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RESUMO

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma cultura frutifera tropical e subtropical
econdmica e nutricionalmente importante, sendo a antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum siamense, e a, morte-descendente causadas por Lasiodiplodia theobromae
e Neofusicoccum parvun fatores limitantes da sua producdo. Portanto, o estudo teve por
objetivos estudar o controle genético da resisténcia a antracnose em progénies de
mangueira obtidas via cruzamentos naturais e, identificar por meio da associacdo
genémica com base em marcadores de polimorfismo unico (SNP) e microssatélites loci
associados a resisténcia para a morte-descendente. No primeiro estudo, avaliou-se a
resisténcia a antracnose nos cultivares ‘Haden’, ‘Keitt’ e ‘Tommy Atkins’ e estudou-se o
controle genético da resisténcia e a herdabilidade nas populagdes obtidas dos cruzamentos
entre ‘Haden’ X ‘Tommy Atkis’ e ‘Keitt” x ‘Tommy Atkins’. Para a avaliagdo da
resisténcia dos pais e o controle genéticos nas populagdes, a inoculacdo do fungo foi
realizada em ramos contendo folhas jovens da planta. Para a estimacdo do parametro de
herdabilidade utilizou 0 método REML / BLUP de modelo misto, bem como a férmula
do modelo de Burton (MB). Para o controle genético da resisténcia o teste de aderéncia
qui-quadrado foi empregado nas populagdes. As cultivares ‘Keitt’ e ‘Haden’, foram
resistentes ao fungo C. siamense, enquanto ‘Tommy Atkins’ foi moderadamente
suscetivel. A resisténcia a antracnose é de heranca simples 15:1 conferida por alelos
recessivos de efeito episttico, para ambas populagfes ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ e
‘Keitt” x ‘Tommy Atkins’. A herdabilidade pelo REML/BLUP foi 88% para ‘Haden’ x
‘Tommy Atkins’ e 78% para ‘Keitt” x ‘Tommy Atkins’ e pelo MB 90%. No segundo
estudo dados de polimorfismo Unico (SNP) e microssatélites de 95 plantas da populagéo
‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ foram analisados por associacdo alélica e genotipica, modelos
lineares (GLM) e linear misto (MLM) para morte-descendente L. theobromae e N.
parvum. Foram identificadas associacdes gendémicas de consenso no cromossomo 12,
posicdo 10,60 Mb (Mi_0096) e cromossomo 1 (Mango_rep_c1316) posicao 14,67 Mb,
com associagdo (P<0,0049) a L. theobromae loci, representando 20% da variacéo total.
Considerando as regides adicionais identificadas nos cromossomos 11 e 8 (posigdes 24,57
Mb e 9,34 Mb, respectivamente), por GLM e MLM, explicam 36% da variacédo total
para essa doenca. Foram identificadas associacdes gendmicas de consenso nos
cromossomos 2, posicdo 20,49 Mb (Mango_rep_c9407) e 9, posi¢do 15,01 Mb
(Mango_rep_c8984), com associacdo (P<0,006) para N. parvum loci, representando
20,6% da resisténcia total para este fungo.

Palavras chave: Mangifera indica, melhoramento genético, heranga, GWAS



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) is an economically and nutritionally important tropical and
subtropical fruit crop and anthracnose caused by the fungi Colletotrichum siamense,
Lasiodiplodia theobromae and Neofusicoccum parvun is one of the limiting factors in its
production. Therefore, the objective of the present study was to select progenies and
estimate the inheritance of resistance to anthracnose caused by the fungus Colletotrichum
siamense, and to find SNP and microsatellite markers associated with resistance to
Neofusicoccum parvum and Lasiodiplodia theobromae in mango trees. In the first study,
resistance to anthracnose was evaluated in 'Haden', 'Keitt' and Tommy Atkins' cultivars
and studied the genetic control of resistance and heritability in populations obtained from
crosses between 'Haden' x Tommy Atkis' and 'Keitt" x "Tommy Atkins'. For the
evaluation of parental resistance and genetic control in populations, inoculation of the
fungus was carried out in the young branches of the plant. For the estimation of the
heritability parameter, the mixed model REML / BLUP method was used, as well as the
Burton model (BM). For genetic control of resistance, the chi-square test was used in
populations. Cultivars ‘Keitt’ and ‘Haden” were resistant to the fungus C. siamense, while
‘Tommy Atkins’ was moderately susceptible. Resistance to anthracnose is of simple
inheritance 15:1 conferred by recessive alleles with epistatic effect, for both ‘Haden’ x
‘Tommy Atkis’ and ‘Keitt’ X ‘Tommy Atkins’ populations. Inheritability by
REML/BLUP 88% ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ and 78% ‘Keitt’ x ‘Tommy Atkins’ and
by MB 90%. In the second study, single polymorphism (SNP) and microsatellites data
from 95 plants of the 'Haden' x Tommy Atkins' population were analyzed by allelic and
genotypic association, linear (GLM) and mixed linear (MLM) models for L. diplodia and
N. parvum. Consensus genomic associations were identified in chromosome 12, position
10.60 Mb (Mi_0096) and 1 (Mango_rep_c1316) position 14.67 Mb, with association
(P<0.0049) to L. theobromae loci, representing 20% of the total variation. Additional
regions identified on chromosomes 11 and 8 (positions 24.57 Mb and 9.34 Mb,
respectively) by GLM and MLM explain 36% of the total variation for this disease.
Consensus genomic associations were identified in chromosomes 2, position 20.49 Mb
(Mango_rep_c9407) and 9, position 15.01 Mb (Mango_rep_c8984), with association
(P<0.006) for N. parvum loci, representing 20.6% of resistance total for this fungus.

Keywords: Mangifera indica, genetic improvement, intheritance, GWAS
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INTRODUCAO GERAL

A mangueira, ¢ uma espécie arbdrea frutifera pertencente a familia das
Anacardiaceae e tem como centro primario de origem a regido do Indo-Malaio, com
distribuicdo natural ocorrendo desde o leste da India até as Filipinas (MUKHERJEE e
LITZ, 2009). No Brasil, a introducdo das primeiras variedades da mangueira ocorreu no
século XVI pelos colonizadores portugueses. Segundo Ferreira et al. (2002), na década
de 60 ocorreu uma segunda introdugdo com as variedades, oriundas da Flérida e Estados
Unidos, impulsionando o mercado interno e externo, possivelmente devido essas
variedades apresentarem boa adaptabilidade, regularidade de producdo e boas
propriedades organolépticas (MUKHERJEE e LITZ, 2009).

A manga é a uma das frutas fresca mais consumida mundialmente, sendo o seu
cultivo uma das principais atividades no agronegocio fruticola brasileiro, com
crescimento constante nos Ultimos anos (REETZ et al., 2015). O Brasil, ocupa a sétima
posicdo no ranking mundial de producéo da fruta, com quase 1,3 milhdes de toneladas
colhidas em uma &rea de 65 mil hectares em 2018 (IBGE, 2019), sendo a regido Nordeste
responsavel por 76% de toda a producdo do pais. Em relagdo a exportacdo, em 2018, o
Brasil exportou 170,5 mil toneladas da fruta, alcancando US$ 177,3 milhGes com a venda
da fruta. A regido semiarida do Vale do Rio S&o Francisco, dos estados da Bahia e
Pernambuco, é responsavel por 87% de toda a exportacio brasileira (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2018).

As doencas causadas por fungos e bactérias sdo fatores que podem afetar
negativamente, ou mesmo inviabilizar, a producdo da manga, principalmente para a
exportacao, uma vez que desqualificam o fruto (TERAO; BATISTA; RIBEIRO, 2016).
Dentre as principais doencas da mangueira destacam-se a antracnose causada por fungos
do género Colletotrichum e a morte descendente e/ou podriddo peduncular, ocasionada
por fungos pertencentes a familia Botryospheriaceae. Para a mangueira, essas doencas
mostram-se preocupantes, devido a capacidade de os fungos danificarem toda a planta,
podendo comprometer ramos, folhas, paniculas (flores) e frutos (TERAO; BATISTA,
RIBEIRO, 2016).

O melhoramento da mangueira iniciou no Brasil na década de 70, tendo como
principais objetivos: alta produtividade, frutos de boa qualidade, resisténcia as principais
pragas e doencas, melhoria do porte da planta (porte and) e cultivares poliembridnicas

(para qualidade de porta enxerto). Por exemplo, o programa de melhoramento da
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Embrapa desenvolveu e recomendou as cultivares Roxa Embrapa 141, Alfa Embrapa 142,
Lita, Beta e BRS Omega (PINTO et al., 2007).

Apesar do lancamento dessas cultivares, os programas de melhoramento para a
mangueira enfrentam dificuldades em alcancar seus objetivos de forma agil, devido ao
longo periodo juvenil, autoincompatibilidade, entre outros aspectos. Mesmo com essas
dificuldades, na literatura sdo relatados trabalhos sobre diversidade genética,
caracterizagdo de frutos, identificagdo do tipo embrionario, confirmagdo de hibridos,
estimacao de taxa de polinizagdo e mapeamento genético para caracteristicas qualitativas
(KUHN et al., 2017; SHERMAN et al., 2015; SANTOS e NETO, 2011). Esses estudos
evidenciam a abordagem de diferentes recursos para se chegar ao objetivo final, desde a
utilizacdo dos métodos de melhoramento cléssico, a exemplo da caracterizagdo
morfol6gica, bem como a combinacdo dos métodos classicos com as ferramentas
biotecnoldgicas, com a aplicacdo de marcadores moleculares para realizacdo do
mapeamento de genes associados a caracteristicas morfoagronomicas. Vale lembrar que
estes estudos do controle genético para resisténcia a antracnose em mangueira, bem como
loci associados a morte descendente séo inexistentes para a cultura.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi selecionar progénies e estimar a
heranca da resisténcia para antracnose causada pelo fungo Colletotrichum siamense e,
encontrar marcadores SNPs e microssatélites associados a resisténcia para N. parvum e

L. theobromae em mangueira.
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 Origem, classificagdo botanica e importéancia econdmica da mangueira
(Mangifera indica)

A mangueira (Mangifera indica L., 2n=2x=40), é uma espécie originaria da regiao
Indo-Malaio, principalmente da parte oriental da india, sendo um dos frutos de origem
tropical mais apreciado no mundo (DUVAL et al.,, 2005). No Brasil, as primeiras
variedades cultivadas de mangueira foram introduzidas pelos navegantes portugueses no
século XVI (CARVALHO et al, 2004). A mangueira é uma espécie cultivada nas mais
diversas regides tropicais e subtropicais do mundo. Pertence a classe das dicotileddneas,
ordem Sapindales, familia das Anacardiaceae e ao género Mangifera, que possui,
aproximadamente, 60 espécies, destacando-se a M. indica (SANTOS-SEREJO, 2005;
PINTO, 2004), possivelmente, devido ao sabor agradavel. O periodo juvenil da
mangueira varia de 3 a 7 anos, podendo ultrapassar 40 metros de altura quando atingir a
fase adulta, e permanecer em pomares por centenas de anos (MUKHERJEE e LITZ,
2009).

A india destacasse como produtor mundial de manga, com cerca de 19,5 milhdes de
toneladas de producéo da fruta por ano, enquanto, o Brasil ocupa a sétima posicao (FAO,
2018). De acordo com a Producao Agricola Municipal (IBGE, 2019), o Brasil produziu
1,319 milhdes de toneladas da fruta em 2018. As regides Nordeste e Sudeste foram
responsaveis por 76% e 23%, respectivamente, da producdo brasileira de manga no ano
de 2018. No Nordeste, os estados da Bahia e do Pernambuco, juntos, produziram 67%
das frutas da mangueira (IBGE, 2019). As microrregides das cidades de Petrolina-PE e
Juazeiro-BA foram os maiores produtores em 2017 (CEPEA, 2018).

A producdo de manga no Brasil tem apresentado estabilidade nos dltimos dez anos,
em torno de 1.100 milhdes de toneladas, com excecOes de 2015, 2018 e 2019, quando a
producdo foi de 976, 1.319 e 1.414 milhGes de toneladas (Figura 1) (IBGE, 2019). A
produtividade da mangueira também apresenta estabilidade ao longo dos uUltimos dez
anos, em torno de 16.200 kg ha™*, com tendéncia de crescimento nos anos de 2016 a 2019,
atingindo 21.007 kg ha* em 2019 (Figura 2) (IBGE, 2019).
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Figura 1. Producdo total de manga no Brasil (milhdes de toneladas) nos anos de 2010 a
2019 (IBGE, 2019) e exportagdes brasileira de manga, em milhGes de toneladas, no
periodo de 2010 a 2019 (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2017, 2018;
ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E FRUTICULTURA, 2019, 2020).
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Figura 2. Produtividade de manga no Brasil (Kg ha™) no periodo de 2010 a 2019 (IBGE,
2019).
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A manga é responsavel por gerar um dos maiores volumes de frutas exportadas no
pais. No periodo de 2010 a 2014 o Brasil apresentou estabilidade em torno de 125 milhdes
de toneladas, ocorrendo elevacéo acentuada no periodo de 2015 a 2019, alcancando 221,0
milhdes de toneladas em 2019 (Figura 1) (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2017, 2018; ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI E
FRUTICULTURA, 2019, 2020). O valor das exportacbes de manga apresentou
crescimento no periodo de 2010 a 2015, atingindo 184,3 milhdes de US$ em 2015 (Figura
3). Nos anos de 2016 a 2019 os valores de exportacdes apresentaram oscilacGes, sendo
que em 2019 apresentou recorde de 227,9 milhdes de US$ (Figura 3) (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2017, 2018; ANUARIO BRASILEIRO DE
HORTI E FRUTICULTURA, 2019, 2020).

