cM) a ambas as extremidades de cada grupo, é de

2184 cM e representa 59.1% de cobertura do genoma. Utilizando a mesma metodologia de

cálculo, o mapa da variedade comosus, com uma distância média entre marcadores de 7.13

cM e um comprimento total de 1377 cM, cobre 33.2% do genoma estimado em 4146 cM.

A estimativa da dimensão genética dos genomas de 15 espécies de plantas superiores

aponta para comprimentos médios por cromossoma de 90 a 217 cM, e um valor médio para as

15 espécies de 143 cM (tabela 17). Os valores obtidos neste trabalho de 148 cM e 166 cM por

cromossoma, respectivamente para as variedades bracteatus e comosus, estão dentro deste

intervalo e próximos da respectiva média.

Tendo em conta as estimativas de tamanho físico dos genomas haplóides da var.

bracteatus e var. comosus, respectivamente, de 444 e 526 Mpb, baseadas em dados de

citometria de fluxo (Arumuganathan e Earle 1991), pode estabelecer-se uma relação média

entre distância física e distância genética de 120 Kpb/cM para a var. bracteatus e 127 Kpb/cM

para a var. comosus. Estes valores são aproximadamente metade do valor estimado para

Arabidopsis thaliana, o valor mais baixo da tabela 17, o que esta de acordo com o facto do

ananaseiro ter um número elevado de cromossomas (n = 25) e de a dimensão do seu genoma

ser relativamente pequena.
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Tabela 17. Características genómicas de 15 espécies de plantas (adaptado de Chagné et al.
2002).

Espécies
Dimensão

física
(Mpb)

Comprimento
genético (cM)

Número de
cromossomas

Dimensão
genética média

por
cromossoma

(cM)

Dimensão
física /

Dimensão
genética

(Mpb/cM)
Arabidopsis thaliana 150 675 5 135 0.22
Prunus pérsica 300 712 8 90 0.42
Oriza sativa 450 1490 12 125 0.3
Populus deltoides 550 2300 19 121 0.23
Eucalyptus grandis 600 1370 11 125 0.43
Brassica rapa 650 1850 10 185 0.35
Querqus robur 900 1200 12 100 0.75
Lycopersicon esculentum 980 1280 12 107 0.76
Solanum tuberosum 1540 1120 12 90 1.37
Zea mays 2500 1860 10 186 1.34
Lactuca sativa 2730 1950 9 217 1.4
Triticum tauschii 4200 1330 7 190 3.15
Hordeum vulgare 5500 1250 7 178 4.4
Pinus taeda 21000 1700 12 141 12.35
Pinus pinaster 25700 1850 12 154 13.78

4.1.6- DISTRIBUIÇÃO DOS MARCADORES NOS MAPAS

O teste estatístico “One Sample Kolmogorov-Smirnov” (OSKS) revelou que no mapa

construído para a variedade botânica bracteatus a distribuição dos intervalos entre marcadores

AFLP se desvia significativamente de uma distribuição normal (P < 0.001). Isto sugere que a

distribuição destes marcadores não ocorreu de forma aleatória e que houve tendência para a

sua agregação em determinadas zonas. No mapa construído para a variedade botânica

comosus o teste OSKS revelou uma distribuição normal (P = 0.017) dos intervalos entre

marcadores AFLP.

Os intervalos entre RAPDs no mapa da var. bracteatus apresentam uma distribuição

normal (P = 0.113, teste OSKS). No entanto, o pequeno número (35) de marcadores RAPD

mapeados para a var. comosus não permitiu a análise da sua distribuição com o teste OSKS.
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Quanto aos ISSRs, parece haver uma certa tendência na sua distribuição pois em

ambos os mapas estes marcadores estão localizados nas extremidades de grupos maiores ou

em grupos pequenos. No entanto é prematuro tirar qualquer ilação desse facto pois o número

deste tipo de marcadores mapeados foi muito baixo (13 na var. bracteatus e 8 na var.

comosus).

A concentração de marcadores em áreas específicas de grupos de ligamento é um

fenómeno comum na construção de mapas genéticos que foi descrito anteriormente em várias

espécies e para diferentes tipos de marcadores. Para AFLPs este fenómeno foi descrito por

exemplo em batata (Solanum tuberosum) por Rouppe van der Voort et al. (1997), em soja

(Glycine max) por Keim et al. (1997) e em rosa (Rosa spp.) por Crespel et al. (2002).

Distribuições não aleatórias de marcadores RAPD foram descritas por Krutovskii et al. (1998)

em Pseudotsuga menziessi (uma conífera), e por Nilson et al. (1997) em Beta vulgaris

(beterraba sacarina). Para explicar esta aglomeração de marcadores foram apontados factores

biológicos como a baixa taxa de recombinação nas regiões dos centrómeros e nos telómeros, a

distribuição descontínua dos níveis de polimorfismo e a variação do número de cópias de

determinadas sequências ao longo do genoma (Tanksley et al. 1992, Sherman e Stack 1995,

van Eck et al. 1995, Alonso-Blanco et al. 1998, Keim et al. 1997, Vuylsteke et al. 1999,

Young et al. 1999, Castiglioni et al. 1999, Miklas et al. 2001, Peters et al. 2001, Qi et al.

2004).

Qualquer que seja o factor que levou à aglomeração de marcadores AFLP no mapa da

var. bracteatus, não há evidências de razões biológicas para o mesmo não acontecer no mapa

da var. comosus. Assim, a justificação que parece mais provável para que isso não se tenha

verificado é o facto de na primeira estarem mapeados mais do dobro (285) do número de

marcadores AFLP mapeados na segunda (118). Isto sugere que o resultado do teste OSKS que

indica uma distribuição normal dos marcadores RAPD no mapa da var. bracteatus tem de ser



99

analisado com muitas reservas pois o número relativamente baixo de marcadores mapeados

(64) pode também não ser suficiente para que seja detectada uma eventual tendência de

aglomeração deste tipo de marcadores.

4.2- MAPEAMENTO COM A POPULAÇÃO F2

4.2.1- MARCADORES ANALISADOS

O número de primers e marcadores analisados na população F2 é apresentado na

tabela 18. As listas de “primers” RAPDs, AFLPs e ISSRs utilizados nesta população

encontram-se, respectivamente, nas tabelas 7, 9 e 13. Na população F2 os marcadores ISSR

foram analisados em géis de agarose (figura 5).

