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RESUMO

A macieira necessita de estimulo do frio para a queda das folhas ao
final do ciclo, a dorméncia hibernal e a sua quebra desta. A ndo ocorréncia
adequada de frio no periodo do inverno resulta em brotagao e florescimento
irregular, resultando em desenvolvimento vegetativo e reprodutivo
deficientes. Os objetivos deste trabalho foram de caracterizar individuos da
populacdo F4 para caracteres associados ao requerimento de frio hibernal
como data de brotacéo e floragdo, construir um mapa genético de ligagao
em populacao clonal F1 e mapear QTLs associados a estes caracteres. Os
gendtipos da populacdo Fi de estudo segregaram para os caracteres
fenotipicos de brotagdo vegetativa e floragdo. Os mapas genéticos dos
genitores ‘M13/91’ e ‘Fred Hough’ foram obtidos com 729 e 711 marcadores
funcionais do tipo SNP, respectivamente. Dezessete grupos de ligacao
foram obtidos para cada genitor, cobrindo 1361 cM e 1066 cM para ‘M13/97’
e ‘Fred Hough', respectivamente. As posi¢des dos marcadores mapeados
estdo consistentes com o mapa consenso. Na extremidade do grupo de
ligagdo 9, QTLs majoritarios, possivelmente associados a fatores genéticos
importantes para as caracteristicas avaliadas, foram identificados nos mapas
de ambos os genitores. Nesta regido foram mapeados quatro marcadores
genéticos significativamente ligados aos QTLs majoritarios para brotacéo
vegetativa e floragédo, explicando de 32,3% a 73,4% da variagéo fenotipica
observada, respectivamente. Estes resultados sustentam a hipotese de que
a extremidade do grupo de ligagédo 9 possui fatores genéticos associados ao
controle do tempo de brotagao e floragao regulado pela exposi¢cao ao frio.
Nesta regido encontram-se genes de transcritos preditos com grande
similaridade ao gene Flowering Locus C de Arabidopsis thaliana.

'Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (83
p.) Julho, 2012.



GENETIC MAPPING OF AN APPLE (Malus X domestica Borkh)
POPULATION FOR AGRONOMIC TRAITS RELATED TO COLD
REQUIREMENT?

Author: Carolina Tessele
Adviser: Carla Andréa Delatorre
Co-Adviser: Luis Fernando Revers

ABSTRACT

Apple trees require cold stimulus for leaf shedding at the end of the
growth cycle and for winter dormancy. The non-occurrence of the appropriate
cold condition during the winter causes irregular sprouting and flowering,
resulting in deficient vegetative and reproductive growth. This study aimed to
characterize individuals from a F4 population derived from ‘Fred Hough’ and
‘M13/91’ for cold requirement associated traits, like vegetative bud burst and
flowering, to develop a genetic linkage map for both genitors and identify
QTLs associated with these traits. The F4 population showed segregation for
time for vegetative sprouting and time for flowering. A total of 729 and 711
functional SNP type markers were used to generate a map for each parent.
For both parents, 17 linkage groups were obtained; covering 1361 cM and
1066 cM for ‘M13/91’ and ‘Fred Hough’, respectively. The position of the SNP
loci in the obtained maps is consistent with the genomic sequence. At the
end of linkage group 9, major QTLs genetically associated with the
agronomical traits evaluated were identified for both genitors. In this region of
the linkage group 9, four SNP markers were significantly associated with the
major QTLs for vegetative bud burst and time of flowering, explaining 32,3%
to 73,4% of the total phenotypic variation observed. Our results demonstrate
that the same region of linkage group 9 contains important genetic
determinants for the control of time of bud burst and flowering. Moreover,
assessing the genomic sequence in this region, two predicted transcripts with
similarity to the Flowering Locus C from Arabidopsis thaliana were identified.

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (83
p.) July,2012.
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1 INTRODUCAO

O mais provavel centro de origem da macieira encontra-se localizado
na regido entre o Caucaso e o Leste da China. Acredita-se que o
desenvolvimento das espécies atuais tenha iniciado apds o final da ultima
era glacial. O seu cultivo pelo homem remonta a milhares de anos.

A macieira € uma fruteira de clima temperado (FCT), que sofre
estimulo do frio para a queda das folhas ao final do ciclo e a dorméncia
hibernal. Para que um novo ciclo vegetativo e reprodutivo seja estabelecido
€ necessario um determinado acumulo de frio intenso e regular. Entre as
FCT, a macieira é considerada uma das mais exigentes em frio para a
quebra da dorméncia das gemas. A nao ocorréncia adequada de frio no
periodo do inverno resulta em brotacdo e florescimento irregulares,
resultando em desenvolvimento vegetativo e reprodutivo deficientes.

As principais cultivares utilizadas nos centros produtores do
Hemisfério Norte e da Regido Sul do Brasil requerem um elevado numero de
horas de frio (temperaturas abaixo de 7,2°C), para que ocorra a quebra da
dorméncia das gemas, obtendo-se, assim florescimento, brotagcdo e
frutificacdo normais. De maneira geral, as cultivares comerciais cultivadas no
Brasil exigem, entorno de 800 horas de frio. Mas, com as mudancgas

climaticas ocasionadas pelo aquecimento global que tendem a contribuir



para um cenario desfavoravel, projeta-se um aumento na temperatura da
Regiao Sul entre 1,0 e 2,5°C até 2050, resultando em menor acumulo de
horas de frio. Estas mudancas exigirao cultivares cada vez menos exigentes
em horas de frio hibernal para que a cadeia produtiva brasileira de maca
permanega competitiva.

Atualmente, a producao de macas no Brasil permite a exportacdo da
fruta. Na safra de 2008-09 a producao da fruta foi de 1.184,3 mil toneladas
em uma area de 36,3 mil hectares, segundo dados do IBGE (2010). Em
2010, o Brasil exportou em torno de US$ 55 milhdes desta fruta (IBRAF,
2010). A Regiao Sul é a maior produtora de maga do pais, sendo os polos
de Vacaria (RS), Séo Joaquim (SC) e Fraiburgo (SC) os mais adequados
para o cultivo, devido as condi¢des climaticas favoraveis, que possibilitam a
producao de frutos com qualidade elevada.

As duas cultivares mais produzidas sdo a Fuji e a Gala, ambas
altamente exigentes em frio. Ha tendéncia de substituicdo destas por clones
(mutagdes) com coloragao mais acentuada de vermelho, que é associada,
pelo consumidor, a uma maior qualidade dos frutos. Com o avanco do
melhoramento genético foram desenvolvidas, no Brasil, cultivares comerciais
com menor exigéncia de frio, como a cultivar Eva, desenvolvida pelo Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR), que necessita de 300 a 350 horas de frio
para que a quebra de dorméncia ocorra naturalmente e, que é
comercializada nos meses de dezembro e janeiro. Outras cultivares, como
Daiane (resistente a mancha de Glomerela), Imperatriz (dupla finalidade —

polinizadora e produtora) e Monalisa (resistente a sarna da macieira e com



pouco requerimento de frio) vem sendo introduzidas, porém ainda
representam menos de 5% da area plantada.

Em espécies perenes, o uso de biotecnologia, associada ao
melhoramento classico, possibilita acelerar o desenvolvimento, reduzir a
area necessaria para avaliagao e, por consequéncia, disponibilizar mais
rapidamente aos produtores as novas cultivares que minimizem os riscos de
producao.

Para permitir a transferéncia de genes envolvidos na redugdo do
requerimento de frio para gendtipos com qualidade agronbémica, via
transgenia ou selegcdo assistida, faz-se necessario o conhecimento dos
mecanismos responsaveis pelo processo de dorméncia e do seu controle
genético. Uma das alternativas para iniciar investigacdo neste sentido, é a
construcdo de um mapa genético, que permitira identificar as regides
genbmicas potencialmente associadas a caracteres agronOmicos
relacionados ao requerimento de frio hibernal e contribuir para o
desenvolvimento de marcadores moleculares como ferramentas adicionais

na selegcado de gendtipos com menor requerimento em frio hibernal.



Hipotese cientifica
e Locos de marcadores funcionais do tipo SNP podem estar localizados
em regides proximas de genes controladores do processo de
dorméncia e, que se encontram associados a QTLs (Quantitative Trait
Loci) com efeito sobre caracteres agronémicos associados ao

requerimento de frio hibernal.

Objetivo principal

Construir um mapa genético referéncia para identificacdo de QTLs
associados a caracteres de interesse agronbémico e com potencial para o
desenvolvimento de marcadores moleculares para uso na sele¢ao assistida

de gendtipos de magad com melhor adaptacéo ao sul do Brasil.

Objetivos especificos
e Construir um mapa genético de ligagdo em populagdo clonal Fy,
resultante do cruzamento entre gendtipos de maga com contraste
para o carater requerimento de frio hibernal.

e Mapear QTLs associados ao requerimento de frio hibernal em maca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A macga é uma fruta de clima temperado cujo centro de origem ¢é a
regido entre o Caucaso e o Leste da China. Pertencente a familia Rosaceae,
agrupando 100 géneros e mais de 2000 espécies (EPAGRI, 2006). As
cultivares modernas sao resultado da hibridizacdo de Malus sylvestris com
outras espécies de Malus (Harris et al., 2002; Cornille et al.,, 2012). A
producdo comercial da fruta €& dominada por seis cultivares que
correspondem por 50% da produgdo mundial, mesmo existindo mais de
7500 cultivares disponiveis no mundo (Way et al., 1990; EPAGRI, 2006).

O Brasil encontra-se entre os vinte maiores produtores mundiais de
maca, a producgao na safra de 2009/ 2010 segundo o IBGE (2011) foi de 1,3
milhdes de toneladas. O rendimento médio por hectare foi de 33,1 toneladas
em area colhida de 38,6 mil hectares. Na América Latina, o Brasil alterna a
segunda posi¢ao no ranking, com a Argentina, sendo o Chile o principal
produtor (FAO, 2010).

Os principais estados produtores de maga sido Santa Catarina,
responsavel por 59% da produgao nacional, Rio Grande do Sul, responsavel
por 46% e Parana com 4% da produgao (IBGE, 2010). No Rio Grande do Sul
a produgao se concentra em 28 municipios com 608 produtores — que juntos

totalizam area de 14,9 mil hectares. Os principais municipios sao Vacaria,



com 6,9 mil hectares, Caxias do Sul, com 2 mil hectares, Bom Jesus, com

1,7 mil hectares e Muitos Capdes, com 870 hectares (AGAPOMI, 2011).

2.1.1 Descrigéo da planta

A macieira € uma espécie de fruteira lenhosa e decidua. Faz parte da
subfamilia Pomoideae, que se caracteriza por possuir um receptaculo
profundo em forma de taga, cujas paredes inferiores se unem aos carpelos.
Estes se unem e contem geralmente dois ovarios. O fruto € um pomo,
formado por um receptaculo carnudo que envolve o0s ovarios, nos quais o
endocarpo pode ser coriaceo ou pétreo e, na maior parte das cultivares,
apresentam mais de uma semente (EPAGRI, 2006).

A macad (Malus X domestica, Borkh) € uma espécie dipldide e o
conjunto basico de cromossomos € n = 17. Entretanto, sdo encontradas
variedades tripldides, tetrapléides e hexapldides, que surgiram
espontaneamente através de fertilizagdo entre gametas ndo reduzidos
(Huaracha et al., 2004; Petri, 2002). O tipo de reprodugédo predominante é a
alogamia, mesmo sendo considerada uma planta mondica — ja que possui
flores hermafroditas com gineceu e androceu viaveis. A polinizagédo cruzada
€ necessaria devido a autoincompatibilidade existente em muitas cultivares
de macieira (Weirtheim & Schimdt, 2005), limitando a autofertilizagdo de
flores e diminuindo a frutificagdo. A autoincompatibilidade é determinada
geneticamente pelos alelos-S, ocorrendo a inibicdo do desenvolvimento do
tubo polinico quando o alelo-S do pdlen for similar ao dos expressos no

pistilo (Olmsted, 1989). A polinizagao é realizada por insetos (Petri, 2002).