Exportacdes/Milhdes US$
250 227.9
205,1
200 184.3
163,7

1773

1542
147.4 .
150 1409 1375

119.9

100

50

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Figura 3. Valores da exportacdo brasileira de manga, em milhdes de U$$, no periodo de
2010 a 2019 (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2017, 2018; ANUARIO
BRASILEIRO DE HORTI E FRUTICULTURA, 2019, 2020).

No Brasil, as areas plantadas com a cultura de manga estdo concentradas em poucas
cultivares, ‘Haden’, ‘Keitt’, ‘Palmer’, e, especialmente, ‘Tommy Atkins’ (CARVALHO
et al., 2004; KNIGHT et al., 2009), sendo que a area de producdo destinada a exportacao

esta concentrada com os cultivares ‘Palmer’ ¢ ‘Tommy Atkins’, visando o consumo in
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natura da fruta (BASSOS et al., 2018). Esse ultimo cultivar apesar de ser suscetivel a
malformag&o floral e ao colapso interno do fruto (FONSECA e SCANAVA JUNIOR,
2008), apresenta sabor agradavel, atendendo a uma das exigéncias dos consumidores. No
entanto, a utilizacdo desses dois cultivares reduz a base genética da cultura e,
possivelmente, impacte na grande suscetibilidade dos geno6tipos atuais a uma diversidade
de patdgenos.

A maior producdo do Brasil concentra-se nas regides do Vale do S&o Francisco,
Livramento de Nossa Senhora e Dom Basilio (BA), em algumas regides de Séo Paulo e
no Norte de Minas Gerais. Nos cultivos da regido de Petrolina-PE e Juazeiro-BA, a
"Palmer” concentra 50% da area, seguida da Tommy Atkins com 30% e o restante
dividido com os cultivares Keitt e Kent. Nas cidades de Livramento de Nossa Senhora e
Dom Basilio-BA, a area plantada estd concentrada com os cultivares Palmer (70%),
Tommy Atkins (28%) e os outros 2% distribuido entre as demais cultivares Rosa, Espada,
entre outras. Em S&o Paulo, nas cidades de Monte Alto e Taquaritinga, o cultivar Palmer
representa 50% da &rea plantada, enquanto a Tommy Atkins representa 30% e 0s
cultivares Rosa, Espada, entre outras, respondem por 20%. (CEPEA, 2018).

Nas cidades de Valparaiso-SP e Miranddpolis-SP o plantio estd concentrado em
apenas dois cultivares: Palmer (60%) e Haden (40%). No estado de Minas Gerais, a
Palmer representa 99% da area plantada e apenas 1% esta destinada aos cultivares Keitt
e Kent (PALMIERE, 2018). Desse modo, é possivel observar que o cultivar Palmer € a
preferida pelos produtores, possivelmente, devido ao fato de ser uma variedade tardia,
com maior aceitacdo no mercado interno, apresentar boa conservacdo pds-colheita,
excelente potencial para exportacdo, polpa de coloragdo amarela, firme e de pouca fibra
(PINTO; COSTA:; SANTOS et al., 2002).

1.2 Antracnose na mangueira

A mangueira é uma frutifera suscetivel a uma grande diversidade de doencas
causadas por fungos e bactérias, que podem ndo sé limitar a sua producdo, bem como
comprometer a qualidade dos frutos, atributo de grande importancia (SILVA et al., 2002).
Dentre as doencas que acometem a cultura pode-se destacar a antracnose, causada pelo
género Colletotrichum (RIBEIRO, 2005; TAVARES, 2002).

A antracnose é uma doenga que ocorre na maioria das regides produtoras de manga.

Os sintomas aparecem em partes da planta, como folhas jovens, causando deformagoes
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que as retorcem, além de necroses e formacao de uma crosta, com rupturas na por¢do
lesionada. Nos frutos, o patdgeno permanece latente e normalmente manifestam sintomas
depois de colhidos, durante o processo de amadurecimento, na forma de manchas escuras,
levemente deprimidas e em geral arredondadas (TERAO; BATISTA; RIBEIRO, 2016).

Segundo Aruz (2000), a antracnose da mangueira € mais virulenta em altas
temperaturas e alta umidade, atingindo uma incidéncia de quase 100% em frutos
produzidos em condi¢Ges muito imidas. Além disso, Lima et al. (2015) constataram que
as lesBes causadas pelo género Colletotrichum eram maiores nas temperaturas entre 25°C
e 30°C quando comparado a temperatura de 10°C. Isso significa que existe maior
ocorréncia e atividade do fungo em paises tropicais e subtropicais, sugerindo a
necessidade de utilizacdo de métodos de controle da doenca, que na maioria dos casos é
realizada com a utilizacdo de agentes fungicos, resultando no aumento dos custos de
producdo da fruta (DOOD et al., 1992).

Descrito primeiramente por Corda (1831), o género Colletotrichum, pertence a
familia Glomerellaceae. Fungos do género Colletotrichum englobam espécies
endofiticas, empifiticas, saprofitas e fitopatogénicas (HEYDE et al., 2009). Perfect et al.
(1999) ¢ O’Connel et al (2012), descreveram a infecgdo do hospedeiro da seguinte forma:
i) os acérvulos depositados nos tecidos infectam o hospedeiro por meio de uma breve fase
biotrofica, fase associada com a produgdo de uma grande hifa intracelular priméria que
pode infectar as células sem causar sua morte, ii) o fungo sofre uma transicao para a fase
necrotréfica, a qual esta associada a pequenas hifas secundarias, as quais se espalham

através do tecido do hospedeiro, causando lesdes necroticas (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo da antracnose em mangueira. As linhas solidas e as linhas pontilhadas
representam o ciclo da doenca e a fenologia da planta, respectivamente (ARUZ, 2000).

E comum a ocorréncia de uma Unica espécie de Colletotrichum atacando diversos
hospedeiros e mais de uma espécie associada a um mesmo hospedeiro (FREEMAN et al.,
1998), como no caso da mangueira que é acometida por diversas espécies do género
Colletotrichum. O C. gloesporioides € considerado o principal agente casual de
antracnose na mangueira (SANTOS FILHO e MATOS., 2003; FISCHER et al. 2005) e,
em menor frequéncia, C. acutatum (RIVERA-VARGAS et al., 2006; SOUZA et al.,
2013).

No Nordeste brasileiro, outras espécies de Colletotrichum, como C. cliviae, C.
dianesei, C. endomangiferae, C. fruticola, C. tropicale e C. karstii, estdo associadas a
esta doenga (LIMA et al., 2013; VIEIRA et al., 2014). A espécie C. asianum foi relatada
ocasionando sintomas de antracnose no Brasil, Australia, Panama, Filipinas Coldmbia,
Japdo e Tailandia (WEIR et al., 2012; LIMA et al. 2013; LIMA et al., 2015; PARDO-DE

LA HOZ et al., 2016). J& as espécies C. simmondsii e C. fioriniae foram relacionadas a
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antracnose em mangueira na Australia (DAMM et al., 2012), C. siamense na Malasia,
México, China e india (LI et al., 2019; TOVAR-PEDRAZA et al., 2019; LIU et al., 2017;
SHARMA et al., 2013).

Para o controle da doenca, 0 método mais utilizado é o uso de fungicidas, aplicados
antes do desenvolvimento dos frutos (pré-colheita) (JOHNSON e HOFMAN, 2009) e, na
pos-colheita, com o tratamento dos frutos com fungicidas, associados ao tratamento
térmico (RIBEIRO, 2005; PLOETZ, 2010). No entanto, os fungicidas de maior
aceitabilidade ndao sdo muito eficazes (SOUZA, 2011) e, outros ndo sdo aceitos em outros
paises, como por exemplo, Estados Unidos (AKEM, 2006; PLOETZ, 2010). A aplicacéo
de produtos ndo registrados para a cultura pode acarretar na perda do registro de
exportacdo (ANVISA, 2016).

1.3 Morte descendente e podridao peduncular

A morte descendente e a podriddo peduncular s@o causadas por espécies de
Botryosphaeraceae, e representam importantes doencas que acometem a mangueira no
Nordeste brasileiro, sendo que nos pomares irrigados do semiarido brasileiro as espécies
associadas a morte descendente, que ocorrem com maior frequéncia, sdo Lasiodiplodia
theobromae, Neofusicoccum aesculi e Neofusicoccum parvun (COSTA et al., 2010;
TERAO; BATISTA; RIBEIRO, 2016). Essas doencgas foram registradas pela primeira
vez no Brasil em 1991 (TAVARES; MENEZES; CHOUDHRY, 1991) e desde entéo,
vém aumentando de intensidade e importancia no Nordeste brasileiro (BATISTA,
BARBOSA; TERAO, 2011; COSTA et al., 2010; MARQUES et al., 2013 a, b).

Fungos da familia Botryosphaeraceae podem infectar toda a planta, como folhas,
ramos, frutos, panicula e tronco. Em ramos verdes, as leses sdo escuras, irregulares, ndo
deprimida que avancam para o peciolo e limbo foliar, ocasionando o secamento de todo
0 ramo e com o passar do tempo eles caem. Caso 0s ramos infectados ndo sejam retirados
da planta, a infeccdo pode se espalhar para ramos mais velhos, tronco e até matar a planta
(BATISTA; BARBOSA; TERAO, 2011). Quando a infeccdo incide nas paniculas,
ocorrem lesdes escuras, abortamento de flores e frutos jovens. Nos frutos maduros a
infeccdo causa uma podriddo de aspecto mole e aquoso, fazendo os frutos perderem seu
valor de mercado e qualidade para o consumo (RIBEIRO, 2005; BATISTA et al., 2016).

1.4 Lasiodiplodia theobromae
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L. theobromae (Pat.) Griffon & Maublanc (sinbnimo: Botryodiplodia theobromae
Pat.) ¢ um fungo cosmopolita, polifago e oportunista. E caracteristico de regides tropicais
e subtropicais, sendo responsavel por doencas em varias espécies frutiferas além da
mangueira, ocasionando grandes perdas, tanto durante o cultivo como também em pos-
colheita (FREIRE et al., 2004; FREIRE et al., 2011).

Lins et al. (2010) caracterizaram isolados de L. theobromae de tecidos de ramos,
peciolos e pedunculos da mangueira que apresentavam sintomas de morte descendente.
Segundo os mesmos autores, as colénias em meio de cultura apresentam coloracéo
branca, tornando-se, posteriormente, cinza esverdeado a preto, com aspecto algoddo. A
analise estrutural dos picnidios, de conidios jovens, revelou auséncia de septos, forma
ovoide, hialinos e de parede delgada e dupla quando, e quando maduros séo ovoides a
elepsoides, pigmentados e apresentam um septo transversal, com estrias longitudinais e
as paredes espessas. Quanto a dimensao dos conidios, apresentam tamanhos que variam
entre 18-16 pum x 11-15 um. Essas descri¢Ges foram reportadas por outros autores para a
espécie (ALVES et al., 2008; BURGESS et al., 2006; PHILLIPS et al., 2008; PAVLIC
et al., 2004; ZHOU e STANOSZ, 2001; PUNITHALINGAM, 1976).

Para o controle das doencas causadas por L. theobromae recomenda-se 0 manejo
cultural e genético, devido as caracteristicas ecoldgicas intrinsecas do fungo e a diversa
gama de hospedeiro do fungo (LIMA et al., 2013; CARDOSO et al., 2006; TAVARES.,
1995).

1.5 Neofusicoccum parvum

O fungo N. parvum é um parasita de plantas que pode sobreviver saprofiticamente
em estruturas mortas e mantidas no campo como restos de culturas, como paniculas,
ramos, frutos e folhas. Possui distribuicdo mundial, tendo uma ampla gama de
hospedeiros, sendo relatado pela primeira vez na cultura da mangueira em 2009 (COSTA
etal., 2010).

O patdgeno se caracteriza pela formagdo de um picnidio escuro, onde sdo produzidos
0s conidios que, quando jovens sdo hialinos e unicelulares, porém, quando maduros, se
tornam, ocasionalmente, marrom claro, com 1-2 septos, com a célula mediana marrom
escura e as duas extremidades mais claras (SLIPPERS e WINGFIELD, 2007). O
patdgeno possui esporos de formato ovoide a eliptico, com tamanhos de 21-15 pum x 4,5-

6,0 um. A colénia é formada inicialmente por um micélio aéreo cinza, tornando-se,
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posteriormente, de coloracdo mais escura. O manejo cultural, como a limpeza das areas
removendo restos infectados da planta, bem como adubacéo e irrigacdo adequada e 0
controle de insetos sdo as medidas de controle recomendadas para o N. parvum.
(BATISTA et al., 2016).

1.6 Melhoramento genético da mangueira

Os programas de melhoramento das instituicdes nacionais e internacionais de
mangueira devem sempre atender as caracteristicas de trés segmentos: produtores,
distribuidores e consumidores. Para o primeiro, caracteristicas como produtividade,
estabilidade de producdo e facilidade no manejo, adaptada as condi¢des climaticas e
resisténcia a doencas se revestem de maior importancia; para o segundo variedades que
resistam ao manuseio e ao transporte sdo mais atraentes, enquanto que para 0S
consumidores frutas de melhor qualidade como cor do fruto e sabor sdo 0s mais
procurados (PINTO; LIMA NETO; GUIMARAES, 2011).

Dentre os métodos utilizados para 0 melhoramento da mangueira, podem ser
destacados: melhoramento de populacdo, método de selecéo recorrente, teste de progénie,
hibridacdo intervarietal, selecdo clonal, policruzamento, selecdo entre populacbes de
meio-irmaos (PINTO et al., 2007). Além dos métodos convencionais podem ser citados
as ferramentas biotecnoldgicas: cultura de tecidos, indugdo de mutagcdes e marcadores
moleculares (FONSECA e SCANAVA JUNIOR, 2008). Por meio desse tltimo é possivel
realizar a selecdo assistida por marcadores (SAM), estimar diversidade genética para
caracterizacdo e manejo de bancos de germoplasma, auxilio em trabalhos de classificagdo
boténica e filogenia, monitoramento de cruzamentos e teste de paternidade, mapeamento
genético para caracteristicas qualitativas e quantitativas, entre outros objetivos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA. 1998).