Tabela 18. Número de “primers” e de marcadores analisados na população F2.
Número de marcadores

var. bracteatus var. comosusTipo de
marcadores

Número de
 “primersa” Analisados na

F1 e F2
Analisados

só na F2
Analisados na

F1 e F2
Analisados

só na F2
RAPDs 34 21 21 14 15
ISSRs 21 0 16 0 22
AFLPs 37 119 95 46 81

Morfológico - 0 0 1 0
Sub-total - 140 132 61 118

Total - 272 179
a Combinações de “primers” AFLPs.
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Figura 5. Padrões de amplificação ISSR de 19 plantas da população F2 (1-19) e dos
progenitores var. bracteatus (A) e var. comosus (B), obtidos com o “primer” (GA)8YT. As
setas indicam marcadores polimórficos heterozigóticos analisados em toda a população. M-
“escada” de marcadores padrão.

Dos 272 marcadores polimórficos da var. bracteatus, 30 (11%) revelaram uma razão

de segregação muito desviada (χ2 > χ2
α=0.01) da razão de segregação esperada (3:1) e trinta e

seis (13.2%) apresentaram uma razão de segregação com um desvio menos acentuado

(χ2
α=0.05 < χ2 ≤ χ2

α=0.01). Dos 178 marcadores-DNA polimórficos da var. comosus, 17 (9.6%)

evidenciaram uma razão segregação com um desvio acentuado da  razão esperada de 3:1 (χ2 >

χ2
α=0.01), e 12 (6.7%) uma de segregação menos desviada da esperada (χ2

α=0.05 < χ2 ≤ χ2
α=0.01).

Tal como na população F1, também na população F2 a proporção de marcadores com

segregação desviada da esperada para χ2 > χ2
α=0.05 (24.2% para a var. bracteatus e 16.3% para

a var. comosus) está entre os valores geralmente estimados para outras espécies de plantas

(Jenczewski et al. 1997) e é maior que a esperada devido ao acaso (5%).

A hereditariedade monogénica da característica “piping” (Collins e Kerns 1946,

Cabral et al. 1997) confirmou-se novamente na população F2 com uma razão de segregação

aproximada da razão mendeliana esperada de 3:1 (χ2 = 0.5).

M   A   B   1   2     3    4    5    6    7    8    9   1 0  1 1  1 2  1 3  1 4  1 5  1 6 1 7  1 8  1 9

5 0 0  b p -

M   A   B   1   2     3    4    5    6    7    8    9   1 0  1 1  1 2  1 3  1 4  1 5  1 6 1 7  1 8  1 9

5 0 0  b p -
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4.2.2- MAPA

O agrupamento dos marcadores em grupos de ligamento fez-se com LODs de 3.0 a 7.0

em intervalos de 0.5. Foram escolhidos 49 grupos de acordo com a sua estabilidade à medida

que o LOD aumenta e com a informação dos mapas obtidos com a população F1. Nesses 49

grupos ficaram distribuídos 410 marcadores (65 RAPDs, 311 AFLPs, 33 ISSRs e o marcador

morfológico “piping”). Foram obtidos três tipos de grupos: (1) 17 grupos com marcadores dos

dois progenitores, (2) 15 grupos só com marcadores de um progenitor (var. bracteatus), e (3)

17 grupos só com marcadores do outro progenitor (var. comosus) (Figura 6). Todos os 17

grupos com marcadores dos dois progenitores (var. bracteatus e var. comosus) têm pelo

menos 4 marcadores. Dos 15 grupos só com marcadores da var. bracteatus, 8 têm pelo menos

4 marcadores, dois têm 3 marcadores e cinco são pares de marcadores. Dos 17 grupos só com

marcadores da var. comosus, 7 têm pelo menos 4 marcadores, quatro têm 3 marcadores e seis

são pares de marcadores.

A percentagem de marcadores que não ficaram ligados neste mapa (9.1%) é

significativamente mais baixa que a verificada no mapeamento com a população F1 (23.9%

para a var. bracteatus e 38.6% para a var. comosus). Para esta diferença contribuíram vários

factores. Um dos factores foi a selecção de “primers”: (1) que geraram maior número de

marcadores que fazem parte dos mapas-F1, e (2) que estão presentes na planta F1

autopolinizada para gerar a população F2. Ou seja, eram já conhecidas relações de ligamento

genético para uma grande parte (44.6%) dos marcadores analisados na população F2, apesar

dos “primers” seleccionados terem permitido analisar novos marcadores distribuídos ao acaso

no genoma. Outro factor foi o estabelecimento de alguns grupos de ligamento com LOD

limite de agrupamento 3.0 na construção do mapa com a população F2, ao contrário dos

mapas construídos com base na população F1, em que se utilizou um LOD limite de
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agrupamento 4.0, igual para todos os grupos. O tamanho da população utilizada também

contribuiu para a diferença na percentagem de número de marcadores não ligados. Uma

população F2 de 142 descendentes permite detectar ligamento entre marcadores em

acoplamento (no mesmo cromossoma físico) até uma fracção de recombinação mais elevada

do que uma população F1 de 46 descendentes (Liu 1998).
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Figura 6. Mapa genético obtido com a população F2. (a) 17 grupos com marcadores dos dois progenitores, (b) 15 grupos só com marcadores de um progenitor (var.
bracteatus), e (c) 17 grupos só com marcadores do outro progenitor (var. comosus). Os números à esquerda indicam a posição em cM. As cores vermelho ou verde e
as letras Ab ou Ac no fim do nome do marcador identificam a origem do mesmo, respectivamente, var. bracteatus ou var. comosus. Os marcadores com segregação
desviada da esperada para χ2

α=0.05 < χ2 ≤ χ2
α=0.01 estão identificados com um asterisco (*), os marcadores com segregação desviada da esperada para χ2 > χ2

α=0.01
estão identificados com dois asteriscos (**). Os marcadores analisados na população F2 que não foram analisados na população F1 (novos marcadores) estão
identificados com “n_” no inicio do nome do marcador. O símbolo «s» indica marcadores sequenciados.
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4.2.3- COMPRIMENTO E COBERTURA DO MAPA

O comprimento total do mapa construído com a população F2, calculado adicionando

a distância média entre marcadores (5.19 cM) a ambas as extremidades de cada grupo de

ligamento é 2381 cM. A estimativa da dimensão do genoma da var. bracteatus e do genoma

da var. comosus, segundo o método 3 de Chakravarti et al. (1991) com os dados de

mapeamento da população F2 é de, respectivamente, 2872 cM e 2962 cM. Com estas

estimativas e com as estimativas em distância física, respectivamente de 444 e 526 Mpb

(Arumuganathan e Earle 1991), estabelecem-se as relações de 155 kpb/cM para a var.

bracteatus e 177 kpb/cM para a var. comosus.