A macieira é considerada uma planta de dias neutros para muitos dos
seus processos como, por exemplo, para retengdo da folha, que parece
estar ligada a auséncia de fotoperiodismo. Desta forma, a senescéncia e a
abscisao da folha (na entrada do outono) supostamente sao reguladas pelas
baixas temperaturas e nao sofrem influéncia do comprimento do dia
(EPAGRI, 2006).

Na macieira todos os brotos tém origem nas gemas. Estas podem
estar dispostas ao longo de brotos longos ou nos esporbes; quanto a
posicao podem ser gemas apicais/ terminais (na ponta dos ramos) ou gemas
laterais (na axila da folha). A formagcdo das gemas apicais pode ser
considerada uma continuacdo do eixo apés o término do crescimento. O
desenvolvimento das gemas laterais se da a partir de pequenas secgdes do
meristema apical que permanece nas axilas das folhas (Jackson, 2003).

O sistema de brotos na macieira € formado por brotos longos (maior
que 20 cm), brindilas (entre 5 e 20 cm) e esporbes (menor que 5 cm),
(Segura et al.,, 2007). Os brotos podem ser classificados em trés tipos -
brotos de lenho com gemas laterais de folhas (frequentemente terminados
em gema mista), brotos auxiliares com uma a duas folhas formadas na
mesma estacao de crescimento e uma gema dormente, e brotos vegetativos
longos desenvolvidos ao final da estagdo de crescimento com entrends
curtos e indumento (EPAGRI, 2006).

As flores de macieira se diferenciam e se desenvolvem dentro das
gemas apicais dos esporbes ou nas gemas apicais ou laterais dos ramos
longos. A transicdo de gema vegetativa para mista ocorre apenas apos a

estrutura vegetativa da gema estar completa. Inumeros fatores estdo



envolvidos na proporgcao de gemas que deveriam dar origem a flores e que
efetivamento dao. Estes fatores de controle podem envolver o equilibrio
hormonal (Hoad, 1984), a disponibilidade de nutrientes (principalmente
carboidratos) (Sachs, 1977) e a interagao destes (Ryugo, 1986).

As primeiras folhas a emergir em macieira sdao as das gemas
presentes nos espordes (Forshey et al., 1987). As demais folhas se
desenvolvem nas brotagbes novas, nas gemas laterais, apicais e nos
espordes. O numero de folhas produzidas pela planta sofre redugao sob
estresse hidrico e deficiéncias nutricionais, e esta vinculado ao controle

hormonal.

2.1.2 Fenologia

A fenologia é o estudo da ocorréncia de eventos biolégicos repetitivos
e as causas destes em relacao as forcas seletivas bidticas e abidticas, assim
como da sua inter-relacdo entre as fases caracterizadas por estes
acontecimentos, dentro de uma espécie ou de varias espécies (Lieth, 1974).

O conhecimento da fenologia auxilia no entendimento da regeneragao
e reproducao das plantas. A partir da necessidade de detalhamento claro e
objetivo das etapas de desenvolvimento das plantas surgiram os estadios
fenolégicos que compdem as escalas fenoldgicas. Atualmente, existem
escalas fenoldgicas que sao utilizadas para diversas espécies, e possibilitam
a descricao e reproducido do ciclo da planta, por estadios bem
caracterizados (Maia Rego et al., 2007).

Meier e colaboradores (1994) desenvolveram uma chave para

identificacdo e estabeleceram estadios fenologicos de crescimento para



macieira e pereira — Pome fruit/ Biologishe Bundesanstalt, Bundessortenamt
and CHemical Industry (BBCH) scales.

A fenologia de uma espécie nao € fixa, podendo ser alterada pelo
efeito interativo entre fotoperiodo e temperatura. Uma mesma variedade
pode alongar ou reduzir o ciclo dependendo das combinagbes de
temperatura e fotoperiodo (Maia Rego et al., 2007). Sendo assim, a
fenologia de floragao também é influenciada pelas alteragdes no ambiente,
tais como a amplitude da estacdo chuvosa ou alteragcdes de temperatura,
mudancgas que podem acontecer com relativa rapidez (Franks et al., 2007).

Nas plantas, o desenvolvimento é afetado de forma direta pela
temperatura do ar. Portanto, em locais ou épocas mais quentes, o
desenvolvimento € mais rapido, resultando na precocidade das plantas.
Quando a oscilagao térmica anual for acentuada, muitas espécies perenes
entram em dorméncia no periodo de inverno, para se proteger de
temperaturas baixas (Maia Rego et al., 2007). Somente apds a ocorréncia de
uma determinada quantidade de horas de frio, ha a liberacdo da dorméncia e
retomada do crescimento.

No Brasil, a reducdo do numero de horas de frio esta sendo
observada, por diversos grupos de pesquisa que trabalham com a hipotese
de que isto tera um efeito sobre o padrao fenoldgico e a produtividade das
espécies de clima temperado (Assad et al., 2004). Em trabalho desenvolvido
em Vacaria avaliando a influéncia da temperatura em cultivares de macieiras
observou-se que a fenologia varia entre safras, sobretudo em fungdo da
temperatura do ar, sendo que o numero de dias entre eventos fenoldgicos

aumenta a medida que diminui a temperatura minima do ar (Cardoso, 2011).



10

Em macieiras, quando a exigéncia de frio ndo é satisfeita, muitas gemas
vegetativas e floriferas permanecem dormentes, mesmo que as condicdes
ambientais sejam favoraveis ao crescimento (EPAGRI, 2006).

O tipo de porta-enxerto tem maior influéncia no vigor das plantas de
macieira, mas outros fatores causam interferéncia. Esta influéncia pode ser
sobre a planta como um todo ou sobre o vigor das suas diferentes estruturas
de frutificagdo. No primeiro caso, ocorre por um desequilibrio nutricional ou
problemas fisicos inerentes ao solo. Quando ocorre em ramos isolados, nas
estruturas de frutificacdo, pode ser consequéncia de fatores ambientais

como luminosidade e temperatura (Forshey, 1986).

2.1.3 Condicdes climaticas para a macieira

A macieira por ser uma fruteira de clima temperado apresenta
problemas na adaptacédo climatica. O objetivo principal na busca por
variedades mais adaptadas as condi¢des climaticas do Sul do Brasil é por
gendtipos de baixo a médio requerimento de frio hibernal (entre 50 — 400
horas de frio), capazes de superar a dorméncia, juntamente com elevada
exigéncia em horas de calor para o inicio da floragdo. Pois, as mudancgas
climaticas, ocasionadas pelo aquecimento global, tendem a contribuir para
um cenario desfavoravel. Projeta-se um aumento na temperatura da Regiéao
Sul entre 1,0 e 2,5°C até 2050, resultando em menor acumulo de horas de
frio. Essas novas cultivares seriam mais adaptadas aos invernos mais
amenos e com flutuagao de temperatura, mas ndo se mostram adequadas
para longos periodos de armazenagem em camaras frias (Pommer &

Barbosa, 2009). Além disso, como os invernos, na Regido Sul, séo
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marcados pela ocorréncia de curtos periodos com temperaturas elevadas
(conhecidos como veranicos), as cultivares com baixo requerimento de frio
como a ‘Anna’ correm o risco de brotarem antes da primavera levando a
perdas no pomar por geadas.

A medida de frio pode ser realizada de diversas maneiras, utilizando
como base a temperatura de 7,2°C ou abaixo, proposta por Weinberger
(1950) e Doorenbos (1953), ou acima, como sugerido por Erez & Lavee
(1971).

Richardson et al. (1974), com base no trabalho de Erez & Lavee
(1971), criaram um método atribuindo diferentes valores para cada
temperatura, apresentando o método de Utah para ser utilizado na cultura do
pessegueiro. O método considera que as temperaturas efetivamente
funcionais para superacao da dorméncia encontram-se entre 1,5° e 12,4°C,
sendo a faixa 6tima entre 2,5°C e 9,1°C. A adaptacao do método de Utah
por Shaltout & Unrath (1983) resultou no “Modelo Carolina do Norte”
utilizado comumente na cultura da maca. Neste modelo a faixa funcional
esta situada entre 1,6°C e 16,4°C, com pico maximo em 7,2°C.

Com base na teoria de que dois fatores sao responsaveis pela
floracdo em frutiferas caducifélias foi desenvolvido um modelo estatistico
para determinar as unidades de frio e os graus-dia acumulados, sendo estes
os fatores (Ashcroft et al., 1977).

Os modelos de Utah e Carolina do Norte foram adaptados por Ebert
et al. (1986) para as condi¢cdes do Sul do Brasil. A adaptagdo consistiu em

que as altas temperaturas resultassem da acumulagéo negativa de frio pelo
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tempo decorrido de até 96 horas apds o registro da ultima unidade positiva
de frio.

As cultivares Gala e Fuji sdo as mais cultivadas devido as suas
caracteristicas de sabor e aparéncia, representam em torno de 95% da éarea
cultivada com macieiras e sao altamente exigentes de frio (IBRAF, 2010). Ja,
as cultivares Eva, Anna e Condessa se caracterizam por requererem menor
quantidade de horas de frio (IAPAR, 2012; Ribeiro, P.A., 1985; Denardi &
Camilo, 1998).

Para a produgao econdmica de macas € necessario que a quebra de
dorméncia seja adequada, pois a produgao de frutos esta relacionada com o
numero de flores e o indice de area foliar. Nos locais em que ndo ha um
adequado acumulo de frio durante o inverno, existe a possibilidade de
ocorrer a assincronia entre o florescimento das cultivares produtoras e suas
respectivas fornecedoras de podlen (Soltész, 2003). Diversos métodos
quimicos que utilizam reguladores de crescimento e compostos minerais sdo
utilizados para quebra de dorméncia visando um florescimento adequado
(Petri, 1997; Botelho & Muller, 2007; Mohamed, 2008). Dentre os diversos
indutores de brotacao disponiveis no mercado, os mais utilizados no sistema
brasileiro de producdo de magas sdo a cianamida hidrogenada (H2CN) e o
Oleo mineral (Petri et al., 2006). Porém, a adogao da producgédo integrada de
frutas para macieira e produgéo organica vem restringindo o uso de produtos
quimicos para a quebra de dorméncia. Ja que, para esses sistemas de
produgao agricola existem restrigdes ao uso de produtos industrializados. E,

com a falta de alternativas para contornar a flutuagado da temperatura nos
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invernos amenos, tem-se um grande limitador para a manutencado da

producao sustentavel e exportacao do produto (Sanhueza et al., 2003).

2.1.4 Dorméncia na macieira

As caracteristicas genéticas da dorméncia podem ser controladas por
fatores intrinsecos na gema (endodorméncia), por fatores da planta - mas
fora da gema (paradorméncia) e por fatores ambientais (ecodorméncia)
(Lang et al., 1997).

Os dois fatores ambientais que induzem mudanga de paradorméncia
(dorméncia de verao ou inibicao correlativa) para endodorméncia (dorméncia
de inverno ou de descanso) em gemas e, simultaneamente o inicio da
aclimatacao ao frio, sdo a reducdo do fotoperiodo e da temperatura. Na
estagdo de inverno, as gemas passam de endodormentes para
ecodormentes (dorméncia imposta ou quiescéncia) e os tecidos vegetais se
encontram mais resistentes ao frio (Nissila & Fuchigami, 1978). Com o inicio
da primavera as temperaturas se elevam, estas mudancas resultam na saida
da dorméncia e retorno do crescimento nos tecidos das plantas. Assim, um
ciclo consecutivo de entrada e saida da dorméncia no ciclo de uma planta
lenhosa de crescimento anual (Fuchigami et al., 1982) é sobreposto no
desenvolvimento sazonal e consequente perda de resisténcia a frio.

A entrada em dorméncia na macieira € um mecanismo para
sobrevivéncia em baixas temperaturas, pois durante este periodo as
atividades metabdlicas sédo reduzidas. Para que na primavera a planta inicie
um novo ciclo vegetativo, faz-se necessaria a exposicado a um determinado

periodo com baixas temperaturas — para o acumulo necessario de frio. A
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intensidade e regularidade de baixas temperaturas sdo essenciais, ja que se
ocorrer oscilacdo durante este periodo pode ocasionar uma dorméncia
prolongada ou brotacao e floragdo desuniformes (Cook & Jacobs, 2000). Em
macieira, a suspensao do crescimento e indugdo da dorméncia nao estao
relacionadas ao fotoperiodo, mas a temperatura (Heide & Prestrud, 2005).