Considerando o possivel estreitamento da base genética na cultura da manga no
Brasil, a Embrapa Cerrados, em parceria com a Embrapa Semiarido, Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical, Embrapa Meio-Norte e Embrapa Transferéncia de Tecnologia,
além do Instituto Agronémico de Campinas-1AC, implementaram um programa de
melhoramento para a cultura na década de 70, buscando desenvolver novas variedades de
mangueira com caracteristicas superiores ao da cultivar ‘Tommy Atkins’, resultando no
lancamento de cinco cultivares: a ‘Roxa Embrapa 141°, ‘Alfa Embrapa 142’°, ‘Lita’,

‘Beta’ ¢ ‘BRS Omega’ (PINTO et al., 2007).
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Apesar do lancamento dessas cultivares, 0 melhoramento genético da mangueira
apresenta inimeros entraves durante o desenvolvimento de novos genétipos, tais como:
i) longa fase juvenil, que pode durar de 3 a 7 anos; ii) exigéncia de grandes areas para
avaliar as populacdes hibridas, exigindo pessoas para manter essas areas e avaliar as
populacgdes; iii) a poliembrionia; iv) baixas taxas de pegamentos de fruto por panicula
(0,1%); v) alta taxa de heterozigosidade, dificultando a obtencdo de populacbes F2 e
retrocruzamentos (BALLY et al., 2009), aliado ao baixo conhecimento da herdabilidade
para a maioria das caracteristicas morfoagronomicas importantes (SCHNELL et al.,
2006). Em contrapartida, a manutencdo de individuos superiores ocorre por clonagem,
principalmente por enxertia, sendo uma vantagem no melhoramento da mangueira.
(PINTO et al., 2002).

1.7 Parametros genéticos

As estimativas dos parametros genéticos sdo importantes para o melhoramento
genético, uma vez que disponibiliza informacgdes sobre o tipo de acdo dos genes em
caracteres quantitativos, norteia qual o melhor método de selecdo a ser adotado,
possibilitando estimar o progresso esperado com a selecdo (VENCOVSKY, 1969). Vale
ressaltar que a estimativa da variancia genética, das correlacdes e das herdabilidades, se
revestem de maior importancia durante a obtencdo dos pardmetros genéticos (CRUZ e
CARNEIRO, 2003), possivelmente, devido a inferéncia da maior contribui¢do dos efeitos
genéticos ou ambientais sobre o carater em estudo; as chances de um determinado carater
ser herdado pela descendéncia; bem como a melhoria de uma caracteristica de interesse
com base em outra (ROCHA, 2003), pois em programas de melhoramento objetiva-se
melhorar 0s genétipos em vérias caracteristicas simultaneamente (CRUZ e REGAZZI,
2001).

A estimativa de parametros genéticos dentro dos programas de melhoramento de
espécies perenes, busca a predicdo de valores genéticos aditivos e genotipicos para a
selecdo de individuos potenciais, seja com a selecdo realizada a nivel intrapopulacional
ou interpopulacional (RESENDE e DIAS., 2000). No entanto, plantas perenes possuem
alguns inconvenientes como o ciclo reprodutivo longo, sobreposicdo de geracdes e 0
desbalanceamento (acarretado com a morte ao longo do tempo), associados aos dados de
caracteres quantitativos, impedindo mensuragdes precisas. Por esse contexto, o

procedimento REML (Método da méxima verossimilhanca restrita) / BLUP (Método da
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melhor predicdo linear ndo-viesada) apresenta vantagens em relagdo as metodologias
tradicionalmente utilizadas, uma vez que pode ser aplicada a dados desbalanceados,
corrige os dados para efeitos ambientais e prediz de maneira precisa e ndo-viesada 0s
valores genéticos, ndo exigindo dados obtidos sob estruturas rigidas de experimentacdes
(RESENDE, 2007).

O procedimento REML/BLUP vem sendo explorado com sucesso dentro dos
programas de melhoramento genético de espécies perenes e semiperenes no Brasil.
Assuncdo et al., (2015), ao utilizarem esse procedimento em maracuja-azedo,
conseguiram selecionar individuos com maior qualidade de frutos; enquanto que Oliveira
et al. (2004) conseguiram identificar a variabilidade genética entre progénies de
umbuzeiro tendo como base a procedéncia dos individuos. Por meio do procedimento
REML/BLUP também foi possivel estimar parametros genéticos relativos ao

desenvolvimento inicial de plantas de mangabeira em campo (GANGA et al., 2009).

1.8 Controle genético em caracteristicas morfoagronémicas

Estudos voltados para 0 comportamento genético das caracteristicas de interesse nas
espécies vegetais sdo de grande relevancia para os programas de melhoramento genético,
pois possibilitam identificar se a heranca do carater em questdo é simples (quando
controlada por um ou dois genes), ou complexa (quando controlada por varios genes),
além de identificar se as magnitudes dos efeitos sdo de aditividade, dominéncia ou
epistasia (RAMALHO et al., 2008).

Antes de compor as populacfes que serdo avaliadas no estudo de controle genético,
€ necessario que 0s genitores sejam homozigotos ou linhagens endogamicas, e que
apresentem diferenca entre si para o carater em questdao (RAMALHO et al., 2008). Ainda
segundo esses mesmos autores, para esse estudo podem ser utilizadas diferentes geracdes
(F1, F2, RC1 e RCy), sendo as mais comuns as geracdes F1 e F2, e que para um melhor
entendimento das propor¢6es fenotipicas, sempre que possivel, é indicado a utilizagao
dos retrocruzamentos.

Para adotar as abordagens de estudo genéticos na mangueira, 0s principais
impedimentos sdo a longa fase juvenil e baixas taxas de cruzamento manual. No entanto,
populacOes resultantes de cruzamentos entre parentais altamente heterozigoticos, em
varios locus, a populacéo F1, pode ser explorada para estudos geneticos, como F2 (FEHR,

1987). A estratégia de pseudo F (F1) foi explorada por Banerjee et al. (2012), em Morus
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spp. Além deles, Parikh et al. (2016), em Cornus florida L e, por Arriel et al. (2016) e
Coelho et al. (2018) em mangueira.

A maioria das espécies autdgamas apresenta maior rapidez na obtencdo de
individuos homozigotos, por serem hermafroditas e ainda apresentarem cleistogamia (as
estruturas femininas e masculinas se tornam viaveis simultaneamente e a polinizacéo do
estigma ocorre antes da abertura do botdo floral ou antese), enquanto que as espécies
alégamas apresentam dicogamia, que se divide em protrandia (quando os graos de pélen
se tornam viaveis antes da estrutura feminina), ou protoginia (quando as estruturas
femininas se tornam vidveis antes da masculina), necessitando de seis ciclos de
autofecundacdes, buscando aumentar o nivel de homozigose nos individuos (BUENO et
al., 2013).

Uma vez obtidas as populacGes segregantes, o proximo passo € avaliar todas elas em
campo e de forma simultanea. Quando obtidos os dados, é realizada a comparacéo das
proporcdes fenotipicas esperadas e observadas, tendo como base a segregacdo esperada
para o carater em questdo (RAMALHO et al., 2008). Frequentemente, tem se utilizado o
teste do qui-quadrado para testar as hipoteses. Segundo Liu (1997), esse teste possibilita
concluir a respeito do padrdo predominante da segregacdo: se governada por um, dois ou
mais genes e o tipo de interacdo predominante se de aditividade, dominancia ou epistasia.
Outra informacdo que deve ser levada em consideracdo € que as estimativas do controle
genético de um carater em uma determinada populacdo séo restritas a ela, e ndo devem

ser consideradas iguais para outras populacdes ou outras condi¢cdes experimentais.

1.9 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares nas ultimas décadas tém auxiliado programas de
melhoramento genético na reducdo do tempo de obtencdo de novos genotipos, devido ao
longo periodo requerido para execucdo das fases de melhoramento, principalmente
quando se trata de plantas perenes, possibilitando acessar a nivel de DNA informac6es
que dizem respeito a diversidade genética, bem como para 0 mapeamento de regides
agronbmicas de interesse (CAIXETA et al., 2009). Atualmente, tem se utilizado a
associacdo de técnicas classicas a ferramentas biotecnoldgicas, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia de selecdo e caracterizacdo de germoplasmas, bem como a

maximizacdo dos ganhos genéticos, visto que, os marcadores moleculares sdo
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ferramentas auxiliares que ndo sofrem influéncia ambiental permitindo, aos melhoristas,
a realizacdo de estudos mais completos (SOUZA et al., 2014).

A utilizagdo dessa ferramenta dependerd do objetivo do estudo, infraestrutura
disponivel, recursos financeiros, além de equipe técnica com treinamento qualificado
(FALEIRO, 2007). Existe um o grande numero de marcadores moleculares disponiveis,
como: Isoenzimas, RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA, RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorfism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism), SSR
(Simple Sequence Repeat), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SSCP
(Single-Strand Conformation Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
PCR-sequencing, além de marcadores baseados em retrotransposons, marcadores
baseados em gendmica funcional e SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

Dentre esses marcadores 0s microssatélites tém sido amplamente utilizados, pois
para cada loco tem-se grande contetdo informativo, além de serem multi-alélicos e
permitirem a diferenciagdo entre individuos homozigotos e heterozigotos, por isso sao
considerados marcadores codominantes, além de serem abundantes no genoma, faceis de
automatizar, robustos e de alta reprodutibilidade (TURCHETTO- ZOLET et al., 2017).
Estes marcadores sdo repeticdes de um a seis nucleotideos que se repetem em sequéncia
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Além dos microssatélites, SNP ¢é outro marcador bastante utilizado por identificar
variagcOes entre individuos em relacdo a um par de bases. Inicialmente descoberto no
genoma humano, os SNPs provaram serem universais, bem como as formas mais
abundantes de variacdo genética entre individuos da mesma espécie (GHOSH et al.,
2002). Devido a sua natureza bi-alélica, tornam-se menos polimérficos comparado aos
marcadores microssatélites, no entanto, possuem alta frequéncia, facilidade de automacao
e estabilidade (GUPTA e PRASAD, 2001). Esses marcadores caracterizam-se em
variacdes de um Unico nucleotideo (A, C, T ou G) na sequéncia do genoma, ou seja,
refletem mutacGes ocorridas ao decorrer do tempo e que em sua maioria, foram eventos
simples (GRIFFITHS et al., 2008), podendo ser classificadas essas mutaces como
transicdo ou transversdes, dependendo do tipo de variacdo do nucleotideo (FALEIRO,
2011). Esses polimorfismos podem ocorrer em regifes codificadoras ou com funcdes
regulatoria, porém na maior parte das vezes sao encontrados em espacos intergénicos
(RAFALSK, 2002).
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Devido a essas especificidades, os marcadores microssatélites e SNPs tém sido os
mais comumente utilizados em diversas culturas para a selecdo e mapeamento de regides
genbmicas associadas com genes e QTL (Quantitative Trait Loci) como em arroz
(PINHEIRO etal., 2012), milho (TEIXEIRA et al., 2013), algoddo (ZHANG et al., 2016),
feijao-caupi (MUNOZ-AMATRIAN et al., 2017) e mangueira (KUHN et al., 2017). Para
essa Ultima cultura, um mapa genético consenso atual foi construido a partir de
marcadores SNPs (KUHN et al., 2017), utilizando mapa genético para identificar
marcadores associados a caracteristicas fenotipicas, como: tipo embrionario, habito do
ramo, floracdo, cor da casca e cor da polpa. No entanto, sdo escassos estudos para

mapeamento a resisténcia a doengas em mangueira.

1.10 Mapa de ligagdes genéticas

Um mapa de ligacdes genéticas € a representacao das posigdes relativas dos genes e
dos marcadores genéticos nos cromossomos de uma espécie (MORGAN, 1911), ou seja,
constitui-se no ordenamento e no estabelecimento da distancia entre os marcadores
genéticos e os genes (SCHUSTER e CRUZ, 2004). Um mapa genético possibilita a
localizagdo de genes, estudos de associacdo de genes a QTLs, cobertura e analise
completa do genoma, além de informagdes a respeito da arquitetura genética, ligacdes
génicas e auxiliam no entendimento da histdria evolutiva das espécies (GARCIA et al.,
2005).

Para a constru¢do de um mapa genético ¢ necessario atender as seguintes etapas: 1)
selecdo de genitores contrastantes, uma vez que, o nimero de marcas no mapa representa
o numero de caracteres contrastantes nos genitores 1i) obtengdo das populacdes, as quais
podem ser advindas por meio de retrocruzamentos, populagdes F> (autofecundagdo da
F1), linhagens puras recombinantes (RIL), linhagens de duplo-haploide e, no caso de
espécies de polinizagdo cruzada, cruzamento de individuos heterozigotos e iii) tipo de
marcador a ser utilizado (CARNEIRO e VIEIRA, 2002, COLLARD et al., 2005,
SEMAGN et al., 20006).