Se a média das estimativas de tamanho dos genomas da var. bracteatus e da var.

comosus calculada com base nos dados da população F2 (2917cM) for utilizada como valor

do comprimento genético do genoma do ananaseiro, a cobertura do mapa F2 é de 81.6%. No

entanto, é necessário atentar que, como referido anteriormente, o facto dos marcadores

analisados na população F2 não terem sido escolhidos de forma  totalmente aleatória

contribuiu para uma menor percentagem de marcadores não ligados, o que faz diminuir a

estimativa do tamanho do genoma calculada segundo o método 3 de Chakravarti et al. (1991).

Se for utilizada como denominador a média das estimativas das dimensões dos genomas

obtidas com base nos dados do mapeamento com a população F1, 3920cM, o mapa construído

com a população F2 cobre 60.7% do genoma do ananaseiro.
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4.2.4- DISTRIBUIÇÃO DOS MARCADORES NO MAPA

O teste “One sample Kolmogorov-Smirnov” (OSKS) revelou que a distribuição dos

intervalos entre marcadores AFLP no mapa construído com a população F2 se desvia

significativamente de uma distribuição normal (P < 0.001), indicando agregação de

marcadores em determinadas zonas. Para as distâncias entre marcadores RAPD, o teste OSKS

revelou uma distribuição normal (P = 0.194). Quanto aos ISSRs, mais uma vez tendem a

localizar-se nas extremidades dos grupos de ligamento de maior dimensão ou em pequenos

grupos. No entanto, também na população F2 o pequeno número deste tipo de marcadores

mapeados (33) não permitiu a análise da sua distribuição com o teste OSKS.

4.3- INTEGRAÇÃO DOS MAPAS F1 E F2

Os marcadores cuja segregação foi analisada na população F1 e na população F2

permitiram a integração de grupos dos mapas-F1 com grupos dos mapas-F2. Foram

integrados 40 grupos do mapa F2 com 32 grupos do mapa F1 da var. bracteatus e 19 grupos

do mapa F1 da var. comosus. Alguns grupos do mapa F2 ficaram integrados com grupos de

ambos os mapas F1 (da var. bracteatus e da var. comosus) e outros com grupos de apenas um

dos mapas F1 (da var. bracteatus ou da var. comosus).

A análise conjunta de todos os marcadores mapeados permite estabelecer um mapa

integrado com 77 grupos (figura 7). Este número é muito diferente do número haplóide de

cromossomas do ananaseiro (n=25). No entanto, considerando apenas os grupos com mais de

50 cM quando adicionada a distância média entre marcadores nas duas extremidades podemos
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contabilizar 31 grupos maiores: 16 que integram marcadores das duas variedades, 9 só com

marcadores da var. bracteatus e  6 só com marcadores da var. comosus.

O mapa integrado reúne 782 marcadores-DNA (588 AFLPs, 137 RAPDs, 57 ISSRs), o

locus Isoz_PGM e o locus determinante da característica morfológica “piping”, distribuídos

em: (1) 17 grupos de ligamento com marcadores da var. bracteatus e da var. comosus; (2) 11

grupos que integram marcadores analisados nas duas populações, mas só com marcadores

identificados na var. bracteatus; (3) 9 grupos de ligamento com marcadores analisados nas

duas populações, mas contendo só marcadores da var. comosus; e (4) 40 grupos constituídos

por marcadores que segregam apenas numa das populações de mapeamento e somente de um

dos progenitores (20 dos quais só têm marcadores da var. bracteatus e outros 20 só

marcadores da var. comosus).

Com a metodologia de cálculo utilizada nos mapas construídos com as populações F1

e F2, este mapa tem uma distância média entre marcadores de 4.16 cM e um comprimento de

3582 cM, o que corresponde a 91.4% da dimensão do genoma do ananaseiro de 3920 cM

(média das estimativas da var. bracteatus e da var. comosus com base no mapeamento com a

população F1). No entanto, este valor para o comprimento total do mapa está provavelmente

inflacionado pois há grupos correspondentes a cromossomas homólogos que não foi possível

integrar e os grupos só com marcadores a segregar numa população que podem corresponder

a regiões genómicas representadas também por grupos só com marcadores a segregar na outra

população.
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Figura 7. Mapa integrado. (a) 17 grupos de ligamento com marcadores da var. bracteatus e da var. comosus, (b) 11 grupos que integram marcadores analisados nas
duas populações, mas só com marcadores identificados na var. bracteatus, (c) 9 grupos de ligamento com marcadores analisados nas duas populações, mas só com
marcadores da var. comosus; e (d) 40 grupos com marcadores que segregam apenas numa das populações de mapeamento e só de um dos progenitores. Os números
à esquerda indicam a posição em cM. As cores vermelho ou verde e as letras Ab ou Ac no fim do nome do marcador identificam a origem do mesmo,
respectivamente, var. bracteatus ou var. comosus; a cor azul e as letras cb identificam os marcadores heterozigóticos monomórficos entre os progenitores. Os
marcadores com segregação desviada da esperada para χ2

α=0.05 < χ2 ≤ χ2
α=0.01 estão identificados com um asterisco (*), os marcadores com segregação desviada da

esperada para χ2 > χ2
α=0.01 estão identificados com dois asteriscos (**). Os marcadores analisados na população F2 que não foram analisados na população F1 (novos

marcadores) estão identificados com “n_” no inicio do nome do marcador. O símbolo «s» indica marcadores que foram sequenciados.
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4.4- MARCADORES SEQUENCIADOS

Com o objectivo de no futuro desenvolver marcadores específicos de fácil análise e

elevada reprodutibilidade SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions) que

funcionem como marcos de referência no genoma do ananaseiro, tornando a utilização dos

mapas mais eficiente, iniciou-se a clonagem e sequenciação de marcadores mapeados. Na

tabela 19 são apresentadas as sequências dos 10 marcadores sequenciados, os grupos de

ligamento a que pertencem nos mapas construídos com base nas populações F1 e F2, e o

respectivo número de entrada na base de dados genómicos “GenBank” do NCBI.

As sequências destes 10 marcadores foram comparadas com as sequências das bases

de dados do NCBI. Na procura por Blastn nas bases de dados de sequências nucleotídicas

“nr” e “plant genomes mapped DNA sequences” só foram identificadas sequências com

elevada similaridade (“expect value” ≤ 10-8) para o marcador OPD15-700. Para os restantes

marcadores apenas foram encontradas similaridades em pequenos segmentos e com “expect

value” > 10-3 em ambas as bases de dados. A sequência com elevada similaridade com o

marcador OPD15-700 corresponde a DNA genómico de arroz - Oryza sativa (tabela 20).

O facto de só um dos 10 marcadores sequenciados ter homologia significativa com

sequências das bases de dados internacionais revela um certo grau de originalidade do

genoma do ananaseiro em comparação com os genomas parcial ou totalmente sequenciados.