Labuschagne e colaboradores (2002a) obtiveram como resultado no
estudo da dorméncia em macieiras na Africa do Sul, regido com condices
climaticas similares as do Sul do Brasil, que sem aplicacdo de produtos
quimicos para quebra da dorméncia, a necessidade de frio das cultivares
nao foi satisfeita. Estas apresentaram sintomas de dorméncia prolongada -
que incluiam descanso prolongado, brotagcdo dessincronizada e redugao da
ramificacao.

A dominancia apical € um dos processos reponsaveis pela inibicado do
desenvolvimento do meristema vegetativo, sendo imposta pelas folhas em
gemas auxiliares. A desfolha no periodo do verdo resulta em floragdo em
pessegueiros (Lloyd & Couvillon, 1974). Estes processos sao conhecidos
como inibicdo correlativa, que é externa e, geralmente, ocorre a certa
distdncia a partir do meristema inibido. Este mecanismo de inibicdo
apresenta implicagdes para os fatores morfogenéticos que determinam a
estrutura de arvore (Champagnat, 1989).

O principal mecanismo de controle da dorméncia em gemas, no
periodo correspondente ao verao e inicio do outono, € a inibigao correlativa,
quando estas se encontram paradormentes (Lang, 1987). Durante este
periodo a brotacédo das gemas pode ser estimulada se a fonte de inibigao

correlativa for removida. Ja, no periodo correspondente ao inverno (maio,
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junho e julho no hemisfério sul), € necessario um estimulo maior para a
superagdo da dorméncia nas gemas, pois estas se encontram em
endodorméncia. ApoOs o acumulo de frio hibernal, as gemas podem, mais
uma vez, serem induzidas a brotagao sob condigbes ambientais propicias ou
controladas. = A manutengcdo da dorméncia a campo é devido as
temperaturas baixas, com o aumento destas ocorre a saida da
ecodorméncia que no hemisfério sul corresponde ao periodo de agosto e
setembro. Com base em estudos realizados - a interagao entre esses trés
tipos de dorméncia se sobrepdem no tempo e pode envolver mecanismos
em comum.

Um dos tipos de inibigao correlativa € a dominancia apical, na qual as
gemas laterais dormentes utilizam muito pouco dos recursos da planta. Se a
porcdo apical de um broto for retirada por animais, ou se um ramo for
quebrado ou podado, as gemas laterais sao liberadas da dorméncia e
crescem novos ramos. Entdo, as gemas mais proximas da gema apical
removida brotam, e rapidamente a dominancia apical é restaurada. Este
processo tem a funcido de conservar as fontes de fotoassimilados através da
reposi¢ao da area fotossinteticamente ativa. Barlow & Hancock (1960, 1962)
comprovaram que com a remoc¢ao de folhas novas, ou do ponteiro, as
gemas laterais brotam. A retirada de parte do tecido ou anelamento do caule
(casca e cambio), acima de uma gema lateral, promove a brotagdo desta
(Greene & Autio, 1994). Faust (1989) observou que ao vergar um ramo
horizontalmente promove-se a brotacdo das gemas laterais da porgao

superior do ramo. Nestes casos, a translocacao de fitohormoénios,
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especialmente auxinas, e a velocidade de transporte de assimilados no ramo
estao envolvidos no controle da dorméncia.

As cultivares de maca apresentam grande diferenca no grau de
dominancia apical. No trabalho de Volz et al. (1994), as plantas da cultivar
Fuji, que nao receberam tratamento para quebra de dorméncia, ramificaram
menos que as cultivares Braeburn ou Gala. Mas, quando as trés cultivares
receberam tratamento com horménios, a ramificacdo foi similar. No entanto,
cultivares com baixo requerimento de frio, como Anna, ndo apresentam
evidéncia direta que possuam dominancia apical menor que as com elevado
requerimento de frio (Faust et al., 1995).

Os determinantes genéticos da dorméncia e as caracteristicas afins,
tal como tempo de brotagao vegetativa inicial, ainda necessitam de mais
estudos para a compreensdo dos seus mecanismos, e isso dificulta o
melhoramento genético desses caracteres. Hauagge & Cummins (1991) em
estudo sobre o requerimento de frio em macieira, estimaram a herdabilidade
no sentido amplo para o periodo de dorméncia das gemas vegetativas em
43 clones que se desenvolveram sob condicdes simuladas de inverno
subtropical em 0,76 + 0,04 (em 1986) e 0,81 £ 0,04 (em 1987). Estes autores
concluiram que o caracter baixo requerimento de frio na cultivar Anna é
controlado por, pelo menos, um gene dominante e que genes menores
interagem para modular os seus efeitos. Em cultivares com baixo
requerimento de frio as gemas apresentam uma dorméncia menor.

O caracter tempo de brotagédo vegetativa inicial esta relacionado com
endodorméncia (Bradshaw & Stettler, 1995), mas varias outras

caracteristicas podem ser associadas com a dorméncia, tais como a posicao
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e numero de brotos (gemas) e duracédo da brotagdo. O requerimento de frio
hibernal é considerado, por diferentes autores, uma caracteristica genética
complexa - multigénica ou parcialmente controlada por multiplos genes
(Dennis, 1987; Howe et al., 2002; Frewen et al., 2000). A variacdo genética
para necessidade de frio foi investigada por Labuschagné et al. (2002b),
para o tempo de brotagdo, reprodutivo e vegetativo, a herdabilidade no
sentido amplo foi em média de 75% e 69%, respectivamente - indicando alto

grau de determinagao genética.

2.1.5 Melhoramento genético da macieira

O melhoramento genético da macieira tem como principais objetivos a
busca por maior produtividade, sabor, aparéncia, tolerancia ao
armazenamento e resisténcia a doencgas. Muitos anos de pesquisa sio
necessarios para o desenvolvimento de uma nova cultivar de macga. A
macieira possui periodo de juvenilidade de quatro a dez anos (Visser, 1967),
0 que torna longo o periodo de selegao, ja que caracteristicas produtivas sé
podem ser avaliadas apos o término deste periodo (Janick et al., 1996). No
entanto, Sestras e colaboradores (2010) desenvolveram um estudo com
hibridos de maca resultantes do cruzamento de cultivares comerciais com
espécies silvestres (Malus coronaria, M. floribunda, M. niedzwetzkyana, M.
Zumie M. Prunifolia) que apresentaram periodo de juvenilidade de 6 a 9,3
anos.

Visser (1970) observou na selegdo de plantulas de macieira para a
caracteristica vigor — as que tiveram maior vigor inicial apresentaram

posteriormente maior eficiéncia para reprodugao, reduzindo o tempo em
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todas as etapas — desde o viveiro até a propagagao das arvores. E, a
probabilidade de encontrar variedades precoces aumentou dentro deste
grupo.

Nos programas de melhoramento de macga, o periodo de juvenilidade
determina o numero de anos necessarios até que os genotipos, resultantes
dos cruzamentos, possam ser avaliados para os objetivos especificos. O
que, resulta em uso de espaco e custo de mao de obra elevado. Por isso, a
adogao de ferramentas de biotecnologia, que permitam reduzir o tempo para
selecao de novas cultivares de maga e dinamizem este processo, é
necessaria. Assim, tem-se procurado utilizar a selegcao assistida por
marcadores moleculares, visando reduzir o numero de gendtipos a serem
mantidos até a idade produtiva (Maliepaard et al.,1998). Os marcadores
moleculares sdo segmentos de DNA, identificados por técnica especifica,
que permitem diferenciar dois ou mais gendtipos e possuem segregagao
mendeliana. Diversos marcadores moleculares que marcam uma regiao do
genoma ligada a alguma caracteristica de interesse agronémico tém sido
desenvolvidos, permitindo assim a selecdo indireta das caracteristicas de
interesse, em geragbes segregantes precoces. Sdo também ferramentas
uteis para detectar variagbes no genoma e representam estritamente a
variagao genética — sem influéncia do ambiente (Borém & Caixeta, 2009).

Nos programas de melhoramento de frutiferas, os marcadores
representam uma ferramenta adicional, permitindo comparagao entre
individuos, identificagdo de duplicatas e classificagdo do germoplasma em

grupos de interesse (Engelborhset al., 1998). As avaliagées sao realizadas
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antes do material ir para o campo, reduzindo os custos e tempo para
produgao de novas variedades nos programas de melhoramento genético.

Os marcadores moleculares tém sido utilizados no melhoramento
genético de frutiferas para caracterizagcdo de germoplasma, estudos de
diversidade genética, construcdo de mapas genéticos, mapeamento de
QTLs e auxilio na selegao (Kijas et al., 1995; Crouch et al., 1998; Cipriani et
al., 1999; Ulanovsky et al., 2002; Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Durel et
al., 2007; Segura et al., 2007; lgarashi et al., 2008; Richards et al., 2008;
Cavana et al., 2008; Segura et al., 2008; Segura et al., 2009; Cabrera et al.,
2009; Moriya et al., 2009; Van Dyk et al., 2010; Moriya et al., 2010; Costa et
al., 2010; Guitton et al., 2011).

Dentre os tipos disponiveis de marcadores moleculares, os
microssatélites (SSR), que foram descritos por Hamada e colaboradores
(1982), sdo sequéncias formadas por um até seis nucleotideos, repetidas em
cadeia (tandem) e flanqueadas por regides conservadas nos genomas.
Essas regides repetitivas representam regides consideradas instaveis do
genoma, que se encontram sob alteragdes causadas por mutagdes a taxas
mais elevadas que as observadas em sequéncias nao repetitivas. Por serem
marcadores altamente polimorficos e multialélicos sao uteis nos estudos de
genética. As diferencas existentes nos alelos sdo decorréncia das repeticoes
distintas que ocorrem ao acaso, resultado do crossing over desigual ou
devido ao escape momentdneo da DNA polimerase (DNA polymerase
slippage) durante a replicagao da molécula de DNA (Liebhard et al., 2003).

Os marcadores moleculares do tipo SCAR (Sequence Characterized

Amplified Regions) pertencem a uma categoria de marcadores moleculares
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desenvolvida pela conversdao de um determinado marcador em outro.
Proposto por Paran & Michelmore (1993), SCAR é a conversao de
marcadores do tipo “Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso” (RAPD —
Random Amplification of Polymorphic DNA), gerados através de primers
curtos nao especificos (8 a 12 nucleotideos), em marcadores de sequéncia
especifica, isto é, a conversdao de um determinado amplicon com baixa
reprodutibilidade, ou dificil de ser interpretado, em um marcador fidedigno.
Isto ocorre devido ao maior tamanho dos primers (16 a 24 nucleotideos) e a
temperatura de pareamento (mais adstringente - amplificando bandas unicas
no genoma). Este tipo de marcador pode conter sequéncias de DNA
repetitivo e ser usado tanto como pontos de referéncia fisica quanto como
marcadores genéticos (Paran & Michelmore, 1993).

Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) sao
baseados na deteccdo de polimorfismos decorrentes da alteracdo de uma
unica base no genoma — A, T, C ou G. Sao de natureza bi-alélica, decorrente
de mutagcdo em uma unica base, e devem apresentar frequéncia de no
minimo 1 % na populagdo. Quando nao é possivel estimar essa frequéncia
o SNP é chamado de putativo, sendo encontrados tanto nas regides
expressas quanto nas nao-expressas. O sequenciamento de cerca de 85%
do genoma da cultivar Golden Delicious de macieira resultou na descoberta
de milhares de polimorfismos de DNA, cerca de 4,4 SNPs por quilobases
(kb) (Velasco et al., 2010). Ja, outros estudos indicam a ocorréncia de um
SNP a cada 149 pb dentro de sequéncias codificantes de ‘Royal Gala’
(Chagné et al., 2008) e, um SNP a cada 52 pb no germoplasma de Malus

(Micheletti et al., 2011). Diferentemente de outros marcadores, os SNPs
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quando utilizados para genotipagem nao se baseiam no comprimento dos
alelos, e seu reconhecimento pode ser automatizado (Giordano et al., 1999).