O proximo passo ¢ a genotipagem da populagdo destinada ao mapeamento. Vale
lembrar que o marcador utilizado na genotipagem dependerd da infraestrutura
laboratorial, tempo para a realizacdo das atividades, dos softwares de bioinformética
disponiveis. Por fim, os dados sdo analisados quanto a ligagdo. Na analise de ligacao,

cada marcador ¢ testado para avaliar a conformidade aos padrdoes de segregacdo
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mendeliana. As frequéncias de recombinagdo aos pares sdao calculadas entre os
marcadores e testada a existéncia de ligagdo. Nos grupos de ligacao sdo estabelecidos a
distancia estimada do mapa e a ordem. No mapeamento de ligacdo, a hipotese nula a ser
testada € a auséncia de ligagdo entre dois marcadores cuja frequéncia de recombinagao
(r) é de 50% (HO:r = 0,5) (LIU, 1997; CARNEIRO e VIEIRA, 2002; WU et al., 2007).

Considerando os estudos de mapa génico realizados para a cultura da mangueira,
alguns mapas foram gerados. O primeiro foi construido por Chunwongse et al. (2000)
utilizando marcadores moleculares RFLP e AFLP, para mapear 31 individuos de uma
populagdo Fi (pseudo F»), obtidos pelo cruzamento entre as cultivar Alphonso e Palmer.
Kashush et al. (2001), desenvolveram o segundo mapa genético para mangueira
utilizando 34 marcadores AFLP com base em 29 individuos de uma populagao F; (pseudo
F>), conseguindo abranger, apenas, 161,5 cM de comprimento do genoma. O terceiro
mapa foi desenvolvido por (FANG et al. 2003) utilizando 81 marcadores AFLP, a partir
de uma populagao composta por 60 individuos de uma populagdo F; (pseudo F»>), com
comprimento de 354,1 ¢cM, com espagamento médio entre marcador de 4,37 cM. O quarto
mapa genético foi construido a partir de 60 individuos Fi (pseudo F»), aos quais foram
mapeados por nove marcadores microssatélites SSR e 67 marcadores RFLP. Esse mapa
abrangeu uma distancia de 529,9 cM (CHUNWONGSE et al., 2015). No entanto, esses
mapas foram desenvolvidos a partir de uma populagdo de mapeamento relativamente
pequena e/ou um numero limitado de marcadores, resultando em baixa satura¢do do
genoma.

Em 2016 foi desenvolvido o primeiro mapa genético considerado de alta densidade
para a cultura da mangueira (LUO et al., 2016). O mapa foi construido a partir da
genotipagem de 173 individuos utilizando 6.594 marcadores SLAF-seq, cobrindo
3148,28 cM, com distancia média entre os marcadores adjacentes de 0,48 cM. Outro mapa
foi desenvolvido por Kuhn et al. (2017) utilizando sete populacdes distintas totalizando
775 individuos, utilizando 726 marcadores SNPs dispostos nos 20 grupos de ligacdo. O
mapa desenvolvido por LUO et al. (2016) possibilitou a montagem em larga escala do
genoma de mangueira (WANG et al., 2020), fornecendo genoma de referéncia para a
familia das Anacardiaceae e estudos avancados, colocando a mangueira, definitivamente,
dentro da era genémica.

1.11 Associacao gendmica ampla (GWAS)
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O melhoramento genético tem proporcionado com sucesso 0 aumento da
produtividade e a melhoria de caracteristicas de interesse nas espécies de importancia
para a agricultura, sendo que muitos métodos surgiram ao longo dos anos no intuito de
otimizar o processo de selecdo de individuos mais promissores, ao passo que, com 0
desenvolvimento dos marcadores moleculares e o avanco das técnicas em biologia
molecular, foi possivel se chegar a informagfes genotipicas, obtidas por meio desses
marcadores. Correlacionados com caracteristicas fenotipicas de interesse, essas
sequéncias podem ser amplamente utilizadas na identificacao e selecéo de individuos com
maiores valores genéticos (RESENDE et al., 2013).

A associacdo gendémica ampla (genome-wide association studies - GWAS), também
conhecida como mapeamento de associagdo ou mapeamento do desequilibrio de ligacéo,
é uma das mais novas ferramentas tecnoldgicas que vem ganhando destaque. Esta é uma
abordagem que envolve a busca por marcadores e suas associa¢fes com caracteristicas
fenotipicas ou QTLs para uma caracteristica de interesse, sem utilizar uma populacao
segregante biparental (KHAN e KORBAN, 2012). Esse método fundamenta-se no fato
de que genodtipos de uma mesma espécie herdam alelos semelhantes ao longo de sua
evolucdo, e em contrapartida ao mapeamento tradicional, utiliza o principio do
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores para associar o fendtipo ao genotipo.

O desequilibrio de ligacao (“linkage disequilibrium analysis - LDA”) ¢ a diferenca
entre a frequéncia alélica observada e esperada, assumindo-se a segregacdo independente,
e pode acontecer entre loci no mesmo cromossomo ou entre loci de diferentes
cromossomos. De modo geral, a GWAS consiste na associa¢do de SNPs genotipados a
uma variacdo causal ndo genotipada, podendo ser utilizado no mapeamento de QTLS
como uma abordagem alternativa (KHAN e KORBAN, 2012, MIQUELONI; SIMEAO;
ASSIS, 2019). Este tipo de abordagem tem grande potencial para contribuicdo nos
programas de melhoramento genético de planta arbéreas e frutiferas, devido ao longo
periodo juvenil das plantas e as técnicas de melhoramento convencional e de selecédo
assistida demandarem uma manutencao onerosa de populacgdes, caracterizando-se como
métodos demorados e caros, além da identificacdo e posterior anélise de alelos raros e
variagoes raras.

Inicialmente foi muito utilizada no mapeamento de doencas em humanos,
identificando SNPs relacionados a diabetes, Parkinson, entre outras doencas. Hoje, com

0 avanco das tecnologias de sequenciamento, a associagcdo gendmica também tem sido
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aplicada em plantas, a exemplo de culturas como trigo (ARORA et al., 2017), arroz
(QUERO et al., 2018), sorgo (MORRIS et al., 2013), milho (XIAO et al., 2017), soja
(ZHANG et al., 2015), eucalipto (MULLER, 2019), arvores frutiferas (IWATA, 2016),
para selecdo de varias caracteristicas de importancia econémica.

As principais vantagens do mapeamento de associacdo, segundo Aranzana et al.
(2005) sdo: 1) facilidade na coleta de dados, pois ndo existe a necessidade de conducéo
de populacdes experimentais e 2) maior resolucdo que um mapa de ligacdo, pois a
quantidade de haplétipos diferentes dentro da populacéo reflete a acdo da recombinagéo
ao longo de varias geracGes. Brachi et al. (2011) destacaram que a GWAS supera as
limitacBes do mapeamento tradicional, como a baixa diversidade alélica, gerando mapas
de alta resolucdo e associacdo entre variagcdes genotipicas e fenotipicas em populacdes ja
estudadas.

A evolucdo da GWAS esta diretamente relacionada com os avangos da tecnologia
de sequenciamento dos SNPs, que sdo os marcadores favoritos para a genotipagem de
arvores, de acordo com Khan e Korban (2012), devido a sua abundancia no genoma,
disponibilidade de resequenciamento e genotipagem de alto rendimento. Inicialmente, o
sequenciamento de SNPs se baseava no método Sanger, porém com o avanco das
tecnologias de Next Generation Sequencing (NGS), a exemplo do Roche 454
(MARGULIES et al., 2005), Solexa-lllumina (BENNETT, 2004) e ABI Solid
(VALOQUEYV et al., 2008) a genotipagem desses marcadores tornou-se mais rapida e
acessivel aos projetos de pesquisa, apesar de ainda onerosa. Para captar a variabilidade
genética presente na populacdo de individuos ndo aparentados necessita-se de uma
genotipagem com elevado numero de marcadores, alta resolucdo e alto rendimento
(VOSS-FELS e SNOWDON, 2016). Segundo Gupta e Kour (2019), existem novas
aplicacbes a utilizacdo da GWAS: i) uso de perfis de expressdo, resequenciamento
(utilizando NGS), epigendmica, etc, ii) uso de estatisticas de resumo GWAS para GWAS
condicional, identificacdo de SNPs causais, priorizacdo entre marcadores associados e
identificacdo de genes candidatos (para anotacdo de gene).

Um mapa de associacdo pode ser estimado por diferentes abordagens estatisticas,
sendo que a escolha do método deve ser baseada no volume de dados a ser analisado,
velocidade de andlise necessaria e facilidade de utilizagdo do software (GUPTA e KOUR,
2019). Yu et al. (2006) propuseram o primeiro modelo misto para GWAS, e que

posteriormente se tornou 0 método estatistico mais utilizado. Eles utilizaram um modelo
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misto unificado e obtiveram sucesso em reduzir o numero de associacfes espurias
(associacOes falsas) em estruturas populacionais complexas. Nos modelos mistos
utilizam-se os individuos como efeitos aleatorios para contar como parentesco e assim
evitar as associagdes espurias (O’CONNOR et al., 2020).

Gondro et al. (2013), revisaram alguns métodos estatisticos na GWAS e mapeamento
de QTL como a regressdo de marcador simples e analise de intervalo de confianca. Na
regressdo de marcador simples é utilizado um modelo aditivo com o efeito de um Unico
marcador como efeito fixo, a fim de sustentar a suposicao de que o marcador so afetaré o
QTL se eles estiverem em desequilibrio de ligacdo. Neste caso a hipotese nula € que nédo
ha efeito do marcador sobre o carater estudado e a hipdtese nula pode ser aceita ou
rejeitada, de acordo com o valor de F e o nivel de significancia adotados. Para se trabalhar
com intervalos de confianca, inicialmente a metodologia é a mesma, a diferencga é que o
conjunto de dados é dividido ao meio e a analise é refeita para cada grupo separadamente,
caso haja a associacdo significante de um SNP em relacdo a analise feita com os dados
completos, estimando-se o intervalo de confianga.

Métodos mais modernos tém sido aprimorados para suprir a demanda pela maior
disponibilidade de SNPs para GWAS. Gupta et al. (2019) descreveram alguns destes,
como os modelos mistos single-locus, single trait (SLST) e os multi-locus and multi-trait
mixed (MLMM e MTMM). Os SLST sdo métodos mais antigos e podem ser divididos
em métodos exatos e métodos por aproximacao, a diferenca entre esses dois grandes
grupos €é a rapidez da computacdo dos dados e o teste de significancia. Os MLMM e
MTMM sdo capazes de avaliar multiplos loci e levam em consideracdo os efeitos
pleiotropicos (BUZDUGAN et al., 2016).

Lal et al. (2017), estudaram associacdo para dezessete caracteristicas de importancia
para a mangueira, usando as abordagens do modelo lineares (GLM) e lineares misto
(MLM). A anélise de associagdo realizada com o GLM identificou 23 marcadores SSR
génicos associados a 13 caracteristicas pomoldgicas diferentes, mas apenas cinco
marcadores génicos foram associados a seis caracteristicas pomoldgicas diferentes pelo
modelo MLM. Os alelos A e C dos locos MSRRR 190 foram associados ao didametro do
fruto, relacéo polpa: carogo e peso do fruto, e o alelo B dos locos MSSR 146 foi associado
ao comprimento e largura por ambas abordagens GLM e MLM. Na literatura ainda ndo
hé& trabalhos de associacdo gendmica desenvolvidos para resisténcia a doengas na cultura

da mangueira.
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Colletotrichum siamense EM CRUZAMENTOS DE Mangifera indica
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Selecdo de progénies e heranca da resisténcia a Colletotrichum siamense em

cruzamentos de Mangifera indica
Resumo

A antracnose € a principal doenca da mangueira no mundo, afetando flores, ramos, folhas
e frutos no campo e em pds-colheita. O presente estudo teve como objetivo compreender
a heranca da resisténcia a antracnose causada por Colletotrichum siamense nas progénies
‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ (cruzamento 1) e ‘Keitt’ x ‘Tommy Atkins’ (cruzamento 2)
para apoiar a selecdo de progénies de mangueira resistentes. A inoculacdo artificial do
patdgeno foi realizada em plantas de 15 anos, pulverizando uma suspensdo de conidios
(10° conidios / mL) nos ramos e dossel de folhas jovens, sequida de cobertura de camara
Umida por 48 horas. As plantas foram consideradas resistentes quando a auséncia de
sintomas foi > 90% nas trés diferentes avaliacBes. As estimativas dos parametros
genéticos foram obtidas pelos testes REML/BLUP e qui-quadrado e pelo método de
Burton (MB). ‘Keitt’ e ‘Haden’ mostraram resisténcia, enquanto ‘Tommy Atkins’ foi
moderadamente suscetivel. Em ambos cruzamentos, a resisténcia a antracnose apresentou
segregacao epistatica de 15:1 conferida por alelos recessivos, com herdabilidade de 90%
para ambos cruzamentos, de acordo com o0 MB. A herdabilidade pelo REML/BLUP no
sentido amplo foi alta, correspondendo a 88% e 78% para 0s cruzamentos 1 e 2,
respectivamente, indicando também heranca simples para resisténcia a antracnose. O
ganho genético médio das progénies selecionadas foi de 23,3%, sendo que duas delas
apresentaram resisténcia a antracnose proxima a 100%. Os resultados indicam alta
herdabilidade e heranga simples para resisténcia a antracnose em mangueira,
possibilitando a obtencao de progénies resistentes na primeira geracao, do cruzamento de
ao menos um gendtipo resistente, seguido de clonagem simples para manutengdo da
planta resistente.