No entanto, é necessário um número maior de sequências para se poder fazer uma análise

comparativa mais profunda entre o genoma do ananaseiro e outros, pois as sequências destes

10 marcadores perfazem um total de 4868 pb, representando apenas uma pequena fracção

(1.0964-5) do genoma a que pertencem (var. bracteatus), o qual segundo (Arumuganathan e

Earle 1991) tem um comprimento estimado em 444 Mpb.
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Na procura por Blastx na base de dados “nr” de sequências proteicas com o marcador

OPD15-700 não foram encontrados alinhamentos com “expect value” ” ≤ 10-8. No entanto,

das 100 primeiras sequências encontradas (“expect values” entre 1e-13 e 8e-6), 10

correspondem a produtos proteicos desconhecidos e as restantes 90 correspondem a partes de

sequências de Isocitrato-Desidrogenase (IDH), semelhantes a IDH ou hipotéticas IDH, de

várias espécies: p.e. Oryza sativa, Eucalyptus globulus, Citrus limon, Arabidopsis thaliana,

Daucus carota, Lupinus albus, Prunus persica, Apium graveolens, Nicotiana tabacum, Pisum

sativum. Apesar deste facto sugerir a hipótese do marcador OPD15-700_Ab fazer parte da

sequência de um gene de uma IDH, isso só pode ser confirmado com uma caracterização mais

profunda da mesma, assim como das sequências adjacentes a este marcador, de forma a

identificar um eventual gene candidato e finalmente fazer um estudo da expressão do mesmo.

Na tabela 21 encontra-se referenciada a entrada com similaridade mais elevada encontrada

por Blastx para o marcador OPD15-700.
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Tabela 19. Sequências de marcadores.

Nome do
marcador

Grupo de
ligamentoa

Mapa F1

Grupo de
ligamento
Mapas F2

Número de entrada (Nº ent) e definição (Def) no GenBank.
Sequênciab

OPA03350 Ab1 22 Nº ent: DQ386596 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPA03_332 sequence.
1 AGTCAGCCAC CCGTACAACA GACAAGATTT GTTCAAATGG CGGTGGACTA CCAACCACCT GTTTACAGTC  70
71 AAATCCCAAT ACCAATTTCT CACAGACGGC GGTTGTAGAG ATTGGTTGAA CCAGCACATC TGGAGCCTGA  140
141 AAATACCATT TAAAATCAAA ATTTTCGTTT GTTTGCTGCT TCGAAAGAGA CTACTTACCA CTGACAGACT  210
211 GCTCTCCAGA GGCATGCCTG TAGACCCGTA CTGCGCACTC TGTGGGGTAC TGCCGGAAAG CTGTGATCAC  280
281 CTTTTCTCTA AGTGCGTCTT TGTTCGCTTC CTCCTACTCT CTGTGGCTGA CT 332

OPH02360 Ab1 - Nº ent: DQ386597 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPH02_349 sequence
1 TCGGACGTGA GGGCGTGGAC AACCCGGAGG GTAGCGCGAA GATTCATAGG AGGTTAAGAG AGGTTGAGTC  70
71 CGTGGAGTCG GTAATCACCT TATAATCTTT TCTCTTAGTG AATTGTTTTT TCGCGTGTTG GTCCCGTGGG  140
141 TTTTTTCTCC AAGTTGGAGT TTTCCCACGT AAATCTCGGT GTGCTTTTTA TTTTCCGCAT TTATTTTTAT  210
211 TGCATCGAGA TTTGTGGTTT TTGGCCGTTA CACCTATTCA CCCCCCTCTA GGTGATAGAT ACAATCTAGA  280
281 TAGATCCTTG GGCTCCTCAA AACTTTCACT GATTGTCGCC GACCTCCCCA GTGTGTGTGT CACGTCCGA 349

OPB11700 Ab8 - Nº ent: DQ386598 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPB11_733 sequence
1   GTAGACCCGT GATGTATATT TACTGTTGGG ACCAGATACT ATAGCTCTGA TACTTTCTCC TTTTTGCTGA 70
71 GATTTGGGAT TGTATCCTCT TTTGTCCCTT TATGGTTAGT ATATCGACTT GTACTTTGCT CTGATGTCAG  140
141 GATAGGATTT TACTATACTT TTCTCCTATC GACTTGTGTT CTTGTAGACG CCTTATATAC TGCAGGTGTA 210
211 TGGCGGGTCT GTGCACGTGC CGGATATGCT TCCGCTGGTA CCCGGGCGTG ACACATCATG AGTCTATTAT 280
281 TTCTTAGGGT TAATGTCTCT ATGTTGGCCT TATGTGGTTT CTAGTGTAGA GCTCCAAAAA TGTAGGTTGA 350
351 CTTGGTGGTC GCACTGTTCA TTACTCTATA TTAATGGAAT CAATAATGGT GTAATTGAGA AAGTGGTTAT 420
421 TGTTAGATGT ATGCCCTAGA AGCCAACCAG GCCGACACAT GTATTTATTC TAGGACATAA ATTTGTATTT 490
491 GACTTTAAGA TATTATGAAT AATTTGGGTT CTTATTTTCA TTCATGTTGT GTATGTGTCC ATGAATCGTC 560
561 CAAGAAATTA ATAAAATGGT TACATATATT CTCAATAGTT GAGAATTTGA GACATGTATC ATTGGTGATT 630
631 AATTCCTAAA TGCTCCCGAT CAATGGATCA TCACTGGGGA CGGTAATTGA TCCGATGAGA TTGGTGCATA 700
701 GGTCGCTTCC CTTTTTTGGG TAGACGGGTC TAC 733

OPL15200 Ab8 - Nº ent: DQ386599 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPL15_185 sequence
1 AAGAGAGGGG CAGGCACAAT TGAGAGGCCA TATCAGCCTG TGTCGTAAGG AAGAAAAATG AGATTCGAAT  70
71 AAATAATAAT AATAATAATA AAAGTGAAGA GAGTCTACAA AATGTTAAAG AAATGTCAGT GAAGATAAAA  140
141 CTACAAAACT CTACAGTGTT AGAGATATAT ATGTACCCCT CTCTT 185
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OPH13470 Ab9 - Nº ent: DQ386600 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPH13_431 sequence
1   GACGCCACAC CCACACCCAT ATCCATTAGG GTGGATTAAT AGCAACATCG AGATGAAGAT CGATCGCCAG  70
71 TGTAAGGTGA AGTTTGTAGT GACCAGCGTC TACATCGACA AAATGCTATA AGAGTTTGTG CCGTTGAATA  140
141 TTTGCAACTT TATCTTCGGC AGTCCCTACC AATAGGACCG TGACGCTACT TTTTTTCGTC GTCCTCAGCA  210
211 ATACTAATTT ATTGAGGATG GACAATGTGA CACCCTAATA GTCCCACATC GGATGGGAAT GGGGTTATTA  280
281 TTGGGTTTAT AAGAGACTTA GACACTAGTA ATAATAACTG GGCTTAAGCA TTTTGGGCTG TTGACTGGGC  350
351 CCAACAAGTT ATTATTGCTA GTGGGCTGGG TCGTTACATT TGGTATTAGA GCCGGCTCAC TAGCTGGACA  420
421 TGTGTGGCGT C 431