O desenvolvimento de consércios internacionais, como Durable Apple
Resistance in Europe (D.A.R.E.) e High-quality Disease Resistant Apples for
a Sustainable Agriculture (HIDRAS) e a colaboracdo entre grupos de
pesquisa, para dinamizar o conhecimento da gendmica estrutural e
funcional na maga, resultou na disponibilidade de marcadores
microssatélites, na geracdo de mais de 324 mil sequéncias expressas de
DNA (ESTs), na predicdo de mais de 23731 Unigenes e 110 UniSTS, na
identificacdo de mais de 1880 proteinas e no projeto de sequenciamento do
genoma pelo IASMA Research Center (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estes
esforgcos resultaram em metodologias, como o chip RosBREED_ Apple 10k,
que levarao a avangos significativos na selegao assistida por marcadores
moleculares e na identificacdo de genes e QTLs associados a fendtipos de
interesse agrondmico, permitindo que a macieira constitua um modelo de
fruta climatérica para estudos de adaptacdo as mudangas sazonais
(dorméncia e vernalizagao) e dos efeitos sobre a produtividade.

O termo QTL é utilizado para nominar as regides cromossOmicas
(locos) que controlam os caracteres quantitativos (Falconer & Mackay,
1996). Os mapas genéticos, ou mapas de ligagdo, sao representacoes
graficas da localizagao relativa de segmentos de DNA e/ou caracteres
fenotipicos nos cromossomos de uma espécie, determinada pela frequéncia
de recombinacdo destes marcadores ou caracteres em uma populacéo
segregante. O conhecimento de informagdes, como a localizagao dos QTLs

nos grupos de ligagdo, caracterizacdo e quantificagcdo de seus efeitos,
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numero de locos associados a determinado carater e distribuicdo no genoma
permitem o estudo das suas herancgas, ajudando no aperfeicoamento dos
métodos de selecao e melhoramento (Vieira et al., 2006).

Os mapas genéticos, além de possibilitar o estudo e a localizacao dos
QTLs e a determinagao de seus efeitos, permitem a pesquisa em diferentes
areas, tais como, o conhecimento da estrutura do genoma, a clonagem de
blocos de genes de interesse e o estudo de sintenia em espécies
relacionadas (Liu, 1998). As etapas para a construgdo de um mapa de
ligacdo envolvem a escolha dos genitores para cruzamento (maior
polimorfismo genético), o desenvolvimento de uma progénie segregante,
obtengcdo de marcadores contrastantes entre os genitores com segregagao
mendeliana na populacdo de mapeamento e estabelecimento da ordem dos
marcadores e da distancia entre eles.

O recente sequenciamento do genoma da macieira por um grupo de
86 cientistas liderados por Velasco (2010) possibilitara a identificagdo de
genes quando QTLs forem identificados. Ja foram identificados QTLs para
as caracteristicas de crescimento, qualidade de fruto, pragas e doengas. Os
genes Rvi6 e Rvi2 foram associados a sarna em macieira por Bus et al.,
(2002), e dois marcadores encontram-se associados com os genes ACS1 e
ACOL1 para firmeza da polpa/ amolecimento (Oraguzie et al., 2004; Zhu &
Barritt, 2008).

Para o mapeamento de espécies perenes sao necessarias estratégias
que requeiram o desenvolvimento de poucas geragdes (reduzindo o tempo
necessario na formagao da populagao), ja que possuem um ciclo de vida

longo. O mapeamento genético deve ser realizado em populagéo Fq, que
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devera possuir um alto grau de segregacdo para a caracteristica de
interesse, pelo método duplo pseudo-cruzamento teste (Grattapaglia &
Sederoff, 1994). Este é o método mais utilizado para espécies perenes e de
polinizagao aberta, como no caso da macieira.

Esse método consiste na geracdo de progénie (irmaos completos)
resultante do cruzamento entre plantas altamente heterozigotas. A progénie
€ equivalente a de um cruzamento teste para cada um dos locos que for
heterozigoto em um pai e homozigoto em outro, segregando na proporgao
1:1 para estes locos. A confirmagao € posterior tanto no gendtipo parental
quanto na progénie segregante. Sendo que um dos genitores € utilizado
como testador pela possibilidade de apresentar homozigose para o loco sob
analise, e se estabelecem duas analises - uma para cada genitor gerando
dois mapas que podem ser unidos posteriormente (Vieira et al., 2006).

A eficiéncia da constru¢ao do mapa de ligagao genética pelo método
duplo pseudo-cruzamento teste depende do valor de heterozigose genética
na espécie e da quantidade de polimorfismo detectado entre os gendtipos

pelos marcadores genéticos utilizados (Cervera et al., 2001).



3 MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo de caracteres associados ao requerimento de frio foi
utilizada uma populagéo F4, originada do cruzamento entre ‘M13/91’ e ‘Fred
Hough’ (Tabela 1) e desenvolvida pelo programa de melhoramento da
Epagri - Estagdo Experimental de Cagador em 2007, localizada no municipio
de Cacador — SC, latitude 26°42°32" sul, longitude 51°00°50" oeste e altitude
de 960 metros. O cruzamento foi feito em 2003, as sementes foram
germinadas durante o outono/ inverno de 2004 e os seedlings foram
transplantados para viveiro no inverno de 2005. Os gendtipos foram
enxertados sobre porta-enxerto M9 em abril de 2009. Este se caracteriza por
adequado controle do vigor da planta, capacidade de induzir indice de
frutificagao rapidamente, 6tima produtividade e producéao de frutos de melhor
qualidade. A enxertia foi realizada na sede da empresa Lazzari no municipio
de Vacaria — RS, onde as plantas permaneceram na camara fria pelo
periodo de 90 dias. Apds, foram plantadas no pomar da mesma, sendo
transferidas para os pomares definitivos em agosto de 2010, quando foram
estabelecidos os pomares em duas areas experimentais da Embrapa Uva e

Vinho, em Bento Gongalves e em Vacaria — RS (Apéndice 1).
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TABELA 1. Genealogia dos genitores ‘M13/ 91’ e ‘Fred Hough’ de maca e o
requerimento de frio (horas de frio < 7,2°C).

Genotipos Genealogia Requerimento de frio
M13/ 91 Mollie’s Delicious/ Princesa até 450
Fred Hough NJ-76/Coop-14 550 a 600

Concordante as caracteristicas genéticas dos genitores, era esperado
que a populagdo para mapeamento, dentre muitas outras caracteristicas,
segregasse também para requerimento de frio.

A populagao estabelecida nos campos experimentais foi composta
por 163 gendtipos em Bento Gongalves e 127 gendtipos em Vacaria. A
diferenca no numero de gendtipos nos campos deve-se a falhas nas
enxertias. Mesma razéo pela qual os genitores também ndo se encontram
nos campos experimentais, mesmo tendo sido realizadas duas tentativas em
anos subsequentes. No ano de 2011, foi obtido sucesso, porém sem tempo
habil para o plantio do pomar definitivo. Como os genitores seriam utilizados

na referéncia fenoldgica, isto nao interferiu na prospeccao dos QTLs.

3.1 Avaliacéo fenotipica

A avaliagao fenotipica foi realizada em plantas re-enxertadas, em
2009 para plantio em 2010 nos pomares experimentais da Embrapa Uva e
Vinho, localizados no municipio de Bento Gongalves-RS (Lat. 29° 09'S,
Long. 51° 31'W e altitude de 640 metros) e Vacaria-RS (Lat. 28° 33’S, Long.
50° 57°'W e altitude de 955 metros). As avaliagbes de campo foram
realizadas durante a estacdo de crescimento de 2011/2012. No pomar de

Bento Gongalves-RS, durante o inverno de 2011, ocorreu um acumulo de
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474,15 horas de frio (HF) e no pomar situado em Vacaria-RS ocorreu um
acumulo de 885 horas de frio (HF) (Apéndice 2).

O manejo do solo seguiu as recomendacbes para a cultura da
macieira. A aplicacdo de fungicidas e inseticidas foi realizada segundo
recomendagao técnica para controle de oidio, mancha de gala, sarna,
pulgédo e grafolita. As plantas ndo sofreram podas ou praticas de condugéao
durante o periodo de coleta dos dados.

A ocorréncia de cancro (Cryptosporiopsis perennans) nos ramos das
plantas, nos dois pomares - Bento Gongalves e Vacaria-RS, fez necessaria a
raspagem do tecido infectado no caule e nos ramos. Apés, foi realizada a
aplicagao de pasta fungicida a base de benomyl + cobre + adesivo (tinta), na

proporcao de 3:1:5 conforme recomendacao técnica.

3.1.1 Caracteres avaliados

Os caracteres fenotipicos avaliados foram:
o Data de brotacédo vegetativa (Bud_Veg): obtida através da anotacao
do dia, no qual o gendtipo apresentava uma gema com ponta verde (C);
o Data de floragcdo (Bud_Flo): obtida pela anotagdo do dia, em que o
gendtipo apresentava a primeira gema mista com pontas verdes (C);
o Data em que o gendtipo apresentou percentual de 50% (Flo50) de
gemas mistas abertas.

Os pomares foram avaliados trés vezes por semana, a partir de
primeiro de agosto de 2011 (data zero) até 31 de janeiro de 2012. Para o

pomar de Bento Gongalves foram anotados trés periodos de floragéo, ja
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para o pomar de Vacaria foram consideradas as datas da floracdo mais
abundantes para o periodo de floracéo.

Para brotagdo vegetativa e florifera foi considerada a gema como
brotada quando esta apresentava as primeiras folhas verdes conforme a
Figura 1. A avaliagdo dos caracteres foram com base na escala fenologica
da BBCH (Meier et al., 1994) e na portaria n® 1 (2000) com os descritores de

macieira do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

FIGURA1. Gema apical de macieira no estadio de brotagao, primordios
foliares indicados pela seta. Embrapa Uva e Vinho, Bento
Goncalves-RS, 2011.

Os graus-dia foram calculados para o ano de 2011 a partir da data
zero até janeiro de 2012, segundo a equacgao propostas por Vila Nova et al.
(1972):

GDA = Tmed — Tb, para Tm>Tb

Sendo GDA: graus-dia acumulados a partir da data zero, Tmed a
temperatura média diaria (°C), Tm a temperatura minima diaria (°C), e Tb a
temperatura base inferior (°C). Considerou-se como temperatura base

inferior 4,5°C, sendo esta a temperatura necessaria para o desenvolvimento

de gemas de frutiferas temperadas (Richardson et al., 1975).
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3.2 Extracao e quantificacdo do DNA

O DNA gendmico dos genitores e de 192 individuos da populagao foi
extraido de folhas jovens, segundo metodologia modificada descrita por
Lefort & Douglas (1999). A quantificagdo do DNA foi determinada em
espectrofotometro (GeneQuantpro, Amersham Biosciences®). A qualidade
foi avaliada pelas razdes Azso/ Azzonm € Azeo/ Azsonm € €m gel de agarose

0,8% contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL).

3.3 Genotipagem em larga escala com SNPs

Para genotipagem da populagédo F4, com os marcadores tipo SNP, foi
utilizado o chip RosBREED Apple 10k fabricado de acordo com a
tecnologia Infinium da Illumina, Inc (San Diego, Califérnia) e disponivel
publicamente para comercializagdo. O RosBREED_Apple_10k inclui 9.000
SNPs projetados para uso em germoplasma de macieira em escala mundial,
desenvolvidos com base em 27 gendtipos fundadores importantes de
macieira e no genoma da cultivar Golden Delicious (Velasco et al., 2010). O
servigo de genotipagem para todos os individuos da progénie foi realizado
pelo Laboratério de Analises Genéticas e Genotipagem, no Centro
Interdisciplinar de Pesquisas em Biotecnologia (ICBR) da Universidade da
Flérida utilizando o protocolo descrito por Fan e colaboradores (2006).