Palavras-chave: Mangueira, herdabilidade, melhoramento genético, REML/BLUP
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Abstract

Anthracnose is the main mango disease worldwide, affecting flowers, branches, leaves,
and fruits in the field and post-harvest. The present study aimed to understand the
inheritance of resistance to anthracnose caused by Colletotrichum siamense in the
progenies ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ (crossl) and ‘Keitt’ x ‘Tommy Atkins’ (cross2) to
support the selection of resistant progenies. Artificial pathogen inoculation was
performed on 15-year-old plants by manually spraying a 10® conidia/mL suspension on
young branches and leaves, followed by covering with a humidity chamber for 48 hours.
The plants were considered resistant when the absence of symptoms was >90% over three
different evaluations. Estimates of genetic parameters were obtained by the REML/BLUP
and chi-square tests and by the Burton method (BM). ‘Keitt” and ‘Haden” were resistant
to the fungus, while ‘Tommy Atkins’ was moderately susceptible. In both crosses,
anthracnose resistance showed a 15:1 epistatic segregation conferred by recessive alleles,
with 90% heritability for both crosses, according to the BM. The REML/BLUP broad-
sense heritability was high, corresponding to 88% and 78% for crossl and crossz,
respectively, also indicating simple inheritance for anthracnose resistance. The average
genetic gain of the selected progenies was 23.3%, and two of them showed resistance to
anthracnose close to 100%. Our results indicate high heritability and simple inheritance
for anthracnose resistance in mango, making it possible to obtain resistant progenies in
the first generation after a crossing with at least one resistant genotype followed by simple
cloning to maintain the resistant plant.

Key words: Mango, Colletotrichum siamense, heritability, genetic improvement,
REML/BLUP

INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera indica L.), originada da India, é cultivada na maioria dos
paises tropicais e subtropicais, bem como em areas de clima marginal no mundo (OGATA
et al., 2016). A india é o maior produtor mundial de manga, com cerca de 19,5 milhdes
de toneladas, enquanto o Brasil ocupa a sétima posi¢do, com mais de 1,5 milhdes
toneladas (GALAN SAUCO, 2017). O Vale do Rio S&o Francisco, localizado nos estados
da Bahia e Pernambuco, € a maior regido produtora de manga do Brasil, respondendo por
quase 100% das exportacdes nacionais (CARVALHO et al., 2019). Os frutos da manga
tém uma aparéncia visual atraente (WANG et al., 2020) e a popularidade da manga esta
crescendo devido ao seu alto valor nutracéutico e famacéutico, incluindo o polifenol
mangiferina, seu composto mais abundante e bioativo (MASIBO e HE, 2009).

A antracnose é considerada mundialmente como a principal doenca da mangueira,
afetando flores, ramos, folhas e frutos no campo e na pos-colheita (BALLY e DILLON,

2018). No nordeste do Brasil, o fungo Colletotrichum siamense (= C. dianesei) € a espécie
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mais frequentemente associada com danos na mangueira, embora outras especies de
Colletotrichum infectem, em menor extensdo, a cultura (LIMA et al., 2013). Os danos
causados pela antracnose incluem manchas arredondadas ou irregulares em ambos 0s
lados da lamina foliar, que a deformam e d&o o aspecto de queimaduras nas folhas jovens,
enguanto manchas necrdticas ocorrem em brotos e inflorescéncias, causando desfolhas,
queima de flores e frutos juvenis (TERAO et al., 2016). Frutos em desenvolvimento
podem ser infectados e permanecerem quiescentes até o desenvolvendo de sintomas na
pos-colheita, afetando a comercializagdo dos frutos (TERAO et al., 2016). Antracnose
causa 2% a 60% das perdas totais na producdo de manga em diferentes paises (LIMA et
al., 2013; TUCHO; LEMESSA; BERECHA. 2014).

Medidas de controle da antracnose incluem aplicacGes preventivas de fungicidas em
pré e pés-colheita (BALLY e DILLON, 2018), que nem sempre garantem sucesso devido
ao complexo manejo da doenca e aos diversos aspectos epidemioldgicos envolvidos
(ARAUZ, 2000), bem como as restricdes quanto a seguranca alimentar. O controle
genético pode reduzir significativamente os custos atuais de producdo com insumos e
melhorar a qualidade pds-colheita e a vida util das frutas, tornando o uso de cultivares
geneticamente resistentes uma pratica mais econémica e sustentavel (GUPTA; SINGH;
SINGH, 2015).

Estimativas de pardmetros genéticos sdo importantes para desenvolver genotipos
resistentes a estresses bidticos e abidticos, e esses estudos com mangueira sdo geralmente
escassos devido a longa fase juvenil da planta, alta heterozigosidade, poliembrionia,
incompatibilidade de cultivares e pequenos tamanhos populacionais (BALLY e DILLON,
2018). Estimativas de parametros genéticos em doencas fungicas da mangueira sdo
restritas a Ceratocystis fimbriata (ARRIEL et al., 2016), Lasiodiplodia theobromae e
Neofusicoccum parvum (COELHO; SANTOS; BATISTA, 2018). Estudos sobre a
heranca da antracnose, causada por diferentes espécies foram conduzidas por Suwor et
al. (2017) com Capsicum, por Nataraj, Maranna e Kumawat (2020) em Glycine max e por
Erpelding (2007) com Sorghum.

O presente estudo teve como objetivo investigar a heranga da resisténcia a antracnose
causada por C. siamense em progénies resultantes dos cruzamentos entre ‘Haden’ X
‘Tommy Atkins’ e ‘Keitt’x ‘Tommy Atkins’ para apoiar o desenvolvimento de cultivares

de mangueira resistentes ao patégeno.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Plantas das cultivares de manga ‘Haden’ (n=19), ‘Keitt’ (n=33) ¢ ‘Tommy Atkins’
(n=14) e progénies de ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ (n=82) e cruzamentos de ‘Keitt’ X
‘Tommy Atkins’ (n=57) foram avaliadas quanto a resisténcia a antracnose. As progénies
enxertadas no porta-enxerto ‘Espada’ foram transplantadas para campo em 2002, sem
delineamento experimental, na Estacdo Experimental da Embrapa Semiarido, localizada
no distrito de Mandacaru, municipio de Juazeiro, Estado da Bahia, Brasil. Plantas pseudo-
F2, conforme descrito por Coelho et al. (2018), foram avaliadas aos 15 anos de idade.

Progénies de polinizacdo aberta foram obtidas atraves da identificacdo de plantas
isoladas 'Haden' e 'Keitt' cercadas por milhares de plantas Tommy Atkins' em um pomar
comercial em Petrolina, Estado de Pernambuco, Brasil. Plantas off-type e autofecundadas
foram identificadas por marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e
eliminadas, de forma que apenas hibridos verdadeiros fossem analisados. Essas
populacbes pertencem a um programa continuo de melhoramento genético de mangueira

da Embrapa Semiarido.

Producéo do in6culo

O isolado de C. siamense, obtido originalmente do laboratério de Micologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (LIMA et al., 2013) foi utilizado
no estudo. O patdgeno foi cultivado por dez dias em placa de Petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) para crescimento durante dez dias em cémara
Biochemical Oxigen Demand (BOD) a 27°C. Apds o crescimento do patégeno, um disco
contendo meio BDA e estruturas do fungo foi transferido para Erlenmeyers contendo
meio liquido batata-dextrose e assentado em mesa agitadora orbital, a uma velocidade de
100 rpm, durante cinco dias para crescimento e desenvolvimento de conidios do fungo.
O meio liquido batata-dextrose com estruturas do patogeno foi filtrado com auxilio de
gaze. Os conidios foram contados em camara de Neubauer e a suspensao ajustada para a
concentracéo de 10° conidios/mL.

Avaliacdo para resisténcia a antracnose

O método de inoculacao adotado foi de pulverizar a suspenséo do indculo em ramos
contendo folhas novas sem provocar ferimentos (DHINGRA e SINCLAIR, 1995). Para
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tanto, foi utilizado um pulverizador manual e aplicado & suspensédo de 10° conidios/mL
sobre o conjunto de ramo e folhas novas.

Cada ramo inoculado e suas folhas foram protegidos com uma camara Umida
construida com saco plastico umedecido com agua destilada esterilizada, para manter a
umidade necessaria para infeccdo do patdgeno, seguido de cobertura com saco de papel
branco para evitar a queima do material vegetal. Quarenta e oito horas ap6s a inoculagéo,
a cdmara Uumida foi removida e a severidade da antracnose foi quantificada apds cinco
dias da inoculagdo. Esse procedimento foi repetido trés vezes nas mesmas progénies de
‘Haden’ X ‘Tommy Atkins’ e ‘Keitt x Tommy Atkins’ e, também nos trés pais.

O metodo de avaliacdo da resisténcia nos genitores e progénies foi uma adaptagao
da percentagem de infeccdo descrita por Coelho et al. (2018): Resisténcia a Antracnose
em Campo (RAC) = (nimero de ramos e folhas sem sintomas/ nimero total de ramos e
folhas avaliados) * 100. Plantas com média superior a 90%, em trés periodos distintos,
foram consideradas resistentes a C. siamense, conforme adotado por Coelho et al. (2018),
para L. theobromae e N. parvum em mangueira.

Anélises estatisticas

O teste de Dunnet (p< 0,05) foi usado para classificar os pais quanto a resisténcia a
doencga usando o software Genes (CRUZ, 2016). O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado
para classificar as progénies resistentes selecionados pelo BLUP-individual (CRUZ,
2016). As estimativas dos componentes de variancia e dos parametros genéticos foram
obtidas pelo método dos modelos mistos através do procedimento REML (Método da
méaxima verossimilhanca restrita) / BLUP (Método da melhor predicdo linear néo-
viesada) usando o software Selegen-REML/BLUP (RESENDE, 2010). O ajuste
REML/BLUP foi baseado no modelo misto:

y=Xr + 7Zg + Wp + e
em que y € o vetor de dados, r € o vetor dos efeitos de repeticdo (fixos) somados a média
geral, g é o vetor de efeitos genotipicos individuais (aleatorios), p é o vetor dos efeitos de
parcelas (aleatorios), e é o vetor de erros ou residuos (aleatorios). As letras mailsculas
representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

A herdabilidade no sentido amplo também foi estimada, adotando a formula de
Burton (1951):

hi = 6F, — ((6h1 + 652)[2) /6%, emque,

(6%,) = variancia da F;
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(62,) = variancia do P
(62,) = variancia do P,

O ganho genético (GG) obtido pela selecdo das 10 plantas mais resistentes foi
estimado como GG = [h? * (média das plantas selecionadas - média da populacéo geral)]
*100 (Resende, 2010). Os valores genotipicos foram estimados levando-se em
consideracao as informacdes sobre individuos e familias.

Os ajustes para as frequéncias observadas e esperadas para as hipoOteses das
proporcdes mendelianas nas duas populacées, foram realizadas por meio do teste de qui-

quadrado (y¥?) a 5% de probabilidade em planilha e Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Protocolo de inoculacdo e analise de segregacéo

O procedimento de inoculacdo do fungo C. siamense foi eficaz no desenvolvimento
de sintomas, com o aparecimento de manchas necréticas nas folhas e/ou de crestamento

e morte de ponteiros (“dieback) em casos mais severos (Figura 1), exigindo poda e

gueima dos ramos inoculados para evitar a propagacao da doenca.

Figura 1. Auséncia de sintomas de antracnose na cultivar ‘Keitt” (A), presenga de manchas
necrodticas na progénie HT42 ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ (B) e na cultivar ‘Tommy
Atkins’ (C), e sintomas de necrose foliar e morte na progénie HT79 ‘Haden’ x ‘Tommy
Atkins’ (D).

Estudos que avaliaram a resisténcia da antracnose em mangueira utilizaram como
indicativo sintomas em frutos na pds-colheita (BALLY e DILLON, 2018; ONYEANI,
2017). No entanto, semelhante aos estudos de Vitale et al. (2020) e Gupta et al. (2015),
devido a praticidade desse tipo de avaliacdo, a resisténcia em folhas da mangueira foi

escolhida para este estudo, uma vez que folhas doentes asseguram a natureza ciclica da
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antracnose e sdo 0s principais reservatorios de indculos para contaminacdo de flores e
frutos (DEMBELE et al., 2019), influenciando o curso da epidemia desde a fase
vegetativa. A estratégia utilizada de inoculagéo artificial, com menor dependéncia de
caracteristicas climaticas e ambientais, facilitou a avaliacdo da doenca, evitando infeccGes
cruzadas de outras espécies de Colletotrichum que ocorrem em condicdes naturais (LIMA
et al., 2013). Vale ressaltar que estudos sobre o controle genético para antracnose em
espécies frutiferas sdo raros ou inexistentes, sendo, portanto, um estudo pioneiro em
mangueira.

Os cultivares ‘Keitt’ e ‘Haden’ apresentaram um percentual médio de auséncia de
sintomas de 88,6% e 87,2%, respectivamente, enquanto o cultivar ‘Tommy Atkins’
apresentou uma porcentagem média de 55% de auséncia de sintomas, possibilitando

diferenciar os genitores utilizados nos cruzamentos (Figura 2).

Resisténcia

100.0%
90.0%
30.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%
0.0%%

Keitt Haden Tommy Atkins

Figura 2. Média (%) de trés avaliagdes para auséncia de sintomas foliares causada por
Colletotrichum siamense nas cultivares de manga ‘Keitt’, ‘Haden’ ¢ ‘Tommy Atkins’.
Cultivares seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de
probabilidade.

A cultivar ‘Keitt’ tem sido considerada como resistente a antracnose causada por C.
gloeosporioides, de acordo com (GONG et al., 2013) e (BHAGWAT et al., 2015),
corroborando com o resultado do presente estudo. Os teores elevados de fenilalanina
amonialiase, peroxidase e polifenol oxidase, bem como ligninas e peréxido de hidrogénio
foram apontados como compostos importantes para a resisténcia na ‘Keitt’, quando
comparado aos baixos niveis na ‘Zill’, considerada suscetivel (GONG et al., 2013). Em

outro estudo, onde ‘Keitt’ foi considerada resistente, compostos constitutivos com
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propriedade antifingica (5-n-heptadecenilresorcinol e 5-n-pentadecilresorcinol) foram
presentes em niveis superiores em relacdo as demais variedades suscetiveis (HASSAN et
al., 2007). Diferente desses resultados, Vitale et al. (2020) reportaram ‘Keitt’ como
susceptivel a antracnose causada por C. asianum. A existéncia da espécie C. asianum em
pomares de mangueira no nordeste do Brasil (LIMA et al., 2013) pode causar danos a
‘Keitt” caso a dispersdo dessa espécie aumente, visto que as folhas sdo as mais suscetiveis.