OPC19650 Ab11 5 Nº ent: DQ386601 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPC19_621 sequence
1   GTTGCCAGCC CAATGTTCAA TACAATCAAA GAGAAAATTG TTCCAAGCCG TAAGGAGACC CCCGCGAGTC  70
71 CCTGTAGCAT CCAAGGTACG AAATTCCTGG AGATAAAAAC CACAAAACGA TTGAAATTTA TCCAGAGAAA  140
141 TAGATGAGAG CTTGGTTTCT TGAAGACACA CCACCGAGAC TTTACTAGAG CGGATAAAAG ACCGTACAAT  210
211 GCAACATTTG GCCCTGTTGT TCAGGCCTCT CACATTCCAC GACAAAAAGC AAAAGATTTT ATTTCTAGCC  280
281 ATAAAAGAAC AAAATGCACT CAACGCAGGA AAGAAGCCGA GGGTTAGACC CCTTCCTGTG CAGGTCCATC  350
351 ACCCCTCGCG CCCGCTAGCA GAGCGGCAAG AACCTCCAAA GAAGGCCCCA TTTTCGTACT GGTGATTCCA  420
421 CAGGATAATA AGATCTTCTG GATCTCCTGA CTGGTAAGTG GGTGAGCAGG ATCTCTTGAG GAGGATGACA  490
491 CCTTATCAAT CGAAGGAAGG GCCTCAGTAG GAGGATCTGG GCTAACATCC TCTACCGCTG CTTGCGCATT  560
561 TGGGGCCTTG TTCAGAAAGT CATCGAGAGT CGGGGTGATT GAGGAGTGGT CGGCTGGCAA C 621

OPH08650 Ab27 - Nº ent: DQ386605 / Def: Ananas bracteatus microsatellite SSR_H8 sequence
1   GAAACACCCC TTCCTAACCT TTCCGCAAGA TGGCATCTTT ATCACTTTAC CAGCACTATT GCGTGATTAC  70
71 CGTTATTATT ATTATTATTA TTTATACATT TTAAACCTTA ATAAACATCT TTTCCTGGAT CTGCTCAGCA  140
141 ATTTGGTTTT CTATTTTTGC CCAGTTTTGT CACACCCAAG CCCAGTTTGG CAACTCATTC CGAAGCCGCG  210
211 CACAATCTAG GCCGGATCTC GACATTTTGG ATGAATATTT AGCACCTATT GTTATTGGGG GTTTGGATCG  280
281 TCCGATCGAG ACCCGAACTA GATACAATTG GACCTGGTCA CCTTAATTAA CAAGCAACTG CGTTCGGTGA  350
351 GTGAGAAAAA AAATGTTAAA TTTTCTGTCG CTCAATGCTC TTCCTCTATC TCTTTCTCCT GAGCTCTAAC  420
421 CATGAACTTT CATAATCAAT TCCTGAGTCC CAAAAATGGT GCCACAACTC AACTCAAAGA AAAGGTGAAA  490
491 CTGGTTTTTT TTTCAAAAAA AACACACACA CACACACACA CACGCACACA CACACACACA CACACACACA  560
561 CAACCTACTA GTAGACCAGC TAAGAACTGC GACAAAAGCT AAAGGGAAGG GCAATTAAGG AAATGAAAAG  630
631 ATTGCTCTTT GGGGGTGTTT C 651

OPC09430 Ab28 - Nº ent: DQ386602 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPC09_387 sequence
1 CTCACCGTCC ATCAAAATAT AAAATTGCAA AAACATATGG TGGGTAAAGG TGATTGATTG CGTTTAGTTC  70
71 TATAGGACTT AATTTATGGT GCAAACTACT TTGGGACACG TGGTTTGACT TGTTATTTGA GAGGGCACAG  140
141 GATTCGAGGG AAAAAAGAAG GTTGACTTCG CTGGCAAGAA AATTATCGTT GACTTGTAGT TATAACCGAT  210
211 TAAGGATTAA GGTTGTGTTT TTGTTTCTTG TACATTAATC TCAATTTTTT TTTAATTAAT TGAAAAAAGA  280
281 TATTCCTTGT TTCGTGGCTG GTAAATTTTT TTTTTTTCAG ATTTCAAAGC AAAACGTAGC CTTACGTTGC  350
351 TGCAGCGAGC TTTTCACTCT ACCTGGTGGA CGGTGAG 387
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OPH05510 Ab45 - Nº ent: DQ386603 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPH05_483 sequence
1 AGTCGTCCCC CACCCTAAGC AAATCACCCA TAATTTACGC ATAGCATAAA GCAAGCAGCA TGAAAACAGT  70
71 ATCCTCTAGA CAAGCAAATA TGCAACAAGA AACTGTCACT ACTAGAATTG AGCTCCTATT CAGTAAGACA  140
141 CATCCTGTGA CTTCAGGCAC TAACAAAGCA ACCAGGGCAA GAAACTACTG AGTTACTAAG CACACAAACT  210
211 CAGTACCAAT GCTTTCTTTT TCTTTTTCCT TTTTCTTGTT TCTTCTTTTG TTTTCCCTTT TTGTCTTTTT  280
281 TACAAACTGT CATTACCAGG GTGGTCATAT AATCTGGTAG GCTATATGCC TGCTTCCACG ACTCATATGA  350
351 TGAAATTTGA GATGATGACA GAGTATATTG GGAAAAAGTA GCTGGAACAA GCTAGATCTT TCCAAAGCTA  420
421 TATGATAGTT TGTACATGTA TTCCAGATAA TATTTCTTGT GTACATGCTT CATGGGGACG ACT 483