As amostras de DNA genbmico foram preparadas para envio na
concentragdo de 50 ng ul™", diluidas em 10 mM de Tris/ 1 mM EDTA. As

amostras foram colocadas em microplacas para PCR convencional de 96
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pocos seladas, embaladas em caixa de isopor com gelo seco e enviadas por
correio expresso.

A validacdao dos SNPs foi realizada pelo emprego do algoritmo
desenvolvido para a Ferramenta R por Alencar & Pappas (comunicagao
pessoal) e os escores obtidos foram utilizados para a seleg¢ao final dos
marcadores. Os escores variaram de 0 a 1, no qual marcadores com
pontuagao = a 0,6 sdo admitidos para uso em mapeamento.

Apds anadlise dos locos polimorficos para os genitores, foi montada
uma matriz com cada individuo da progénie, seguindo os critérios de
codificagdo de familia de irmaos completos (CP) do programa JoinMap® 4 —
‘M13/91’ (genitor paterno) x' Fred Hough’ (genitor materno): Im x Il, os
marcadores segregando a partir do genitor paterno; nn x np, os marcadores
segregando a partir do genitor materno; e hk x hk, os marcadores
segregando para os dois genitores; resultando em uma tabela de

polimorfismos para todos os locos segregantes de cada genitor.

3.4 Mapeamento genético

O mapa genético foi construido utilizando a estratégia do duplo-
pseudocruzamento teste, conforme descrito por Grattapaglia & Sederoff
(1994), utilizando-se o software JoinMAP® 4 (Van Ooijen, 2006). No
decorrer da analise, os dados dos genitores foram mantidos em separado.
Para verificar a segregacéo mendeliana 1:1 de cada loco, foi aplicado o teste
de ajustamento de segregacao (teste de aderéncia qui-quadrado (y¢?)), sendo
estabelecido um nivel de decisdo: y? = 15. Os locos que apresentaram um

valor até o limite do %2 calculado de 15 foram incluidos nas analises, pois
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nem sempre as taxas de recombinagcdo sao as mesmas em todo o genoma.
Uma segunda analise foi realizada com os locos presentes em ambos os
genitores e, da mesma forma, aplicou-se o teste de ajustamento de
segregacao. Para os marcadores que segregaram na proporgcao 1:2:1(tipo
hk X hk) utilizou-se o mesmo valor de Xz_ As marcas segregando 1:2:1
foram incluidas na geragdo dos mapas para ambos o0s genitores, pois
permitem a identificagdo dos cromossomos homologos e a possibilidade de
integracdo dos mapas (Maliepaard et al., 1998).

Valores de escores de LOD minimo de 2,0 e maximo de 10, e
frequéncia de recombinacdo de 0,4 foram utilizados para determinar os
grupos de ligagao (GL). As distadncias em centiMorgans (cM), foram obtidas
pela fungdo de Kosambi (1944). A melhor ordem para cada GL do mapa foi
baseada na segunda de trés tentativas de ordenamento geradas, exceto nos
casos em que apenas um mapa foi gerado, ou quando resultou em dois
mapas (selecionado o segundo). As posigcdes dos marcadores tipo
GDsnp**** foram confirmadas no mapa consenso da macieira
(http://www.rosaceae.org). A representacdo grafica dos mapas dos genitores
e alinhamento dos cromossomos homodlogos foi gerada pelo software

MapChart (Voorrips, 2002).

3.5 Mapeamento dos QTLs

Os conjuntos de dados fenoldgicos para data de brotagédo vegetativa,
data de floracao e floracdo da planta em 50%, foram utilizados para
identificar regides com potenciais QTLs. As regides com possiveis QTLs

foram identificadas utilizando-se inicialmente mapeamento por intervalo
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simples (MI). Posteriormente, as marcas com maiores escores de LOD
foram selecionadas como co-fatores para mapeamento de QTLs por multiplo
QTL restrito (rMQM - restricted Multiple-QTL Model Building). Os QTLs foram
declarados significativos quando o LOD maximo, obtido apés o mapeamento
por rMQM, ultrapassou o LOD threshold do GL e do genoma (calculados
com taxa de erro de 0,05 para mais de 1000 permutagdes relativas pelo
teste de permutagcdo). A significancia dos QTLs identificados foi
adicionalmente avaliada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Todas
as analises para identificagdo de QTLs foram realizadas utilizando-se o

pacote de softwares MapQTL 3.0 (Van Ooijen et al., 2002).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise fenotipica

As horas de frio acumuladas no pomar de Bento Gongalves (474,15
HF) foram superiores ao requerimento do genitor paterno ‘M13/ 91’ (até 450
HF), mas inferiores a do genitor materno ‘Fred Hough’ (650 a 600 HF)
(Apéndice 2). A necessidade de frio em Vacaria foi suprida para os genitores
ja no més de agosto (x 600HF), atingindo um acumulo de 744 HF ao final
deste més (Apéndice 2).

Para o presente trabalho, os genitores ndo se encontravam plantados
nos pomares, pois as enxertias nao foram exitosas. Com base, no trabalho
desenvolvido por Petri e colaboradores (2008) avaliando o comportamento
fenoldgico de espécies polinizadoras para as cultivares Fuji e Gala, em
Cacador-SC, a amplitude do periodo de floracdo predominantemente
observada ficou entre 30/09 e 30/10. Dessa forma, os gendtipos da
populacdo tiveram suas datas de brotacdo vegetativa e de floragéo
comparadas com testemunhas da cultivar Fuji (alto requerimento de frio),
presente em ambos os pomares (Tabela 2). Os individuos resultantes do
cruzamento demonstraram segregagdo com alta variabilidade para
requerimento de frio hibernal possibilitando seu uso para o estudo deste

carater.
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A progénie, no pomar de Bento Gongalves, apresentou o seguinte
comportamento: dos 159 gendtipos presentes no pomar, 74 apresentaram
somente brotagdo vegetativa, 85 apresentaram floragdo — sendo que 9
floresceram antes de apresentarem brotacdo vegetativa. No pomar de
Vacaria dos 116 genotipos presentes, 92 gendtipos apresentaram brotagao
vegetativa e 24 gendtipos tiveram floragdo antes da brotagdo vegetativa.
Portanto, observa-se nos gendétipos uma inconstancia para o periodo de
brotacdo entre os ambientes, isto pode estar relacionado ao estresse por
déficit hidrico, a ocorréncia de doencas durante o ciclo da cultura, ao
acumulo de frio e as reservas disponiveis para a planta.

TABELA 2. Numero de dias para brotacdo da testemunha, cv Fuji, nos
campos experimentais de Bento Gongalves-RS e Vacaria-RS,

2011.
Local Brotacao vegetativa* Floracao*
Média Desvio Média Desvio
Bento Gongalves 71 8 61 8
Vacaria 51 1 69 2

*Dias apés data zero.

A anadlise das datas de brotagdo vegetativa para o pomar de Bento
Gongalves (periodo de 2011/ 2012) revelaram auséncia de distribuicdo
normal. No entanto, para o pomar de Vacaria, para 0 mesmo periodo, a
progénie apresentou uma distribuicdo de frequéncia bimodal, apresentando
dois picos, demonstrando boa representatividade da populacédo, sendo que,
a maioria dos genotipos brotou antes da testemunha, cultivar Fuji (Figura 2).

Na avaliacdo das datas de floragdo da progénie foram encontrados
comportamentos distintos nos dois ambientes estudados. Em Bento
Goncalves, a populagdo apresentou auséncia de distribuicdo normal, com

metade dos genotipos florescendo antes da testemunha cultivar Fuji. Em
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Vacaria, a progénie apresentou distribuicdo normal, mas como nenhum
genotipo floresceu aos 77 dias apods a data zero, o grafico apresenta uma
depressdo separando os genétipos em dois grupos. O primeiro grupo
(primeiro pico) com data de floragdo precoce e o segundo grupo (segundo

pico) tardio (Figura 3).
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FIGURA 2. Frequéncias de brotacdo vegetativa da Populacédo F1 de
‘M13/91" X ‘Fred Hough’ no pomar de Bento Gongalves (A) e
Vacaria (B) - RS, em 2011.
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FIGURA 3. Frequéncias de brotagao florifera da Populagcdo F1 de ‘M13/91’ X
‘Fred Hough’ no pomar de Bento Gongalves (A) e Vacaria (B) —

RS, para o periodo 2011/ 2012.
A divisdo dos gendtipos em dois grupos — tardios e precoces, sugere
um efeito genético sobre o comportamento fenolégico. Hauagge & Cummins
(1991) determinaram que o caracter de baixo requerimento de frio é

controlado por, pelo menos, um gene dominante e que os genes menores

interagem para modular os efeitos deste. Igualmente, Labuschagné et al.
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(2002b) indicaram alto grau de determinacao genética para os caracteres de
tempo de brotacao vegetativa e de floragao.

Os resultados para data de brotacdo vegetativa indicaram
antecipacao para este caracter, uma vez que mais de 80% (Bento
Gongalves) e 69 % (Vacaria) dos gendétipos brotaram antes da testemunha,
cv. Fuji. Estes resultados indicam que nesta populagao é possivel a selegéo
de gendtipos com menor requerimento de frio que os genitores.

Tem sido demonstrado que, além do requerimento de frio para
reducdo da endodorméncia, para a brotacido e a floragdo de frutiferas
temperadas requer a quebra da ecodorméncia, necessitando portando de
uma determinada quantidade de calor (Citadin et al., 2001). O calculo do
GDA foi realizado adotando a data zero como data inicial para ambos os
ambientes, pois houve grande variagdo do periodo de queda de folhas na
populagao F4 (Apéndice 5).

A soma térmica acumulada calculada em graus-dia foi de 580,25 GDA
e 451,28 GDA a partir da data zero até 30/09/2011 para Bento Gongalves e
Vacaria, respectivamente, sendo este o periodo no qual a maioria dos
gendtipos brotaram. Em Bento Gongalves, o primeiro gendétipo apresentou
brotacdo vegetativa com GDA de 12,18 e 308,65 HF e, em Vacaria de
132,41 GDA e 518 HF, o que sugere uma relagcdo negativa entre o
requerimento de frio e de soma térmica para brotagédo. Em péssego nao foi
observado efeito do aumento de HF sobre o requerimento de calor para
brotagdo (Citadin et al., 2001). Em Bento Gongalves mais da metade dos
gendtipos (82) brotaram em 14/09/2011 (44 dias), sendo o GDA de 388,91 e

468,45 HF, tendo atingido quase o total do acumulo de frio (faltando 5:30



37

horas). Todos os gendtipos haviam brotado em 31/10/2011 com GDA de
984,37. Metade dos gendtipos de Vacaria brotaram até 09/09/2011 (40 dias)
sendo o GDA de 265,41 e 744 HF, mas como o acumulo de frio estendeu-se
até outubro, todos os gendtipos haviam brotado em 06/10/2011 com GDA
511,45 e + 870 HF.

Quanto a floragdo, em Bento Gongalves, os gendtipos comegaram a
florescer com acumulo de 135,78 GDA (362,75 HF), sendo que o maior
numero de gendtipos floresceram com acumulo de 783,87 GDA. Em Vacaria
0s gendtipos comegaram a florescer com 286,43 GDA (744 HF) e a maioria
floresceu com acumulo de 870,53 GDA.

Em Bento Gongalves, onde o acumulo de frio foi menor, os gendtipos
necessitaram de uma maior soma térmica para brotar, ja para o ambiente de
Vacaria onde o acumulo de frio foi mais intenso necessitou-se menor GDA
(Figura 3; Apéndice 2 e 4). Observa-se que ao final do periodo de brotagéo
em Bento Goncgalves o acumulo de GDA foi de 984,37 e para Vacaria foi de
511,45 GDA - proximo da metade do primeiro ambiente (Apéndice 4).

Conclui-se que o menor acumulo de horas de frio, resulta em maior
necessidade de soma térmica para a brotacdo das gemas dos gendtipos.
Resultado similar foi encontrado por Putti e colaboradores (2003) com

cultivares de maga Gala e Fuji, em ambiente controlado.