Adikshita e Sharma (2018) relatam ‘Tommy Atkins’ como suscetivel a C.
gloeosporioides em condig@es naturais no Himachal Pradesh, india, corroborando com
as estimativas do presente estudo, enquanto, Vitale et al. (2020) reportaram ‘Haden’ como
moderadamente tolerante a C. asianum sob condicdes de campo em Vicosa, Minas
Gerais, Brasil.

Quanto aos cruzamentos foram observados 75 e 55 progénies suscetiveis, ou seja,
com percentual de auséncia de sintomas <90% para as populagdes ‘Haden’ x ‘Tommy
Atkins’ e ‘Keitt’ X ‘Tommy Atkins’, respectivamente. Sete plantas foram consideradas
resistentes na populagdo de ‘Haden’ x Tommy Atkins’, enquanto duas plantas na
populacao ‘Keitt” X ‘Tommy Atkins’ (Tabela 1). As propor¢des de 75:7 e 55:2 indicam
segregacdo epistatica de 15:1 em ambas as populacGes, com resisténcia conferida por
alelos recessivos (Tabela 1). Esses individuos identificados como resistentes podem ser
avaliados agronomicamente para outras caracteristicas ou explorados como possiveis pais

em cruzamentos futuros, possibilitando o aumento de alelos favoraveis.

Tabela 1. Teste de qui-quadrado (y%) para segregacdo 3:1, 9:7, 13:3 e 15:1 para
suscetibilidade e resisténcia a Colletotrichum siamense, em dois cruzamentos de

mangueira.
Cruzamentos Plantas  Plantas  Plantas X2
inoculadas suscetiveis resistentes 3:1 9:7 13:3 151
‘Haden’ x ‘Tommy 82 75 7 11,85** 41,32** 598** (,62"
Atkins’
‘Keitt’ x ‘Tommy 57 55 2 16,43** 40,85** 10,81** 1,97
Atkins’

" ndo significativo, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

Nao existem relatos do controle genético para resisténcia a antracnose em mangueira,
bem como em outras frutiferas. No entanto, existem relatos em outras espécies agricolas.
Suwor et al. (2017), ao avaliarem a heranca da resisténcia a antracnose em populaces de

pimenta, concluiram que a resisténcia & monogénica, controlada por alelos recessivos.
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Nos resultados encontrados no presente estudo o carater é controlado por genes recessivos
de efeito epistatico para as duas populaces. Resultados similares ao presente estudo
foram relatados por Beshir et al. (2016), que ao estudarem a resisténcia a antracnose em
sorgo causada pelo fungo C. sublineola identificaram que a acdo génica tem efeitos de
dominancia e epistasia.

Bindra et al. (2016) identificaram que um Unico gene dominante, controla a
resisténcia a antracnose causada pelo fungo C. trucatum no feijdo preto. Jacobs et al.
(2018), ao estudarem os parametros genéticos envolvidos no controle da resisténcia a
antracnose em morangueiro, também reportaram valores de aditividade e dominéncia
relativamente baixos, indicando que o controle genético da resisténcia € de efeito
epistatico. Os estudos referenciados da antracnose em diferentes espécies, apesar da
ampla patogenicidade do género Colletotrichum e a variabilidade nas combinacdes
hospedeiro-patégeno (CHETHANA; CHOWDAPPA; PAVANI, 2015) indicam que a
resisténcia a antracnose é de heranca simples, controlada por poucos genes, como 0

estimado para mangueira no presente estudo.

Estimativas de parametros genéticos

A variancia genética entre plantas foi significativamente inferior a variancia genética
dentro de plantas (Tabela 2), possivelmente porque ‘Tommy Atkins’ era um pai em
ambos 0s cruzamentos. Esses resultados indicam a existéncia de variabilidade genética
dentro das populacdes para resisténcia a antracnose, possibilitando a identificacdo de
individuos resistentes. Quando comparadas as variancias ambientais e a fenotipica
individual, esta Ultima apresentou o maior valor (Tabela 2), indicando pequena influéncia
ambiental na expressdo do carater, bem como a confirmagdo da mensuragéo correta do
fendtipo, uma vez que o genotipo teve maior contribuicao.

As variancias parentais (5%) para 'Haden,' 'Tommy Atkins' e 'Keitt' foram 40,27,
132,46 e 36,48, respectivamente, enquanto as variancias F, (82,) para'Haden' x Tommy
Atkins' e 'Keitt' x 'Tommy Atkins' foram 949,20 e 423,60, respectivamente. De acordo
com a formula classica de Burton (Burton, 1951), a herdabilidade no sentido amplo
correspondeu a 91,0% e 90,4% para ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ e ‘Keitt’ x ‘Tommy
Atkins’, respectivamente, estimativas essas proximas as obtidas com modelo
REML/BLUP, estimado em 88% e 78% para ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ e ‘Keitt’ X
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‘Tommy Atkins’, respectivamente, indicando que a expressdo fenotipica de resisténcia a
antracnose € de heranca simples (Tabela 2).

A estimativa da herdabilidade ampla pela equagéo de Burton deve ser considerada
como a herdabilidade méaxima, uma vez que a variancia genética total inclui variancias
de efeitos aditivos, de dominancia e epistaticos (BURTON, 1951). Ndo ha dados
disponiveis de outros estudos para comparar 0 modelo de Burton com o modelo
REML/BLUB, e a estimativa de herdabilidade no sentido amplo de Burton deve ser usada
como um valor inicial da interacdo do modelo REML/BLUB em outros estudos.

Tabela 2. Estimativas dos parametros genéticos por REML/BLUP para resisténcia a
antracnose Colletotrichum siamense em Mangifera indica.

Parametros genéticos HxT KxT
Variancia genética entre plantas 192,24 135,98
Variancia genética dentro de plantas 526,17 776,77
Variancia ambiental 65,77 95,84
Variancia fenotipica individual 784,18 998,60
Herdabilidade ampla individual entre individuos 0,88 0,78

Coeficiente de variagao genotipica (%) 37,49 31,82
Coeficiente de variacdo residual (%) 62,03 75.00
Coeficiente de variacao relativo 0,60 0,42

Acurdcia de selecédo 0,94 0,90

Media 36,97 36,88

H x T = ‘Haden’ X ‘Tommy Atkins’; K x T = ‘Keitt” x ‘Tommy Atkins’ mango crosses.

Selecdo de progénies resistentes

Dez progénies foram classificadas como resistentes a antracnose, com um indice de
selecédo de 7% para o BLUP individual (Tabela 3), incluindo HT36 do cruzamento entre
‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’, que possivelmente tem algum nivel de resisténcia ao
patdgeno. Os valores de acuracia de selecdo encontrados foram altos, >75,9%, o que
indica precisdo no valor genotipico avaliado. Em geral, os individuos selecionados no
presente estudo apresentaram valores de ganho genético superiores a 17,1%, com média
de 23,3% para a resisténcia a antracnose (Tabela 3). Das dez progénies selecionadas,
apenas duas vieram do cruzamento ‘Keitt’ x ‘Tommy Atkins’, enquanto 0ito vieram do
cruzamento ‘Haden’ x ‘Tommy Atkins’ (Tabela 3), possivelmente devido ao tamanho
populacional maior e a situacdo de retrocruzamento, uma vez que ‘Haden’ é o pai de
‘Tommy Atkins’ (SCHNELL et al., 2006).

As progénies HT33 e HT43 apresentaram valores genéticos e resisténcia em campo >

97%, indicando alta resisténcia ao patdgeno (Tabela 3). Os valores genéticos estimados e
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os valores de resisténcia a antracnose em campo foram muito proximos em todas as
progénies selecionadas (Tabela 3). Essas progénies apresentam maior potencial para o
melhoramento genético por apresentarem valores genotipicos e resisténcia a antracnose
em campo, proximos a 100% apos trés avaliacdes. Coelho et al. (2018), relataram
progénies de mangueira com quase 100% de resisténcia a duas importantes doencas da
mangueira no semiarido brasileiro.

Tabela 3. Valor genotipico, ganho genético (%) e acurécia de selecdo com o melhor

preditor linear ndo-viesado (BLUP) e avaliacdo de resisténcia em campo (ARC) em dois
cruzamentos em mangueira.

Progénie Valor genotipico Ganho (%) Acuracia de ARC
selecéo
HT33 97,67a 27,91 80,81 97,83
HT43 97,33a 27,55 80,64 97,55
HT85 91,33a 24,73 77,51 91,66
KT95 91,33a 17,41 74,10 91,66
HT67 90,67ab 27,19 77,00 90,83
HT38 90,33ab 23,99 77,16 90,33
KT13 90,33ab 17,09 73,70 90,50
HT54A2 89,67ab 23,75 76,64 90,00
HT103 89,33ab 23,59 76,77 89,72
HT36 89,32ab 23,18 75,94 88,61

KT= ‘Keitt’ x ‘Tommy Atkins’, HT= ‘Haden’ x “Tommy Atkins’. Progénies seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Os resultados indicam alta herdabilidade e heranca simples para resisténcia a
antracnose em mangueira, possibilitando a obtencéo de progénies resistentes na primeira
geracdo, apds cruzamentos entre acessos resistentes. Os acessos resistentes podem sem
propagados por clonagem simples para manter o carater de resisténcia.

As progénies identificadas no presente estudo devem ser avaliadas para outros
caracteres agrondmicos e podem ser recomendadas como novas cultivares de mangueira,
com moderada a alta resisténcia ao patdgeno. A reducdo no nimero de aplicacBes de
fungicidas para o controle de C. siamense contribuira para o melhoramento da mangueira,

mesmo que progénies 100% tolerantes ndo sejam identificadas.
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CAPITULO Il — ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA RESISTENCIA A
MORTE DESCENDENTE EM UMA POPULACAO PSEUDO-F, DE
MANGUEIRA
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Associacdo gendmica ampla para resisténcia a morte descendente em uma
populagéo pseudo-F2 de manga

Resumo

Lasiodiplodia theobromae e Neofusicoccum parvum sao fungos importantes que afetam
a mangueira no Nordeste brasileiro. Estudos de associagdo genémica ampla (GWAS) em
uma populacdo pseudo-F, de mangueira foram realizados para ambos os fungos para
apoiar o desenvolvimento de novas cultivares. Para a Genotipagem foram analisados
marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e microssatélites em 95 plantas,
por meio da associacdo alélica e genotipica, além de modelos linear (GLM) e linear misto
(MLM). Foram identificadas associacdes gendmicas de consenso no cromossomo 12,
posicdo 10,60 Mb (Mi_0096) e 1 (Mango_rep_c1316) posicdo 14,67 Mb, com
associacdo (P<0,0049) a L. theobromae loci, representando 20% da variacdo total.
Regides adicionais identificadas nos cromossomos 11 e 8 (posic¢des 24,57 Mb e 9,34 Mb,
respectivamente), por GLM e MLM, explicaram 36% da variacao total para essa doenca.
Foram identificadas associacfes gendmicas de consenso nos Cromossomos 2, posi¢ao
20,49 Mb (Mango_rep_c9407) e 9, posicdo 15,01 Mb (Mango_rep_c8984), com
associacdo (P<0,006) para N. parvum loci, representando 20,6% da resisténcia total para
este fungo. Regibes adicionais identificadas no cromossomo 12 (Mango_rep_c7620),
posicdo 14,29 mb, por GLM e MLM, explicam 28,7% da variagéo total desta doenca.
Essas regibes cromossdmicas sdo candidatas a saturacdo com SNPs ou mineragao
adicional do genoma para aplicar selecdo assistida por marcadores em mangueira.
Palavras-chave: Mangifera indica, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum,
GWAS, Plink, Tassel

Abstract

Lasiodiplodia theobromae and Neofusicoccum parvum are important fungi affecting
mango trees in Northeast Brazil. Genome-wide association studies (GWAS) in a mango
pseudo-F> population were performed on both fungi to support the development of new
cultivars. For Genotyping, single nucleotide polymorphism (SNP) and microsatellite
markers were analyzed in 95 plants, through allelic and genotypic association, in addition
to linear (GLM) and mixed linear (MLM) models. Consensus genomic associations were
identified on chromosome 12, position 10.60 Mb (Mi_0096) and 1 (Mango_rep_c1316)
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position 14.67 Mb, with an association (P-value<0.0049) to L. theobromae loci,
accounting for 20% of the total variation. Additional regions identified in chromosomes
11 and 8 (positions 24.57 Mb and 9.34 MB, respectively), by GLM and MLM, explain
36% of the total variation of this disease. Consensus genomic associations were identified
on chromosomes 2, position 20.49 Mb (Mango_rep_c9407) and 9, position 15.01 Mb
(Mango_rep_c8984), with an association (P-value<0.006) to N. parvum loci, accounting
for 20.6% of total resistance to this fungus. Additional regions identified in chromosome
12 (Mango_rep_c7620), position 14.29 MB, by GLM and MLM, explain 28.7% of the
total variation of this disease. These chromosomic regions are candidates for saturation
with SNPs or further genome data mining to apply marker-assisted selection in mangoes.
Keywords: Mangifera indica, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum,
GWAS, Plink, Tassel

INTRODUCAO

A producdo mundial de manga atingiu 57 milhdes de toneladas em 2021 aumentando
8,3% desde 2017, com india, China e Tailandia respondendo por 55% da produgéo global
(FAO, 2021). México, Tailandia, Holanda, Peru, Brasil e india responderam por 70% das
exportacdes de manga em 2018, enquanto os Estados Unidos da América, Holanda,
Vietnam, Alemanha, Reino Unido da Gra-Bretanha e Irlanda e o Norte dos Emirados
Arabes responderam por 60% das importaces de manga em 2018 (FAO, 2021). Os frutos
da mangueira tém uma aparéncia visual atraente (WANG et al., 2020) e a popularidade
da manga esta em alta devido ao seu alto valor nutracéutico e farmacéutico, incluindo o
polifenol mangiferina, 0 mais abundante e de propriedade bioativa (MASIBO e ELE,
2009). Para Galan Sauco (2017), os consumidores europeus e norte-americanos preferem
frutos coloridos e relagéo agucar/acidez bem equilibrada, e as cultivares da Florida, EUA,
dominam o mercado global de exportacdo de frutas frescas.