OPD15700 Ab46 - Nº ent: DQ386604 / Def: Ananas bracteatus RAPD marker OPD15_696 sequence
1 CATCCGTGCT GGTAACGGCT ACTTCTTCCT TCTTTTGCTT TCCAGGATTT CTAATATTTC TGTTGAGAAC  70
71 CACATAAAAT TCATTTTTTT TTTCTTTGCA GTTATCTTCA GATGGAAAAA CATTAGAAGC TGAAGCAGCT  140
141 CATGGTACTG TTACTAGACA TTTCAGGCTA CACCAAAAGG GAACAAGAGA CCAGCACCAA TAGTATCGCT  210
211 TCCATCTTTG CATGGACTCG CGGTCTTGCA CACAGGTACG TTTTATTGTT CATTTGGAGA TATCTTTACT  280
281 TCTTGGATTA TGTGATTTTA CTATTTGTGA GTTGGATTTG GTACATCATA TAACAATGTT TTTGCCTAGT  350
351 TCTCACTTAC ACTGCATGGT CTTTTTTTTT CTTTTTTTCT TTTTTTTTTT TAACAGAGCA AAGCTTGATA  420
421 AAAATGATAG GCTGCTAGAA TTTGTGCAGA ACCTTGAGTC TGCATGCATT GAAACAGTCG AGTCCGGTAA  490
491 AATGACAAAG GATCTTGCGC TTCTTATCCA CGGTCCCGAG TCAGTATGCT CACTCTGTTT ATTCCAATTA  560
561 GAAATACTTC TATAATTGAT TATTTTCAAA TCAAGAAGAA TACAGAGCAG AAATCTATTT TCTCCCTCCC  630
631 TTTATGACAA ACTGAACTAT TCTGTTTTGT TTAGAGTATC AAGGGAACAT TACTTGAGCA CGGATG 696

a Ab = Grupos do mapa da var. bracteatus.
b Os nucleótidos sublinhados correspondem à sequência do “primer” utilizado para amplificar o marcador. Os nucleótidos em itálico no marcador
OPH08650 identificam um microssatélite (imperfeito) com 24 repetições CA (com uma repetição CG intercalar).
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Tabela 20. Entradas das sequências com similaridades mais elevadas com o marcador OPD15-700 identificadas por Blastn no NCBI.

Base de dados “nr”

Marcador Entrada
OPD15-700 (696 nucleótidos):

- Nucleótidos 97 a 216
- Nucleótidos 404 a 520

gi|32489509|emb|AL662969.3|OSJN00169 Oryza sativa genomic DNA, chromosome 4, BAC clone: OSJNBa0043L24:

- Nucleótidos 94066 a 94198 [Score =  115 bits (58), Expect = 2e-22,  Identities = 116/134 (86%), Gaps = 1/134 (0%)]
- Nucleótidos 94364 a 94480 [: Score = 89.7 bits (45), Expect = 9e-15,  Identities = 99/117 (84%)]

Base de dados “plant genomes mapped DNA sequences”

OPD15-700 (696 nucleótidos):

- Nucleótidos 97 a 216
- Nucleótidos 404 a 520

ref|NT_079864.2| Oryza sativa (japonica cultivar-group):

- Nucleótidos 315028 a 315146 [Score =  115 bits (58), Expect = 6e-24, Identities = 116/134 (86%), Gaps = 1/134 (0%)]
- Nucleótidos 315326 a 315442 [Score = 89.7 bits (45), Expect = 3e-16, Identities = 95/117 (81%)]

Tabela 21. Entrada da sequência com maior similaridade ao marcador OPD15-700 identificada por Blastx na base de dados “nr” do NCBI.
Marcador Entrada
OPD15-700 (696 nucleótidos):

- Nucleótidos 111 a 527

gi|34904654|ref|NP_913674.1| putative NADP-isocitrate dehydrogenase [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]:

- Aminoácidos 293 a 377 [Score = 79.0 bits (193), Expect = 1e-13,  Identities = 54/139 (38%), Positives = 62/139 (44%), Frame = +3]
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5- DISCUSSÃO

O elevado número de cromossomas do ananaseiro foi o principal desafio na tarefa da

construção de um mapa genético para o seu genoma. Tal como em outros trabalhos de

mapeamento genético em espécies com um elevado número de cromossomas (p.e. Reinisch et

al. 1994, Keim et al. 1997, Ferreira et al. 2000, Matthews et al. 2001, Wu et al. 2000, Yin et

al. 2002, Zhang et al. 2002, Lacape et al. 2003, Zhang et al. 2004, Waghmare et al. 2005), o

número de cromossomas envolvidos no cruzamento que gerou as populações de mapeamento

neste trabalho (2n = 50 cromossomas em cada progenitor) levou à formação de um elevado

número de pequenos grupos de ligamento. Este fenómeno fez com que o número total de

grupos se afastasse do número haplóide de cromossomas. Nos mapas construídos com a

população F1 formaram-se 35 grupos só com 2 ou 3 marcadores (24 para a var. bracteatus e

11 para a var. comosus) e no mapa construído com a população F2 formaram-se 17 destes

grupos. Apesar disso, e de não haver uma distinção clara entre um conjunto de grupos de

tamanhos maiores e outro de tamanhos mais pequenos, no mapa construído com a população

F1 para a var. bracteatus há 21 grupos que abarcam mais de 50 cM quando adicionada a

distância média entre marcadores (5.27cM) a ambas as extremidades que provavelmente

correspondem a 21 dos 25 pares de cromossomas desta variedade botânica de ananaseiro. Este

mapa tem uma cobertura do comprimento do respectivo genoma (estimado em 3693 cM pelo

método 3 de Chakravarti et al. 1991) que se pode considerar média (59.1%) e que está entre

valores de cobertura de mapas publicados para outras espécies (tabela 22). No entanto, as

estimativas de comprimento genético dos genomas devem ser analisadas com alguma reserva

pois há grandes variações quando os cruzamentos utilizados para o seu cálculo são diferentes.

Para além disso, podem obter-se valores significativamente diferentes para estimativas de
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comprimento do genoma quando se utilizam diferentes subconjuntos de dados de marcadores

a segregar na mesma população (Liebhard et al. 2003).

Tabela 22. Exemplos de cobertura de mapas genéticos construídos para diferentes espécies.
Espécies Marcadores Cobertura do

genoma Referências

RFLPs 61% Landry et al. (1991)
RFLPs e RAPDs 63% Uzunova et al. (1995)Brassica napus
RFLPs e RAPDs 71% Foisset et al. (1996)

Actinidia callosa SSRs e AFLPs 29%
Actinidia chinensis SSRs e AFLPs 46% Testolin et al. (2001)

Chenopodium quinoa SSRs, AFLPs e RAPDs 60% Maugham et al. (2004)
Isoenzimas e RFLPs 23% Jarrel et al. (1992)
Isoenzimas e RFLPs 37% Durham et al. (1992)

AFLPs, RAPDs e
RFLPs 40%Citrus spp.

AFLPs, RAPDs e
RFLPs 67%

Simone et al. (1998)

AFLPs, RAPDs e SSRs 62%Malus spp. AFLPs, RAPDs e SSRs 69% Liebhard et al. (2003)

Expressões como “mapa saturado” ou “mapa de densidade elevada” têm sido

aplicadas em mapas com distâncias médias entre marcadores da ordem dos 3 cM ou

inferiores, mesmo quando nesses mapas há zonas mais densas e zonas menos densas em

marcadores. Num trabalho de mapeamento genético na árvore-da-borracha (Hevea spp.)