4.2. Selecdo dos marcadores
O tipo de segregacao e o numero de marcadores SNPs provenientes
do chip RosBREED_Apple_ 10k, utilizados para gerar o mapa de ‘M13/ 91’ X

‘Fred Hough’ encontram-se relacionados na Tabela 3.
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TABELA 3. Tipo de segregacdo e numero de marcadores SNP analisados
para a progénie do cruzamento dos gendétipos de macieira ‘M13/
91’ X ‘Fred Hough'.

Segregacao Tipo SNPs
<hkxhk>* 1:2:1 521
<ImxII>*** 1:1 713
<nnxnp>** 1:1 549

Total - 1783

*Marcadores segregando para ambos os genitores. **Marcadores segregando a
partir do genitor paterno. ***Marcadores segregando a partir do genitor materno.

Do total possivel de marcadores, 5191 apresentaram escore de Gen
Train (GT) = 0,6 para a progénie. Os marcadores monomorficos somaram
3336 e, outros 72 foram nulos para pelo menos um dos genitores ou para

ambos, ndo sendo utilizados na geragao dos mapas.

4.3 Mapa genético

No mapa molecular construido para o genitor materno ‘Fred Hough’,
66,45% dos marcadores (nn x np e hk x hk) foram incluidos. O mapa gerado
apresentou 17 grupos de ligagao (Figura 4), sendo que os grupos de ligagao
apresentaram de 17 a 69 marcadores e variaram em tamanho de 41 a 95
cM, com média de 63 cM em um mapa com cobertura total de 1066 cM. A
distdncia média entre marcadores por grupo de ligagéo foi de 1,7 cM. O
grupo com o maior numero de marcadores foi GL 2. Para alcangar esses
resultados foram utilizados 1070 marcadores SNPs na geragdo do mapa,
sendo que 711 foram distribuidos em grupos de ligagdo, 207 ndo foram
ligados a nenhum grupo e 152 n&o se posicionaram (Tabela 4).

O mapa molecular para genitor paterno ‘M13/91° utilizou 59,08% do

total dos marcadores (Im x Il e hk x hk). O mapa construido resultou em 17
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grupos de ligacao (Figura 4), apresentando de 20 a 69 marcadores, com
variagao de tamanho de 49 a 103 cM, média de 80 cM e com cobertura total
de 1361 cM. A distancia média entre marcadores por grupo de ligacao foi de
2,0 cM. O grupo de ligacao 2 apresentou o maior numero de marcadores. Na
construgcdo desse mapa utilizou-se 1234 marcadores SNPs, sendo que 729
foram distribuidos em grupos de ligagcédo, 254 ndo foram ligados a nenhum
grupo e 251 néo se posicionaram (Tabela 4).

TABELA 4. Caracteristicas dos mapas genéticos para os genitores ‘M13/ 91’

x ‘Fred Hough’ construidos com marcadores SNPs utilizando a
estratégia do duplo-pseudocruzamento teste.

Caracteristicas ‘M13 /91’ ‘Fred Hough’
Numero de marcadores analisados 1234 1070
Numero de marcadores mapeados 729 711
Numero de marcadores ndo agrupados* 254 207
Numero de marcadores nao posicionados** 251 152
Numero de grupos de ligagao (GL) 17 17
Média de marcadores/GL 43 42
Numero de marcadores/amplitude GL 20-69 17-69
Comprimento total (cM) 1361 1066
Comprimento médio do GL (cM) 80 63
Comprimento/amplitude GL (cM) 49-103 41-95
Distancia média mapeada entre locos (cM) 2,0 1,7
Numero de lacunas entre 10 e 20 cM 11 7
Numero de lacunas > 20 cM 0 1

*Nao foram atribuidos a nenhum GL. **N&o utilizados por apresentarem conflitos de
localizag&o ou ligagéo insuficiente com outros locos.

O maior comprimento de regiao livre de marcadores (gap) foi de 40,8
cM no GL 5 para o genitor ‘Fred Hough’. Para o genitor ‘M13/91’, 11 regides
de gaps foram identificadas, variando entre 10 e 20 cM (Tabela 4 e Figura

4).
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Em macieira encontra-se um numero significativo de mapas genéticos
construidos a partir de diferentes cultivares e que apresentam tamanho
superior a 1000 cM. Os mapas saturados com marcadores moleculares, tipo
AFLP, RAPD, SSR e SCAR, para as cultivares Fiesta X Discovery,
apresentam tamanho de 1144 cM e 1455 cM, respectivamente (Liebhard et
al., 2003), para ‘Telamon’ X ‘Braeburn’, 1039,3 cM e 12451 cM,
respectivamente (Kenis & Keulemans, 2005), para ‘Ralls Janet’ X ‘Delicious’,
1082 cM e 1031 cM (lgarashi et al., 2008), para ‘Golden Delicious’ X ‘Anna’,
1124,5cM e 1292,6 cM, para ‘Sharpe’s Early’ X ‘Anna’, 1012,9 cM e 1050,6
cM, respectivamente (Van Dyk et al., 2010), para Starkrimson X Granny
Smith obteve-se comprimento de 1027 cM, ja para o cruzamento das
cultivares X3263 X Belréne o comprimento foi de 1068 cM (Celton et al.,
2011). Com base nos tamanhos desses mapas, concluisse que o tamanho
encontrado para a populacdo em estudo assemelha-se e confirma os
encontrados na literatura.

Com relagdo ao numero de grupos de ligagao encontrados, foi
confirmado o numero de 17 cromossomos para macieira, corroborando os
resultados encontrados por Maliepaard e colaboradores (1998), e dos mapas
construidos na ultima década para macieira, bem como os resultados do

sequenciamento do genoma da macieira (Velasco et al.,2010).
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genitores ‘M13/91’ e ‘Fred Hough’. Os grupos de ligacéo (LG) de

cada genitor estao indicados por M (M13/ 91), FH (Fred Hough) e numerados conforme Maliepaard et al. (1998).
Grupos homdlogos estdo indicados pelo alinhamento de marcadores comuns entres os mapas dos genitores
identificados pela cor vermelha e ligados por linhas. O comprimento dos grupos de ligagao € apresentado em
ordem crescente de cima para baixo, a esquerda em cM (Kosambi,1944).
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continuagao FIGURA 4. Mapa de ligagéo de Malus X Domestica Borkh dos genitores ‘M13/91’ e ‘Fred Hough’.
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A disponibilidade das sequéncias do genoma da macieira em
associacdo a um mapa de ligagao de alta densidade permite seu uso como
uma poderosa ferramenta para o desenvolvimento de mecanismos para
selecao assistida, pois 90,2% dos genes possuem sua localizagao
identificada nos cromossomos. Portanto, a escolha da ferramenta baseada
no chipRosBREED Apple 10k (lllumina Infinium) foi acertada como
estratégia de mapeamento realizada neste estudo. Os resultados aqui
obtidos comprovaram sua eficiéncia, ja que o tamanho do mapa, o
comprimento dos GL e a densidade de marcadores séo similares aos mapas
construidos com marcadores tipo AFLP, SSR, SCAR e RAPD. E, igualmente
importante, o fato dos marcadores moleculares que compdéem o chip
RosBREED_Apple_10k (lllumina Infinium) terem sido desenvolvidos a partir
de sequéncias ESTs homodlogas a genes de interesse, possibilitaram a

construgdo dos mapas genéticos com marcadores funcionais informativos.

4.4 Mapeamento de QTLs

Para a populagcdo ‘M13/ 91’ X ‘Fred Hough’ foram detectados QTLs
associados a data de brotacado vegetativa, data floracdo e data de 50% de
floragdo. O mapeamento por intervalo simples (MI) permitiu a identificagcao
de um maior numero de QTLs quando comparado com o mapeamento por
rMQMe com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Portanto, a partir da
combinacao destes resultados, conforme descrito na secdo de materiais e
meétodos, as associacdées com os marcadores que apresentaram 0s maiores
LODs nas trés estratégias de analise e aderéncia aos requisitos de

significancia pelos testes de permutagdo foram considerados como QTLs
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significantes. Esta estratégia foi igualmente utilizada para espécies perenes
por diversos grupos de pesquisa. Celton e colaboradores (2011) utilizaram
mapeamento por intervalo e MQM para detectar QTLs em macieira. Em
damasco, Campoy et al. (2011) utilizaram mapeamento por intervalo e teste
de permutacao para determinar a significancia de QTLs. Sanchez-Péres et
al. (2011) detectaram QTLs para requerimento de frio e calor para
florescimento em amendoeira [Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb] com
mapeamento por intervalo e teste de permutacdo. No presente trabalho,
para os caracteres fenoldgicos data floragdo e data de 50% de floracao,
provenientes de Vacaria, nao foi possivel realizar o teste de permutagao
para determinar a significancia do QTL devido, provavelmente, ao elevado
percentual de dados perdidos. Pois, como relatado anteriormente, somente

24 gendtipos apresentaram floragao.

4.4.1 QTLs identificados para data de brotacéo vegetativa

Para o genitor paterno ‘M13/91°, o qual requer menor numero de
horas de frio, em Bento Gongalves, o principal QTL identificado para data de
brotagao vegetativa localizou-se na extremidade do GL 9 (LOD de 20,9) e
explicou 46,5% da variagdo fenotipica observada. Um segundo QTL foi
detectado no GL 2, porém com baixo LOD (3,28) e contribuicdo de 8,4%
para explicagdo da variagcao fenotipica observada (Tabela 5). Em Vacaria, o
QTL principal para esta caracteristica também foi localizado no topo do GL 9
(LOD de 9,84 para os marcadores TC 447971 Lg9/ TC_465054 Lg9),
sendo responsavel por 36,4% da explicagdo da variagdo fenotipica

observada. Sugerindo que realmente haja um QTL para brotagdo vegetativa
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nesta regido do GL 9, uma vez que esta foi observada nos dois ambientes.
Outros dois QTLs de menor efeito foram identificados no GL 2 em Vacaria.
Estes apresentaram LOD inferior (2,48 e 2,33) aos LOD thresholds dos
testes de significancia (GL (6,3) e do genoma (8,6)), e juntos explicaram 44,9
% da variagao fenotipica (Tabela 6). Salienta-se que estes QTLs diferem do
observado no GL 2 em Bento Gongalves. Somente avaliagcbes em outros
locais e anos poderao confirmar a significancia destes QTLs detectados no
GL 2, uma vez que outras caracteristicas do ambiente, além do numero de
horas de frio, podem ter afetado o inicio da brotagao vegetativa.

Para o genitor materno ‘Fred Hough’, o principal QTL identificado para
data de brotagado vegetativa também foi encontrado na extremidade do GL 9
(marcador molecular TC_ 3010059 LG9 - com LOD de 12,36 em Bento
Gongalves e de 4,37 em Vacaria) que respondeu por 32,3 % da variagao
fenotipica observada em Bento Gongalves e por 21,1% em Vacaria (Tabela
7). A identificagdo, também neste genitor, desta regido reforca sua
importancia para a caracteristica. No GL 2 novamente foram encontrados
QTLs associados a data de brotagédo vegetativa com menor efeito. Em Bento
Gongalves, um QTL (LOD 3,0, inferior aos LOD thresholds), explicando 9,5
% do carater fenotipico (Tabela 7) foi encontrado e, em Vacaria foram
encontrados dois QTLs (LOD de 2,76 e 3,64), responsaveis por 12% e
10,8% da variagéo fenotipica, respectivamente (Tabela 7). Em Vacaria, no
GL 16 foi identificado outro QTL (LOD de 2,36), explicando 14,1% da
variagao fenotipica. No entanto, em Vacaria os QTLs identificados para
M13/91, por nao apresentarem LOD maior que os LODs thresholds dos

testes de significancia (GL e genoma) precisam ser examinados com
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cuidado e necessitam ser avaliados em outros anos para confirmagao da
sua significancia.

E interessante que para ambos os pais em Bento Gongalves foi obtido
no GL 2, QTLs mais distantes da extremidade do GL, enquanto que em
Vacaria, novamente para ambos os pais, os QTLs estiveram mais proximos
da extremidade (Tabelas 5, 6 e 7). E possivel que estas diferencas estejam
associadas a interagao gendtipo-ambiente, ou seja, em condigdes ambientes
diversas, genes diferentes sdo requeridos na modulagdo da quebra da
dorméncia.