A mangueira (Mangifera indica L., 2n = 40) € uma arvore frutifera originaria da
india, do Assam a Mianmar, e a espécie se espalhou para o sudeste da Asia e
posteriormente para a Africa e América (DUVAL et al., 2005). No Brasil, navegadores
portugueses introduziram as primeiras variedades cultivadas da mangueira no século XVI
(MUKHERJEE e LITZ, 2009). O periodo juvenil da mangueira varia de trés a sete anos,
e as arvores podem permanecer em pomares por centenas de anos (MUKHERJEE e LITZ,

2009). O longo periodo juvenil da mangueira destaca a importancia de métodos de
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biotecnologia, como a selecéo assistida por marcadores (MAS), para acelerar a obtencéo
de novas cultivares.

A mangicultura é afetada por diversas doengas, e as causadas por Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon e Maubl e Neofusicoccum parvum Pennycook e Samuels, do
complexo de Botryosphaeriaceae, sdo as mais comuns no Nordeste do Brasil. A morte
descendente é um dos principais sintomas observados em plantas infectadas por esses
dois fungos (COELHO et al., 2018). Sem controle ou manejo, as plantas afetadas por
esses fungos comecgam a declinar e morrer, e a poda para restaurar a satde vegetal torna
0 processo mais caro porque ndo é possivel curar uma planta através apenas de aplicacdes
de fungicida (COELHO et al., 2020).

Os estudos de heranga de doenca da mangueira estdo restritos a estimativas de
parametros genéticos, e 0 mapeamento de doencas ndo esta disponivel. O sequenciamento
e montagem do genoma da mangueira a nivel de cromossomo, feito para a cv. Alphonso
(WANG et al., 2020), torna possivel realizar associacao de caracteristicas e mapeamento
preciso nesta espécie. Dautt-Castro et al. (2019) relatam estudos de associagdo genémica
ampla (GWAS) de poligalacturonases em mangueira com base no genoma de Tommy
Atkins. Harper et al. (2016) relatam transcriptoma associativo da doenca da morte
descendente (‘dieback’) de Fraxinus excelsior, identificando marcadores fortemente
associados a danos do dossel em arvores infectadas, possibilitando a identificacdo de
individuos com baixo nivel de suscetibilidade a doenca em arvores ndo aparentadas.

Aqui relatamos a aplicacdo de GWAS para identificar polimorfismos de nucleotideos
Unicos (SNPs) e microssatélites loci associados a L. theobromae e N.parvum para apoiar

o desenvolvimento de MAS para o desenvolvimento de novas cultivares de mangueira.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e extracdo de DNA

Noventa e cinco plantas pseudo-F. de 'Haden' x 'Tommy Atkins' foram obtidas pela
identificacdo de duas plantas isoladas 'Haden' cercadas por centenas de plantas Tommy
Atkins' em um pomar comercial, localizado em Petrolina - PE, Brasil. As progénies foram
desenvolvidas em um viveiro e, apés atingirem 50 cm de altura, foram transplantadas em
2002 na Estacdo Experimental Mandacaru na Embrapa, Juazeiro- BA, Brasil. O manejo
da cultura foi o mesmo adotado para mangueira nesta regido, incluindo inducéo floral

precoce com o retardante de crescimento vegetal paclobutrazol (PBZ) e aplicacOes de
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nitrato de potassio associados a poda e irrigacdo. Plantas autofecundadas e ‘off-type’
foram identificadas previamente por marcadores SNPs e excluidas das analises genéticas.
De acordo com Coelho et al. (2020), 'Haden' é resistente enquanto 'Tommy Atkins' é
suscetivel a ambos os fungos, com base na avaliacdo em trés periodos diferentes de
inoculacdo. Essa populagdo faz parte do programa de melhoramento da mangueira da
Embrapa na regido semiarida brasileira, Petrolina, PE, como cidade de referéncia, sendo
uma das regides de destaque da exportagédo de manga no mundo.

O DNA foi extraido de folhas saudaveis e jovens coletadas na Estacdo Experimental
de Mandacaru para cada planta pseudo-F,, de acordo com o protocolo CTAB 2x, com
pequenas modificacdes (RIBEIRO et al., 2012). Apds a extracdo, a integridade do DNA
foi verificada no gel de agarose 0,8%, seguida pela quantificagdo em fluorescéncia e
diluicdo para 10 ng/uL.

Fenotipagem para L. theobromae e N. parvum

Isolados de L. theobromae e N. parvum foram fornecidos pelo laboratério de
micologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife - PE. Os
fungos foram cultivados por 15 dias em meio de cultura de &4gar-agua em placas de Petri
e 0s conidios foram extraidos removendo picnidios presentes nas col6nias. Picnidios
foram macerados com auxilio de cadinho contendo &gua destilada esterilizada. A
suspensdo do indculo foi filtrada com auxilio de uma gaze e contada em camara de
Neubauer, ajustada para 10 conidios/mL.

A suspensdo do inoculo de 10% conidio/mL foi pulverizada suavemente, com o
auxilio de um pulverizador manual, em ramos saudaveis com folhas jovens, até que
ocorreu 0 escoamento (COELHO et al., 2018). Ap6s a pulverizagdo, o ramo foi protegido
em uma camara Umida feita de sacos plasticos umedecidos com agua destilada
esterilizada, por 48 horas. Para evitar a queima de folhas e galhos pela incidéncia de
radiacdo solar, os sacos plasticos foram cobertos com sacos de papel. Os sintomas de
‘dieback’ foram avaliados cinco dias ap6s a abertura da camara Umida. Este procedimento
foi repetido trés vezes para ambos os patdgenos, em periodos diferentes, em cada planta
'Haden' x "'Tommy Atkins'.

O método de avaliacdo dos sintomas da doenca foi uma adaptacdo do método
percentual de infeccdo descrito por Coelho et al. (2018): planta sem sintomas = (NUmero
de ramos sem sintomas/numero total de galhos inoculados) x 100. Plantas sem sintomas

com média superior a 90% foram consideradas resistentes a L. theobromae e N. parvum.



75

Plantas com percentual menor que 90% em uma avaliacdo também foram consideradas
suscetiveis aos patdgenos.

Genotipagem, mapeamento fisico e analise estatistica

As plantas pseudo-F, foram genotipadas com 705 SNP, como descrito por Kuhn et
al. (2017). Cinquenta e quatro loci de microssatélites foram genotipados, conforme
descrito por Ribeiro et al. (2012), apds a triagem inicial de um grande nimero desse
marcador publicado por Duval et al. (2005), Viruel et al. (2005), Honsho et al. (2005),
Schnell et al. (2005), Ravishanka et al. (2011), Alves et al. (2016) e Dillon et al. (2014).
Marcadores e plantas com dados ausentes superiores a 10% foram excluidos do conjunto
de dados.

Para associagfes gendmicas qualitativas e a presenga ou auséncia de sintomas da
morte descendente foram realizados testes alélicos com e sem o teste exato de Fisher,
bem como associacao genotipica pelo teste Cochran-Armitage trend, sem ajustes de valor
P para Bonferroni, sendo essas analises implementadas com o programa DOS Pink 1.9
(PURCELL et al., 2007). As plantas foram codificadas 1 para suscetiveis (presenca de
sintomas <90%) e 2 para resistentes (auséncia de sintomas > 90%) tanto para L.
theobromae quanto para N. parvum.

Para associa¢des gendmicas quantitativas as analises foram realizadas com o modelo
linear generalizado (GLM) e linear misto (MLM) disponiveis no software Tassel 5.2.65
(BRADBURY et al.,, 2007). Na andlise GLM para L. theobromae, os dados de
genotipagem e de fenotipagem mais a matriz dos componentes principais (CP) foram
considerados, e para a andlise MLM, uma matriz idéntica por sequéncia (IBS), estimada
utilizando-se o Plink 1.9 (PURCELL et al., 2007), foi incluida. Na estimativa de CP,
considerou-se o acumulo de 50% da variacdo total nos primeiros autos vetores
(BRADBURY et al., 2007). Na analise GLM para N. parvum foram considerados apenas
os dados de genotipagem e fenotipagem, enquanto na analise MLM foi considerado
adicionalmente a matriz IBS utilizando o programa Plink 1.9 (PURCELL et al., 2007).
Os dados percentuais foram transformados em arco seno + 0,01 para L. theobromae e N.
parvum, respectivamente.

As sequéncias de SNPs foram publicadas por Kuhn et al. (2017), enquanto
sequéncias de microssatélites foram obtidas no GenBank. SNPs e sequéncias de
microssatélites foram analisadas (‘blast’) no genoma de M. indica (WANG et al., 2020)

disponivel na NCBI. Um loci foi designado para um cromossomo de mangueira com
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base no baixo ‘e-value’ e alto ‘bit-score’. SNPs e microssatélites foram ordenados em

cada cromossomo em uma planilha do Excel.

RESULTADOS

Apenas quatro e 14 plantas pseudo-F, foram resistentes (>93%) para L. theobromae
e N. parvum, respectivamente, nas trés inocula¢Ges de campo realizadas. Os sintomas das
doencas avaliadas foram caracteristicos da morte descendente, notadas por um
ressecamento progressivo das folhas e ramos. Foram feitas podas para impedir avangos
da doenca ao tronco que podem resultar em morte da planta e perda da populacéo
segregante.

Associacdo gendmica qualitativa - teste alélico e genotipico

Para L. theobromae, quatro SNPs foram identificados no cromossomo 12 pela
associacdo alélica, um SNP pelo teste exato de Fisher, no cromossomo 12, e quatro SNPs
pelo teste genotipo de Cochran-Armitage: um no cromossomo 12, dois no cromossomo 1
e um no cromossomo 16 (Tabela 1). O SNP comum nestas analises foi Mi_0096, com
valor P<0,008397 (Tabela 1), no cromossomo 12, tornando-se um forte candidato a

associacdo com loci da resisténcia a L. theobromae.

Tabela 1. SNPs com associacdo estatistica alélica e genotipica (P<0,02) para resisténcia
a Lasiodiplodia theobromae em uma populacdo de mangueira pseudo-F.. de 'Haden' x
‘Tommy Atkins'.

SNP Cromossomo Posicéo (pb) P
Teste exato de Fisher

Mi_0096 12 10604128 0.008184
Teste alélico

Mi_0096 12 10604128 0.007949
Mango_rep_c59614 12 14675191 0.0142
Mi_0287 12 14543232 0.0154
Mi_0070 12 15285720 0.01555
Teste genotipo de Cochran-Armitage

Mi_0096 12 10604128 0.008397
Mango_rep_c1316 1 24576970 0.008895
Mango_rep_c5591 16 8818242 0.01818
Mi_0110 1 2534890 0.01978

Para N. parvum, sete SNPs foram identificados nos cromossomos 4 e 11 pelo teste

alélico, seis SNP pelo teste exato de Fisher, nos cromossomos 4 e 11, e oito SNPs pelo
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teste genotipico Cochran-Armitage, nos cromossomos 11, 4, 1 e 9 (Tabela 2). Os SNPs
Mi_0140, Mi_0244, Mi_0433 e Mi_0294 foram comuns nestas analises, com valor
P<0,006940 (Tabela 2), nos cromossomos 4 e 11, sendo fortes candidatos para associa¢ao

com a resisténcia a N. parvum.

Tabela 2. SNPs com associacao estatistica alélica e genotipica (P<0.009) para resisténcia
a Neofusicocum parvum em uma populacdo pseudo-F, de mangueira de 'Haden' x
‘Tommy Atkins',

SNP Cromossomo Posicéo (pb) P
Teste exato de Fisher

Mi_0140 4 17199651 0.002642
Mi_0244 11 869763 0.008104
Mi_0433 11 2102539 0.008104
Mi_0294 11 896127 0.008657
Mi 0405 4 17245187 0.009457
Teste alélico

Mi_0140 4 17199651 0.00228
Mi_0244 11 869763 0.004439
Mi_0433 11 2102539 0.004439
Mi_0294 11 896127 0.006527
Mi_0405 4 17245187 0.008002
Contig2867 4 15515955 0.00903
Mango_rep 9407 2 20496307 0.00974

Teste genotipico de Cochran-Armitage

Contig2867 4 15515955 0.002721
Mi_0030 1 22890486 0.003674
Mi_0140 4 17199651 0.004609
Mi_0244 11 869763 0.004927
Mango_rep_c8984 9 15016915 0.005247
Mi_0294 11 896127 0.006439
Mi_0433 11 2102539 0.006940
Mango_c33092 4 18064217 0.007244

Associacdo gendmica quantitativa - modelos lineares e lineares mistos

Quatro SNPs foram associados ao loci controlando a resisténcia L. theobromae
(valor P <0,0049) na analise GLM e esses mesmos SNPs apresentaram associacao
significativa, mas com valor P diferente, na analise MLM (Tabela 3, Figural). Foram
identificados SNPs nos cromossomos 12, 1, 11 e 8 do genoma da mangueira, com R?
variando de 7,27% a 11,37% (Tabela 3). Trés SNPs apresentaram associagéo significativa

com loci controlando a resisténcia N. parvum (valor P <0,006) na anélise GLM e MLM
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(Tabela 4, Figura 2). Foram identificados SNPs nos cromossomos 2, 9 e 12 do genoma
da mangueira, com R? variando de 8,0% a 11,2% (Tabela 4).