Lespinasse et al. (2000) descreveram como saturado um mapa com uma distância média entre

marcadores adjacentes de 3 cM, com aglomeração de marcadores (principalmente AFLPs) em

algumas zonas e com segmentos longos sem qualquer marcador noutras, sendo o maior de

26.4 cM. Noutro exemplo, Hori et al. (2003) utilizaram o termo “densidade elevada” na

descrição de um mapa da cevada (Hordeum vulgare) com uma densidade média de

marcadores de 1.4 cM e também com aglomeração de marcadores em algumas zonas e

dispersão noutras. De facto há muitos exemplos em que foram utilizados os termos “mapa

saturado” ou “mapa de elevada densidade” para valores de distância média entre marcadores



121

inferiores a 3 cM. Por exemplo, 2.6 cM em Brassica oleracea (Sebastian et al. 2000), 2.1 cM

em Theobroma cacao - cacaueiro (Risterucci et al. 2000), 2 cM em Prunus (Joobeur et al.

1998) e menos de 1 cM em Zea mays - milho (Vuylsteke et al. 1999) e Lycopersicon

esculentum - tomateiro (Haanstra et al. 1999). A descrição dos mapas genéticos do meloeiro

(Cucumis melo), com distâncias médias entre marcadores entre 3 e 3.8 cM, como tendo uma

densidade moderadamente elevada (Oliver et al. 2001) também corrobora a ideia do limite de

3 cM para a classificação de um mapa como tendo uma densidade elevada. Por outro lado,

quando as distâncias se aproximam de 10 cM ou ultrapassam este valor, os mapas são

considerados de baixa densidade (King et al. 1998, Baudracco-Arnas e Pitrat 1996, Wang et

al. 1997, Oliver et al. 2001). Pode então considerar-se que o mapa construído com a

população F1 para a var. bracteatus, com uma distância média entre marcadores adjacentes de

5.27 cM, tem uma densidade média/elevada. No entanto, o teste “One Sample Kolmogorov-

Smirnov” (OSKS) confirmou que houve aglomeração do principal tipo de marcadores

mapeados (AFLPs) em algumas zonas e dispersão noutras (P < 0.001). O valor da maior

distância entre marcadores adjacentes (32.0 cM) é revelador da baixa densidade em algumas

zonas do mapa.

Segundo Liu (1998) a aglomeração de marcadores em certas zonas dos mapas faz com

que para se atingir a saturação dos últimos seja necessário analisar um número de marcadores

maior do que seria necessário se estes se distribuíssem de forma aleatória. Utilizando a

equação de Lange e Boehnke (1982), para um valor máximo de distância entre marcadores

adjacentes de 32.0 cM, se os marcadores tivessem uma distribuição normal, seria necessário

mapear apenas 171 marcadores para haver uma probabilidade de 95% de ficar coberta a

totalidade do genoma da var. bracteatus (estimado em 3693 cM). O facto de se ter obtido para

a var. bracteatus um mapa com 363 marcadores, no qual o maior valor de distância entre
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marcadores adjacentes é 32.0 cM e que cobre apenas 59.1% do genoma, é revelador de como

a aglomeração de marcadores impediu uma construção mais eficiente do mapa.

No mapa construído com a população F1 para a var. comosus há apenas 11 grupos que

depois de adicionada a distância média entre marcadores (7.13 cM) a ambas as extremidades

ficam com mais de 50cM e que provavelmente representam 11 dos 25 pares de cromossomas

desta variedade de ananaseiro. Para este mapa (F1 - var. comosus) os valores de 33.2% de

representação do genoma (estimado em 4146 cM), de 7.13 cM de distância média entre

marcadores adjacentes e de 23.9 cM de distância máxima entre marcadores adjacentes,

indicam uma cobertura baixa e uma densidade média-baixa.

Quanto ao mapa obtido com a população F2, tal como nos mapas obtidos com a

população F1, também há um número excessivo de grupos e não há uma distinção clara entre

um conjunto de grupos de tamanhos maiores e outro de tamanhos relativamente mais

pequenos, o que impossibilita a identificação de 25 grupos que representem os 25 pares de

cromossomas do ananaseiro. No entanto há 23 grupos com mais de 50 cM depois de

adicionada a ambas as suas extremidades a distância média entre marcadores (5.19 cM).

Destes, há 12 que integram marcadores dos 2 progenitores e que provavelmente representam

12 dos 25 pares de cromossomas do ananaseiro, há 5 que só têm marcadores da var.

bracteatus e 6 que só têm marcadores da var. comosus. O facto de não ter sido detectado

ligamento entre os grupos com marcadores só de um, ou só de outro, progenitor não exclui a

hipótese de poderem corresponder a cromossomas homólogos. Com uma população F2 de

142 plantas, para se detectar ligamento entre marcadores dominantes ligados em repulsão é

necessário que a recombinação entre eles seja menor que 0.1 (Liu 1998). Logo, se em 2

grupos de cromossomas homólogos não estiverem mapeados loci suficientemente próximos

para que seja detectada ligação em repulsão, a homologia entre os grupos não é identificada.
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As estimativas de tamanho dos genomas calculadas com os dados da população F2

podem estar deturpadas devido a terem sido seleccionados para a construção dos mapas F2 os

“primers” que amplificam maior número de marcadores mapeados anteriormente com a

população F1. Por isso, e para se ter uma referência comum na analise comparativa dos mapas

F1 e F2, a cobertura deste último foi calculada em relação à média dos comprimentos

genómicos estimados com os dados da população F1 (3920 cM). Deste modo, o mapa obtido

com a população F2 tem uma cobertura (60.7%) similar à do obtido com a população F1 para

a var. bracteatus (59.1%), tal como a distância média entre marcadores adjacentes,

respectivamente de 5.19 e 5.27 cM e a distância máxima entre marcadores adjacentes,

respectivamente de 30.5 e 32.0 cM, revelam semelhanças na qualidade destes dois mapas.

A vantagem do mapa F2 é que integra marcadores de ambas as variedades, ao

contrário dos mapas F1. Para além disso o mapa F2 inclui marcadores dos mapas F1, o que

permitiu a integração dos mapas construídos com ambas as populações (figura 7). O

agrupamento de marcadores estabelecido com a população F1 confirmou-se na população F2

com os marcadores analisados em ambas as populações, não havendo casos de ligamentos

conflituosos, o que demonstra uma boa análise genotípica dos marcadores e revela segurança

na qualidade dos mapas obtidos.