A importancia do GL 9 no tempo requerido para brotagédo vegetativa é
confirmada pelos resultados obtidos por outros grupos de pesquisa. Conner
e colaboradores (1998) identificaram oito QTLs para brotacdo vegetativa em
outras variedades de macga, sendo que, o QTL detectado no GL 3 foi
posteriormente considerado homélogo ao QTL do GL 9 por Kenis &
Keulemans (2005), através do mapeamento por marcadores SSR. Van Dyk
e colaboradores (2010) também detectaram um QTL de grande efeito para
data de brotagcédo vegetativa na extremidade do GL 9. O QTL explicou entre
4.8% (‘Golden Delicious’) e 40.1% (‘Anna’) da variacéo fenotipica e, 11.9%
(Sharpe’s Early) e 44.6% (Anna).

Ja, Celton e colaboradores (2011) identificaram QTLs para brotagao
vegetativa no GL 2. E, na regiado inicial do GL 9 identificaram um QTL para a
caracteristica de ponta verde, parametro fenolégico semelhante ao avaliado

neste trabalho.



TABELA 5. Resumo da anadlise de QTL associados as caracteristicas fenotipicas para o genitor paterno ‘M13/91’ da
populacdo F4 para o pomar de Bento Gongalves, 2011.

. Posicéo cof LOD LOD LOD LOD % .
Caracteristica (cM) GL Marcador Ml (MOM GL Genoma explicacio K*(df) P
Brotagao 20,9 2 GDsnp01663 2,88 328 54 7,6 8,4 10,317 (2) ***
vegetativa

0 9 TG 1005241 Lg9 20,50 20,90 6,8 7,6 46,5 67,743 (1) **xeees
Brotacao 18,3 6 GDsnp00501 3,38 1,99 46 7.6 17,9 6,950 (1) ***
florifera
23,3 6 GDsnp01747 3,36 403 46 7.6 18,1 0,788 (2) -
2,6 9  TC 447971 Lg9 12,71 1132 68 7.6 52,4 46,689 (1) **w=
2,6 9  TC 465054 Lg9 12,71 11,32 6,8 7.6 52,4 48,135 (1) ***w
50%floragéo 6,3 6 AG_2553338_Lg6 2,82 273 46 7.6 18,7 7,438 (1) ***
9,6 6 TG_3891842 Lg6 2,76 2,64 46 7.6 16,7 7,222 (1) ***
2,6 9  TC_ 447971 Lg9 1221 12,09 68 7,6 53,3 47,724 (1) *xeess
2,6 9  TC 465054 Lg9 1221 12,09 6,8 7.6 53,3 48,855 (1) ****

®'Marcadores em italico foram utilizados como cofatores para o mapeamento por rMQM e para o teste de permutacao.
K* Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Valor P:***: 0,01 ,*******: 0,0001.

23]



TABELA 6. Resumo da analise de QTL associados as caracteristicas fenotipicas para o genitor paterno ‘M13/91’ da
populagao F¢ para o pomar de Vacaria, 2011.

Posicéao LOD LOD LOD LOD %

s cof
Caracteristica (cM) GL Marcador Ml 'MOM GL Genoma explicacio K*(df) P
Brotagdo 0,0 2  GA_1958621_Lg2 352 248 63 86 16,1 4442(1) ™
vegetativa
0,0 2 TG_1926287_Lg2 3,52 248 6,3 8,6 16,1 4346 (1) **
7.1 2 GT_7010424_Lg2 3,29 233 6,3 8,6 12,7 12,446 (2) ****
2,6 9 TC_447971 Lg9 10,81 9,84 41 8,6 36,7 41,583 (1)  xreee
2,6 9 TC_465054_Lg9 10,81 9,84 41 8,6 36,7 38,119 (1)  *xex***
Brotacao 85,6 5 TC 34451670 Lg5 4,46 2,99 - - 66,4 2377 (1) -
florifera
0,0 9 TG_1005241_Lg9 3,24 2,55 - - 47,7 12,546 (1) x>
2,6 9 TC_447971 Lg9 512 3,65 - - 73,0 10,044 (1)  ****
2,6 9 TC_465054_Lg9 512 3,65 - - 73,0 10,044 (1)
50% floragao 85,6 5 TC_34451670_Lg5 5,55 6,22 - - 74,4 1,757 (1) -
2,6 9 TC_447971 Lg9 4,47 5,15 - - 69,7 7,643 (1) ***
2,6 9 TC_465054_Lg9 4,47 5,15 - - 69,7 7,643 (1)  ***
6,0 9 CA_1493110_Lg9 3,03 1,84 - - 68,5 8,368 (1)  ****

®'Marcadores em italico foram utilizados como cofatores para o mapeamento por rMQM e para o teste de permutacéo.
K* Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis.
Valor P:**:0,05 ***:0,01 ****:0,005 *****:0,001 ******:0,0005 *******:0,0001.

1]



TABELA 7. Resumo da analise de QTL associados as caracteristicas fenotipicas, para o genitor materno ‘Fred Hough’' da

populagcado F4 para o pomar de Bento Goncalves e Vacaria, 2011.

Caracteristica P?g:\ﬁ)glo GL Marcador® LI\C/I)ID rk/lc()g[l)\/l LC?LD Gé_rg)[r)na expli(?agéo K*(df) Valor P
Bento Gongalves

Bud_Veg 14,9 2 GDSNP01663 3,19 3,00 5,7 8,4 9,50 11,350 (2) ****
0,0 9 TC_3010059 LG9 12,51 12,36 6,2 8,4 32,30 20,934 (2)  xrrrre

Bud_Flo 0,0 9 TC_3010059 LG9 7,00 7,00 48 7,3 33,90 8,346 (2) **

Flo50 0,0 9 TC_3010059 LG9 6,42 6,42 50 8,5 33,40 5840 (2) *

Vacaria

Bud_Veg 1,7 2  GT 7010424 LG2 3,04 276 51 10,1 12,00 12,110 (2) ****
9,6 AG_3463154_LG2 2,71 3,64 5,1 10,1 10,80 7,223 (1) ™
9,7 GDSNP01476 2,71 3,64 5,1 10,1 10,80 7,034 (1) ™
0,0 9 TC_3010059 LG9 5,60 4,37 5,4 10,1 21,10 10,593 (2) ***
25,8 16 AG 5375529 LG16 3,54 2,36 57 10,1 14,10 10,888 (2) ****

®'Marcadores em italico foram utilizados como cofatores para o mapeamento por rMQM e para o teste de permutacéo.
K* Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Valor P: *:0,1 **:0,05 ***:0,01 ****:0,005 *****:0,001 ******:0,0005 *******:0,0001.

9g
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O mapeamento de QTLs para o requerimento de frio em Rosaceas
ainda nao foi plenamente realizado com sucesso, pois para determinar com
precisdo o requerimento de frio de cada gendtipo seria necessario
estabelecer no minimo um pomar pequeno para cada individuo. Destes se
retirariam estacas contendo gemas apicais para testes em condi¢coes
controladas. Todos os trabalhos desenvolvidos até o presente momento
foram de mapeamento indireto e, por consequéncia, pouco precisos, visto
que nenhum dos genes reconhecidamente associados ao processo de
controle da dorméncia foi identificado nas regides dos QTLs mapeados.

Em outras rosaceas, QTLs para quebra de dorméncia em Prunus -
améndoa (Sanchez-Pérez et al., 2007), damasco (Olukolu et al., 2009) e
péssego (Fan et al., 2010) encontram-se localizados nos grupos de ligagéao
1, 5 e 7, comuns entre damasco e péssego. Indicando a conservagao destas

regides entre as espécies.

4.4.2 QTLs identificados para data de floracéo

No genitor ‘M13/91’ identificou-se um QTL de grande efeito para data
floragdo (TC_447971_Lg9/ TC_465054 Lg9) no GL 9 (LOD 11,32),
responsavel por 52,4% da explicagdo da variagao fenotipica observada em
Bento Gongalves e 73% em Vacaria (Tabelas 5 e 6). Salienta-se que nesta
mesma regido identificou-se um QTL para data de brotacdo vegetativa
(Tabela 5). No ambiente de Bento Gongalves, no GL 6 foram encontrados
mais dois QTLs de menor efeito, distanciados em 5 cM (LOD de 1,99 e
4,03), cuja significancia ainda necessita ser melhor avaliada por meio de

novas avaliacbes fenoldgicas. Estes QTLs foram responsaveis por
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explicarem 17,9% e 18,1% da variagao fenotipica, respectivamente. Da
mesma forma, em Vacaria, um QTL foi obtido no GL 5 (LOD 2,99). Para o
genitor ‘Fred Hough’ também foi identificado o QTL da regido inicial do GL 9
(LOD 7), explicando 33,9% do carater (Tabela 7).

QTLs para floragao ja foram identificados em macga nos GL 1, GL 6,
GL 8, GL 9, GL 12 e GL 17 em diferentes anos, sugerindo que o carater seja
modulado por varios genes, e a importancia relativa destes varie com o
ambiente (Celton et al., 2011). Em trabalhos com o género Prunus, também
da familia das Rosaceas, varias regides cromossdmicas também foram

associadas a necessidade de frio (Fan et al., 2010).

4.4.3 QTLs identificados para 50 % de floracao

Para o genitor ‘M13/91" identificou-se um QTL de grande efeito para
50% de floragao (TC_447971 Lg9/ TC_465054 Lg9) no topo do GL 9 (LOD
12,09) responsavel por 53,3% da explicagao fenotipica em Bento Gongalves
e 69,7% em Vacaria. Estes mesmos marcadores identificaram QTL para
data de floragado (Tabela 5 e 6), o que de certa forma era esperado, uma vez
que estas caracteristicas fenotipicas estdo associadas e, portanto, genes
que afetam uma tém influéncia sobre a outra. Apenas em Bento Gongalves,
no GL 6 foram identificados dois QTLs de menor efeito (LOD 2,73 e 2,64)
distanciados 3 cM que explicam 18,7% e 16,7% de variagdo fenotipica,
respectivamente. Devido a proximidade destes marcadores € possivel que
representem o mesmo QTL. Ja& em Vacaria, na regido terminal do GL 5 foi
identificado um QTL de grande efeito com LOD 6,22, responsavel por 74,4%

da variagao fenotipica. No genitor ‘Fred Hough’ o mesmo QTL identificado
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na extremidade do GL 9 para data de brotagao foi associado a data de
floracdo e a 50% de floragédo, indicando a alta correlagcdo entre estas
caracteristicas fenotipicas. Essas carateristicas encontram-se associadas,
podendo depender dos mesmos fatores genéticos ou sdo 0 mesmo carater

avaliado de maneira distinta.

4.4.4 Distribuicdo de frequéncias fenotipicas para os alelos de

um locos associado

No estudo atual, foram avaliadas as diferencas de frequéncias
fenotipicas para os alelos associados aos locos que apresentaram QTLs
para as caracteristicas de brotagao vegetativa, floragcdo e 50% de floragao
(Tabela 8 e Figura 5). A significancia foi determinada pelo teste de hipdtese
de independéncia (y?), no qual o valor do y? (calculado) > 20 rejeita a
hipotese nula (Ho), de que a ligagado dos marcadores seja aleatoria.

Alelos dos marcadores TC_447971_Lg9 e TC_465054_Lg9 (genitor
‘M13/91’), em Vacaria, para a caracteristica de data de brotagao vegetativa,
mostram clara diferenca de distribuicdo fenotipica com os valores de
y*(calculado) de 41 e 40 (Tabela 8), respectivamente, separando os
gendtipos em dois grupos distintos (Figura 5), evidenciando a associagao
significativa entre um dos alelos destes locos avaliados a data de brotagao
vegetativa. Alelos destes mesmos marcadores, em Bento Gongalves,
apresentaram distribuicdo associada as caracteristicas de data de floracéo
(v (calculado) de 68 e 50, respectivamente) e de 50% de floragdo (x?