Os SNPs Mi_0096 e Mango_rep_c1316 apresentaram associa¢do com a resisténcia
loci a L. theobromae, tanto no teste genotipico “Cochran-Armitage” quanto nas analises
GLM e MLM (Tabelas 1 e 3), tornando-os fortes candidatos a analise suplementar. Os
SNPs Mango_rep_c9407 e Mango_rep_c8984 apresentaram associagao com a resisténcia
loci a N. parvum tanto nos testes alélico quanto genotipico, bem como nas anéalises GLM

e MLM (Tabela 2 e 4), tornando-os fortes candidatos a analises adicionais.

Tabela 3. SNPs com associagéo significativa* (P<0.007) e coeficiente de determinacéo
(R?) pelo Modelo Linear (GLM) e Modelo Linear Misto (MLM) para resisténcia a
Lasiodiplodia theobromae em uma populacéo pseudo-F. de mangueira '‘Haden' x Tommy
Atkins'

SNP Cromossomo  Posicdo (pb) P R2
GLM

Mi_0096 12 10604128 0.00162 0.11371
Mango_rep_c1316 1 24576970 0.00195 0.08715
SSKP031C1_A370G 11 10604128 0.00223 0.08963
Mi_0278 8 9349041  0.0049 0.07272
MLM

Mango_rep_c1316 1 24576970 0.00339 0.08715
SSKP031C1_A370G 11 10604128 0.00435 0.08963
Mi_0096 12 10604128 0.00446 0.11371
Mi_0278 8 9349041 0.00717 0.07272

* Dados percentuais para sintomas de L. theobromae transformados em arcoseno + 0,01

Tabela 4. SNPs com associagédo significativa* (P<0,02) e coeficiente de determinacéo
(R?) pelo Modelo Linear (GLM) e Modelo Linear Misto (MLM) para resisténcia a
Neofusicocum parvum em uma populacdo pseudo-F> de mangueira 'Haden' x "'Tommy
Atkins' pseudo-F».

SNP Cromossomo  Posicdo (pb) P R®

GLM

Mango_rep_c8984 9 15016915 0.001318 0.112434
Mango_rep_c9407 2 20496307 0.002605 0.094316
Mango_rep_c7620 12 14293252 0.006896 0.080037
MLM

Mango_rep_c8984 9 15016915 0.002425 0.112434
Mango_rep_c9407 2 20496307 0.003893 0.094316
Mango_rep_c7620 12 14293252 0.010592 0.080037

* Dados percentuais para sintomas de N.parvum transformado em arco seno.
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P-Values by Chromosome for Lasiodiplodia theobromae
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P-Values by Chromosome for Neofusicocum parvum

A e
| ]
oo o o B B3
2| R R R R R R
S,
2120 -reemeemmeemmeemeemseeeeeeeeeee e A e e e ee e SRR eeeee
2,00 ” K.
$ Tk
D 180 L .-
T 14
2 -
= 160 *
o < « -
S ;
S 1% 5 . = u &
v
S 120 T RN N T - A ‘ ~ B ammeo
% -1 ° > 6 . A =
1,00 {feeermeoeens e & | iy S <
*
-
e I % T s = gl - ph ey o ~
060 w0 . . E. 9 = . *
g 3 et 3 3 3 w".j W - ST 5 E LAY S5, 2 47
‘ ® e .= " ' & g x =Ty, * <« 3
0,40 /|- Mmoo P .2 VRN S Bo g o oM m l ¥ %
X T 3 A (S El vy - g
L) o = B l| [] R, - 4. 7%
020 i -u-fge v’ e ] €8S g aa -
- k3 5 & 5 ¥ » % - T S
0.00 s = 3 : U . L WL VD, g O M. o e -
o o o 0 0 0 (] (] o« o T =+ o o < < o @ @ o o 0 o o X s ~ fvd [l o « 0 ~ ~ o
o o o o o [v] (v} = = w w o o @ @ @ o o o (v o =] @ o o <o) «© @ o« o =3 o o o
86 8 8 0 o @ @ % T K K d 6 O Mm@ = = MM - T kK 6O O ® g T a @ o 9
o o o (=] o (] ] o o [=] o © [ o o fv] 0 0 @ @ o ] [v] = - @ ~ ~ w o 0 o
8 6 R R R © © @ ® ® ® © © §& o ®© - = 0O o ~ 6 o4 8 & ¥ § K 0 6 o a ~
Position
1243 4m576-7rp880410M11012A13614=15V16=17 %18 19 20|
P-Values by Chromosome for Neofusicocum parvum
2,80 .
240 . e
220
2,00
1,80
T
% o0 - =
o *
> «
3 : :
s n . = ® A -
o 120 |} et - :
5 S : : 5
o L J
T 100 . — .
™ ° il L
0,80 e R e z...:.,, .................... ».; .............. e L
3 3 =
Dieg B M. e Bt
i e < &
- » > ]
G F R e TIEE ) SO o | 6 S ;. I 5~ g
; - "E S |'l:< 5 ! .&V’ - P
0.20 i TR, g, AR T 1.9
P ""E E ¥ ( g = J s 4§«
S| i L i W] L PR R i 0 - B RGE  ol
o o o o o (v (v o o [ [ o o @ @ @ o o o (v o @ @ o o L @ @ o« o @ o o o
& 8 0 6 6 @ @ ¥ ¥T KR K & & O @ B = = OB @ = = K KD ® OO T G @ @ O
o o o o o [ [oed o o o o w @ o o [l w0 0 @ W o ™ ™ - = @ ~ ~ w o 0 o
8 8 R RE R B B ® 88 8 8B 8N4 8 2 8 5 K S & &8 & § 8 K88 @ oa K
Position
(10243 4w5v6-7r800410M11 012413 ¢14=15V16=17 %18 19 20|

Figura 2. Plot de Manhattan para SNPs com associagao para resisténcia a Neofusicoccum

parvum em populagéo pseudo-F, de mangueira de 'Haden' x "Tommy Atkins': (A) Linear
(GLM), (B) Linear Misto (MLM).

DISCUSSAO

Os estudos genéticos da mangueira e o desenvolvimento de novas cultivares séo

dificultados pelo longo periodo juvenil, pela poliembrionia nos acessos originados do

Sudeste Asiatico, incompatibilidade de cultivares, tamanho das plantas e uso de pequenas
populacbes (BALLY; LU; JOHNSON, 2009). Essas desvantagens sdo parcialmente
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compensadas pela multiplicacdo vegetativa de plantas com caracteristicas comerciais: se
uma planta superior for identificada, sua manutencdo é perpetuada por clonagem.

Com o sequenciamento gendmico da mangueira (WANG et al., 2020) e o
desenvolvimento de SNPs, ainda em pequenos numeros, tornou-se possivel realizar
estudos para identificar alelos e/ou regifes cromossémicas associadas a caracteres desta
frutifera. O objetivo final é aplicar a MAS para recomendar novas cultivares de manga
com caracteristicas desejaveis e atraentes e com resisténcia a diversas doencgas da
mangueira. Aqui relatamos um estudo pioneiro de associacdo ampla aplicado as
principais doencas que afetam pomares comerciais de mangueira no Nordeste brasileiro.

Analises alélicas e genotipicas para L. theobromae indicam duas regifes no
cromossomo 12, uma na posi¢édo 10604128 bp (Mi_0096) e outra na posi¢do 14675191
bp (Mango_rep_c59614), duas outras regides no cromossomo 1 nas posi¢oes 24576970
bp (Mango_rep_c1390) e 2534890 (Mi_0110), e uma regido na posicdo 8818242 bp
(Mango_rep_c5591) no cromossomo 16. No GLM e MLM para este mesmo fungo, foram
identificadas duas regides adicionais: uma no cromossomo 11, posicdo 10604128 bp
(SSKP031C1_A370G) e outra no cromossomo 8, posicdo 9349041 bp (Mi_0278). As
analises conjuntas, genotipica e alélica, GLM e MLM indicam duas regiGes, uma no
cromossomo 12 (Mi_0096) e outra no cromossomo 1 (Mango_rep_c1316) com forte
associagdo com loci de resisténcia a L. theobromae. Essas duas regides respondem por
20% da variacdo total de resisténcia a essa doenca. Se forem adicionadas as demais
regides dos cromossomos 11 e 8, as regides identificadas no presente estudo explicam
36% da variacdo total da doenca.

Para N. parvum, as analises alélica e genotipica indicam duas regides no cromossomo
4 nas posicOes 117199651/17245187 bp, duas no cromossomo 11, nas posicdes
869763/896127 bp e trés nos cromossomos 2, 1 e 9, nas posi¢des 20496307, 22890486 e
15016915 bp, respectivamente. O GLM e o MLM indicam trés regiées nos cromossomos
9, 2 e 12 nas posi¢Oes 15016915, 20496307 e 14293252 bp, respectivamente. As analises
conjuntas, genotipica, alélica, GLM e ML indicam duas regifes nos cromossomos 2
(Mango_rep_c9407) e 9 (Mango_rep_c8984), respectivamente, com forte associacao
com os loci de resisténcia para N. parvum. Essas duas regides explicam 20,6% da
variacdo total a esse fungo, o que poderia ser de 28,7% da variacdo total dessa doenca se

uma regido do cromossomo 12 (Mango_rep_c7620) for incluida.



82

Uma proporcéo consideravel da variacao total de resisténcia a ambos os fungos ainda
estd faltando, 64% e 71% para L. theobromae e N. parvum, respectivamente,
provavelmente devido a baixa cobertura do genoma. Muitos dos SNPs do presente estudo
foram selecionados a partir de milhares de transcritos de RNA (KUHN et al., 2016),
algumas das quais podem ser regides de codificacao envolvidas na resisténcia a esses dois
fungos. A saturacdo das regides identificadas no presente estudo com SNPs adicionais
permitird desenvolver marcadores com alta eficiéncia para MAS em mangueira e fornecer
informac0es sobre outros sistemas nos quais tais patdgenos sdo importantes. Resende et
al. (2018) relataram herdabilidade (=R?) até ~64% para trés caracteristicas quantitativas
de Phaseolus vulgaris, provavelmente devido a LD entre marcadores e genes e/ou
variantes de alelos raros ndo amostradas. Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com heranca simples reportado por Coelho et al. (2018), baseado em estimativas de
parametros classicos, ao estudar ambos fungos em trés cruzamentos de mangueira,
incluindo a presente populagdo pseudo-F, de 'Haden' x 'Tommy Atkins',

Para andlise qualitativa, presenga X auséncia de sintomas, 0os métodos alélicos e
genotipicos tém diferentes suposicdes, com o teste de Fisher analisando o alelo como
unidade de amostragem, em equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), enquanto Cochran-
Armitage tem o individuo como unidade de amostragem, sem a necessidade de HWE. No
geral as analises qualitativas foram consistentes, apresentando 0os mesmos SNPs. As
analises GLM e o MLM apresentaram 0s mesmos resultados, sem impacto das matrizes
dos componentes principais ou IBD, uma vez que as populacdes pseudo-F; se estruturam
como uma, sem a formagdo de ‘clusters’, como ocorre em acessos ou populagdes de
diferentes origens.

O desenvolvimento do mapa de liga¢do na populagéo de Haden x Tommy Atkins de
manga pseudo-F; resultou em até 23 grupos (dados ndo mostrados), (M. indica n = 20),
dificultando andlises de caracteres quantitativo tradicional (QTL) e compara¢des com
estimativas da GWAS no presente estudo. Zuiderveen et al. (2016) reportaram analises
independentes de GWAS e QTL para confirmarem regides que controlam a resisténcia
ao Colletotrichum lindemuthianum em Phaseolus vulgaris.

De acordo com Nagel et al. (2020), N. Parvum e L. theobromae, da familia
Botryosphaeriaceae, sdo patdgenos bem conhecidos de culturas de plantas
comercialmente e economicamente importantes, e os resultados do presente estudo

podem apoiar 0 mapeamento cromossdmico de uma ampla gama de espécies frutiferas,



83

incluindo uva, pomelo, Eucalipto spp., Pinus spp., cacau e coco. Shen et al. (2019)
fornecem um exemplo rdpido de mapeamento de gene candidato para
resisténcia/suscetibilidade a quatro isolados de Botryosphaeria dothidea (complexo
Botryosphaeriaceae) em macieiras.

As plantas resistentes e suscetiveis, codificadas para 2 e 1, respectivamente, sdo uma
simplificacdo de um complexo sistema de planta-hospedeiro, mas permitiu a identificacéo
de regides cromossomicas para ambas as doencgas, como comprovado quando as regides
também foram significativas nos modelos GLM e MLM, analisadas como caracteres de
variagdo continua. Assim, as regides SNP Mi_0096 (cromossomo 12) e
Mango_rep_c1316 (cromossomos 1) para L. theobromae e as regides dos SNPs
Mango_rep_c9407 (cromossomos 2) e Mango_rep_c8984 (cromossomos 9) para N.
parvum sdo fortes candidatas a saturagdo com maior nimero de SNPs ou mineracdo no

genoma da manga.

CONCLUSAO
Os SNPs Mi_0096, Mango_rep_c1316, Mango_rep_c9407 e Mango_rep_c8984, séo
fortes candidatos para o uso em selecdo assistida por marcadores moleculares para

resisténcia aos fungos L. theobromae e N. parvum.
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