No mapa integrado a distância média entre marcadores (4.16 cM) é inferior à dos

mapas construídos com cada uma das populações (mapas F1: 5.27 cM – var. bracteatus, 7.13

cM – var. comosus; mapa F2 - 5.19 cM), o que indica uma densidade média de marcadores

superior à destes últimos. No entanto, a densidade de marcadores não é igual em todo o mapa

integrado: os grupos que integram marcadores dos dois progenitores apresentam, como

esperado, uma distância média entre marcadores mais reduzida (2.80 cM) do que os que têm

apenas marcadores de um progenitor (5.98 cM).
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No que respeita à cobertura do mapa integrado, o valor estimado (91.4%) é

significativamente mais elevado que os valores estimados para os mapas F1 (59.1% – var.

bracteatus, 33.2% – var. comosus) e para o mapa F2 (60.7%). Apesar desta estimativa apontar

para uma representação do genoma do ananaseiro próxima de 100%, o seu valor deverá estar

inflacionado, pois não há ainda uma integração completa de todos os grupos de cromossomas

homólogos e há grupos só com marcadores analisados numa população e grupos só com

marcadores analisados na outra população que podem corresponder à mesma região

genómica. A cobertura real deste mapa deverá estar entre o valor do mapa com maior

cobertura construído com base nas populações F1 e F2 e o valor estimado para o próprio, ou

seja, entre 60.7 e 91.4%.

Apesar de não ser possível estabelecer uma relação grupo/cromossoma definitiva por

haver relações de ligamento ainda por resolver, o mapa integrado apresentado disponibiliza à

comunidade científica um conjunto de marcadores, principalmente os marcadores dos 31

grupos cuja cobertura é superior a 50 cM e os quais correspondem a 64% da cobertura do

mapa, que podem ser utilizados como marcos de referência no genoma do ananaseiro (A.

comosus) para o mapeamento de genes de características de interesse, monogénicas ou

poligénicas (QTLs), em qualquer que seja a variedade botânica desta espécie. No Laboratório

de Genética e Melhoramento de Plantas da FERN, Universidade do Algarve, onde foram

construídos os mapas do ananaseiro aqui apresentados, foi já explorada a utilidade dos mapas

genéticos neste tipo de aplicação: marcadores RAPD mapeados ao longo de vários grupos de

ligamento de um mapa de Brassica oleracea (Farinhó et al. 2004) foram utilizados como

pontos de referência para “percorrer” o genoma da couve algarvia - Brassica oleracea var.

tronchuda – e mapear um segundo gene de resistência ao míldio (Leitão et al. 2006). Por

outro lado, trabalhos como os de Waugh et al. (1997) e Rouppe van der Voort et al. (1997),

respectivamente em cevada (Hordeum vulgare) e batata (Solanum tuberosum), em que foram
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mapeados marcadores AFLP co-migrantes em diferentes genótipos destas espécies e foi

confirmada a sua posição no mesmo locus, sugerem que este tipo de marcadores, o qual é o

que está em maior número nos mapas aqui apresentados, também poderá ser utilizado em

todas as variedades de ananaseiro.

O alelo dominante do gene P responsável pela característica morfológica “piping”, a

segregar nas duas populações utilizadas neste trabalho, foi mapeado num grupo de 24.7 cM

com quatro marcadores (figura 7, grupo 45_Ac12). A identificação de um marcador -

OPO18320_Ac - a uma distância genética do locus “piping” de apenas 3.7 cM poderá ser o

ponto de partida para a identificação de mais marcadores nesta zona do genoma (mapeamento

“fino”) para posterior clonagem e identificação de genes candidatos a gene P por

“chromosome walking”. A caracterização deste gene e a possibilidade de ser utilizado para

transformação genética de variedades de ananaseiro é importante pois a sua expressão elimina

os espinhos das folhas que dificultam o manuseamento da cultura de ananás e a sua colheita.

Para tornar mais eficiente a utilização do mapa iniciou-se o processo de sequenciação

de marcadores distribuídos ao longo do mesmo. Oito dos 10 marcadores sequenciados estão

em seis grupos maiores (cobertura > 50 cM) provavelmente a representar 6 cromossomas

diferentes: 2 grupos têm dois marcadores sequenciados e 4 grupos têm apenas um. Com estas

sequências, ou partindo destas para as sequências adjacentes, poderão ser desenvolvidos

marcadores específicos polimórficos em populações que segreguem determinadas

características, e o(s) gene(s) por elas responsáveis serão rapidamente mapeados se estiverem

num dos cromossomas de origem das sequências. As sequências podem ser testadas como

sondas para desenvolver marcadores RFLPs ou servir de base para desenhar “primers” para

marcadores SCARs ou CAPs. Para além disso, um dos marcadores tem uma sequência tipo

microssatélite. Um conjunto de marcadores específicos de referência para o genoma do

ananaseiro poderá ser estabelecido pela sequenciação de pelo menos 3 marcadores de cada um
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dos grupos de ligamento maiores (cobertura > 50 cM) do mapa integrado apresentado. Por

outro lado, quer os 50 microssatélites disponíveis para o ananaseiro nas bases públicas de

dados genómicos, quer alguns microssatélites que possam ser encontrados nos ESTs também

já publicados para esta espécie, poderão ser testados nas populações de mapeamento

utilizadas neste trabalho e eventualmente contribuir para melhorar o actual mapa.
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6- CONSIDERAÇÕES FINAIS

O objectivo central do trabalho foi alcançado com a construção do primeiro mapa

genético do ananaseiro (Ananas comosus). O elevado grau de cobertura e de densidade em

marcadores deste mapa permitirá que venha a constituir o ponto de partida para a construção

de um mapa genético de referência desta espécie. Este mapa é também o primeiro de toda a

família Bromeliaceae, abrindo caminho para o estudo genómico, tanto estrutural como

funcional, da mesma.

O facto de cruzamentos entre as cinco variedades botânicas da espécie Ananas

comosus e de cruzamentos entre esta espécie e o Ananas macrodontes gerarem descendentes

férteis faz com que este mapa possa ser utilizado transversalmente em todo o género Ananas

para o desenvolvimento de novas variedades melhoradas, quer por selecção assistida por

marcadores, quer através da clonagem de genes baseada no mapeamento e posterior utilização

desses genes na transformação genética.

Apesar da densidade de marcadores do mapa não ser ainda suficiente para permitir a

identificação de todos os clones de uma biblioteca genómica de largos fragmentos de DNA

(em BACs por exemplo) relativamente completa, este permite desde já posicionar sequências

chave ao longo do genoma onde as restantes sequências poderão facilmente ser ancoradas,

permitindo a construção de mapas genómicos físicos. Estes mapas, por seu turno, poderão

constituir uma base sólida para qualquer projecto de sequenciação genómica total do

Ananaseiro.
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