(calculado) de 50 e 52, respectivamente) (Tabela 8). Entretanto, em Vacaria,
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para 50 % de floragédo, estes marcadores, ndo foram significativos, pois o
valor do y?(calculado) foi de 7,3 para ambos.

Alelos do marcador TG_1005241_Lg9 (genitor ‘M13/91’), em Bento
Goncgalves, para a caracteristica de data para brotagcdo vegetativa, também
apresentou clara distribuicao fenotipica, com xz (calculado) de 67. Ja para o
genitor ‘M13/91°, um alelo do marcador TC 3010059 Lg9 foi
significativamente associado a caracteristica de data para brotagao
vegetativa, com o valor de y*(calculado) de 21 (Tabela 8). O marcador
TC_34451670_Lg5 (genitor ‘M13/91°, em Vacaria) apresentou valor
calculado do teste de y? baixo para data de floragdo e 50% de floragdo (1,2 e
1,5, respectivamente) (Tabela 8).

Os resultados indicam que os QTLs ligados aos marcadores,
responsaveis pelas caracteristicas de data para brotacao vegetativa e 50%
de floragdo, segregam na progénie, sendo que 43 gendtipos sdo comuns
para os dois ambientes avaliados quando se refere a brotagdo vegetativa.
Além disso, os marcadores destacados em italico na Tabela 8, doados pelo
genitor ‘M13/91’ (alelos 'm') encontram-se associados a brotagao antecipada
em geral (Figura 5).

Com base nesses resultados, fica claro e evidente que a regido da
extremidade do GL 9 pode ser explorada para o desenvolvimento de
marcadores genéticos para selegdo de genitores e individuos com menor
requerimento de frio. A investigacdo detalhada desta regido podera prover
informacdes para identificacdo de haplotipos capazes de identificar com

relativa eficiéncia os gendtipos precoces para as caracteristicas avaliadas.
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TABELA 8. Teste de qui-quadrado (xz) para hipotese de independéncia entre
categorias das variaveis fenolégicas para Bud_Veg (Precoce,
Intermediaria e Tardia), Bud_Flo (Precoce, e Tardia) e ndFlo(50)
(Floragao Curta e Floragdo Longa) e classes de alelos, para
Bento Gongalves e Vacaria, por marcador cuja significancia foi
destacada nas tabelas 5, 6 e 7 pelo teste K* (Kruskal-Wallis).

Bento Gongalves

Classificagdo Variavel Teste de
Marcador .. 2 Prob.
alelos fenoldgica X" (calculado)
TC_3010059 Lg9
(genitor Fred Hough) hh,hk,kk Bud_Veg 21,951 0,0002
TG_1005241_Lg9
(genitor M13791) II,Im Bud_Veg 67,526 <0,0001
TC_447971_Lg9 Bud_Flo 67,667 <0,0001
(genitor M13/91) Il,Im Flo50 50,109 <0,0001
TC_465054 Lg9 Bud_Flo 50,349 <0,0001
(genitor M13/91) Il,Im Flo50 51,981 <0,0001
Vacaria
ificacsy i3 Teste de
Marcador Classificagéo Vangvgl ) Prob.
alelos fenoldgica 1" (calculado)
TC_34451670_Lg5 Bud_Flo 1,245 0,2646
(genitor M13/91) I1,Im Flo50 1,495 0,2214
TC_447971_Lg9 Bud_Veg 41,336 <0,0001
(genitor M13/91) I1,im Flo(50) 7,304 0,0069
TC_465054_Lg9 Bud_Veg 40,375 <0,0001

(genitor M13/91) I1,Im Flo50 7,304 0,0069
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FIGURA 5. Distribuicdo da frequéncia da progénie com relagcado aos alelos
dos marcadores moleculares cuja significancia foi destacada nas
tabelas 5, 6 e 7 pelo teste K* (Kruskal-Wallis). Cada grafico

encontra-se indicado pelo
Goncalves; Vac — Vacaria;

respectivo marcador. BG — Bento
Veg — data de brotagdo vegetativa;

Flo — data de floracao; Flo(50) — data de 50% de floragédo; nn x
np, os marcadores segregando a partir de ‘Fred Hough’; Im X Il
os marcadores segregando a partir de ‘M13/91’; e hk x hk, os
marcadores segregando para os dois genitores.
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4.4.5 Genes candidatos

Os marcadores TC 447971 Lg9,TC_465054 Lg9 e
TG_1005241 Lg9 (Tabela 5, 6 e 7), que explicam cerca de 50% ou mais da
variagdo das caracteristicas fenolégicas analisadas, situam-se
aproximadamente nos primeiros 1.000.000 pares de bases da extremidade
do GL 9. Mais especificamente, nas posi¢cdes 450674, 467827 e 1008013,
respectivamente. Nesta regido, Porto e colaboradores (comunicagao
pessoal) identificaram duas sequéncias cujos transcritos apresentam
semelhanca de 42,6% ao gene Flowering Locus C (FLC) de Arabidopsis:
MDP0000126259 - chr9 (inicio: 695589 pb - fim: 697096 pb), e
MDP0000167381 - chr9 (inicio: 691905 pb - fim: 695392 pb) (Figura 6).

FLC é um dos principais genes responsaveis pelo controle do tempo
de floragdo, e é altamente regulado pela exposi¢do ao frio. Um desses
transcritos mostrou expressao diferencial em ‘Castel Gala’, em avaliacbes de
microarranjos, em resposta ao acumulo de 168 horas de frio (Porto et al.,
comunicagao pessoal). Portanto, o0 mapeamento de QTLs nesta regido do
GL 9 constitui uma evidéncia adicional e reforca o possivel papel destes
genes no controle da brotagéo e floragdo em macieira.

A prospecgao de genes candidatos para a utilizagdo na SAM em
macieira até o momento identificou um baixo numero de candidatos, tais
como, o gene MdMYB10 no locos Rni - co-segregante para cor vermelha da
polpa e da folha de macieira no GL 9 (Chagné et al., 2007), o gene Md-
ACOL1 relacionado com a sintese de etileno, identificado a partir de um QTL

no GL 10 associado a firmeza de polpa (Costa et al., 2010).
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Diversos genes envolvidos no ciclo celular foram identificados nas
regides dos QTLs detectados no GL 9, envolvidos com brotagao vegetativa e
florifera (Celton et al., 2011). O que confirma a importancia dessa regiao
cromossOmica para as caracteristicas de brotagao.

O presente trabalho contribui para a consolidagdo das informacdes
necessarias para o desenvolvimento de ferramentas de selecao assistida e
planejamento de cruzamentos via selegdo de genitores de valor agronémico
superior. No entanto, para fundamentar a significAncia dos QTLs
encontrados para as trés caracteristicas — data de brotagcédo vegetativa, data
de floragdo e 50% de floragéo, sera necessario confirmar a importancia dos
QTLs, e identificar a interagdo entre os QTLs e os ambientes. Para utilizagédo
posterior desses marcadores moleculares na sele¢ao direta dos caracteres
agrondmicos sera necessaria a validagao dos QTLs em outras populagdes e,

se possivel em maior niumero de ambientes.
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FIGURA 6. Alinhamento das sequéncias proteicas dos modelos de genes
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gene Flowering Locus C de Arabidopsis thaliana (AtFLC). FLC-
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pb - fim: 695392 pb). Reproduzido com permissdo de Porto
(comunicagéao pessoal).



5 CONCLUSOES GERAIS

Os gendtipos da populagcdo Fq sdo segregantes para os caracteres
fenotipicos avaliados, datas de brotacédo vegetativa, de brotagao florifera e
50% de floragao.

Os mapas genéticos para os genitores da populagdo estudada
possuem 17 grupos de ligacdo e boa distribuicdo dos marcadores nestes
grupos, permitindo seu uso para prospeccgao de QTLs.

A extremidade do GL 9 possui fatores genéticos importantes
associados ao controle do tempo de floragao e regulados pela exposi¢ao ao
frio, sendo identificados QTLs para as trés caracteristicas avaliadas. No
genitor ‘M13/91°, um QTL de grande efeito associado com as trés
caracteristicas  avaliadas foi detectado ligado ao  marcador
TC 3010059 LG9. Ja, no genitor ‘Fred Hough’ o QTL esta ligado aos
marcadores moleculares TC_447971 Lg9 e TC_465054_Lg9.

Nesta regiao do grupo de ligagdo 9 encontram-se transcritos com

similaridade ao gene Flowering Locus C, de Arabidopsis thaliana.
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Estrada
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7 APENDICES

APENDICE 1. Croqui com a posi¢do da populagdo no pomar de Bento
Goncalves — RS.

Pomar de Bento Gongalves Legenda:

B Poste

Distancia entre plantas: 0,70 m — Individuo

Comprimento total da fila: 70 m
Comprimento entre postes: 10m
Altura do primeiro fio: 0,70 m
Altura do seaundo fio: 1.40 m

Mato

Fila 1

p Jewod — epeJjsJ

}

Pomar péssegos

sobassad
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Continuagdo APENDICE 1. Croqui com a posic¢do da populacdo no pomar de

Pomar de Vacaria

Distancia entre plantas: 0,70 m
Comprimento total da fila: 70 m
Comprimento entre postes: 10m
Altura do primeiro fio: 0,70 m
Altura do segundo fio: 1,40 m

Vacaria — RS.

Legenda:

Poste
Individuo

Fila 2

Fila 1

Pomar clones

9pag
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APENDICE 2. Numero de horas com temperatura < 7,2°C no pomar da
Embrapa Uva e Vinho, Bento Goncgalves-RS, para o Ano

2011.
192 - 600
168 - = mensal
- 480 &
144 1 = mensal acumulado 479 474 E
>
(o]
il - 360 S
g 3
@ 96 - g
f 72 - - 240 ©
48 - 8
- 120 2
24 -
O G 1 I T r r . 0

Numero de horas com temperatura < 7,2°C no pomar da Embrapa Uva e
Vinho, Vacaria-RS, para o Ano 2011.

300 - ~ 1000

900

250 500
[7)]
200 700 g
2 600 <
& 2
2150 500 3
(D m
g - 400 ©
T 100 300 3
4

100

0 0

Abr Mai Jun Jul Ago Set Out
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APENDICE 3. Temperatura minima e maxima observadas, média mensal
(°C) e precipitagcado pluviométrica - total mensal em mm, em
Bento Gongalves, RS, em 2011. Fonte dos dados brutos:

INMET.
40 350
35 “1 300
30 —
— - 250
O 25 —
s IS
© 20 - - 200 €
2 T
5 15 - 150 3
e &)
g 10 +
i - 100
5 .
0 - - 50
-5 - -0
O .© O R O o O X0 QO QO QO QO
& N <& 0 > N 2) S NS S S
% 40& @'b Lo\ N ¥ ?Q,o \Q)(Q O\‘)\.\\’ \\Q)(Q e
mmm Chuva (mm) - Temperatura minima observada

Temperatura maxima observada = Temperatura média

Temperatura minima e maxima observadas e média mensal (°C) e
precipitacdo pluviométrica - total mensal em mm, em Vacaria, RS, em 2011.
Fonte dos dados brutos: INMET.

35 350
30 300
25
_ 250
O 20 —_
o £
g 15 200 £
=2 ®
© >
g 10 150 3
§ ° 100 °
'_
0
5 50
-10 0

mmm Chuva (mm) - Temperatura minima observada

Temperatura maxima observada === Temperatura média
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APENDICE 4. Graus-dia diario e acumulado de 01/08/11 a 31/01/12. Em Bento Gongalves-RS, em 2011/ 2012.
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continuagdo APENDICE 4. Graus-dia diario e acumulado de 01/08/11 a 31/01/12. Em Vacaria-RS, em 2011/ 2012.
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APENDICE 5. Periodo para queda de folhas 10%, 50% e 100% dos

Gendtipos

|W!|)l'!|'|‘||)||ill'l'"i>"||'|'\|'|!il')| Wl

o

genotipos

do pomar de Bento Gongalves de 17/05/2011 a

16/11/2011. A data zero é dia 17/05/2011.
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