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Resumo - A fruticultura € um segmento do agronegécio brasileiro que
movimenta bilhdes de doélares por ano e se torna cada vez mais um pilar
consolidado na geragado de empregos e economia do Pais. A cadeia produtiva
do abacaxi (Ananas comosus L. Merr.) possui grande representatividade
nesse setor, com amplo mercado interno e excelentes perspectivas no
mercado externo. A adogdo de cultivares melhoradas de abacaxi, pelos
produtores atende demandas dos consumidores e contribui para a
rentabilidade da cultura. Entretanto, devido as caracteristicas de propagagéao
vegetativa e ao comércio informal de materiais propagativos, o rastreamento
da adogao e disseminacdo de uma cultivar é bastante complexo, levando-
se em consideragdo a caracterizagdo apenas por aspectos morfoldgicos.
Diante disso, ferramentas de biologia molecular como o fingerprint se torna
uma excelente opc¢do para resguardar os direitos dos melhoristas em casos
de contestacdo de idoneidade, ou mesmo para facilitar a mensuragao da
adogdo de uma cultivar melhorada nas diferentes regides produtoras do
pais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a dissimilaridade genética
e elaborar o fingerprint molecular de cultivares tradicionais e hibridas
selecionadas de abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura por meio de
marcadores microssatélites ndo ancorados, também conhecidos por ISSRs
(Inter-Simple Sequence Repeat). Um total de 68 primers ISSR foi testado, dos
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ramos@embrapa.br, saulo.oliveira@embrapa.br, davi.junghans@embrapa.br.
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manda.gaby@hotmail.com, tai.19@hotmail.com.
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quais 20 eram monomorficos, 24 nao amplificaram e outros 24, polimérficos,
usados na avaliacdo. Na analise da dissimilaridade entre os gendtipos, a
distancia genética variou de 0,15 a 0,38, com formacgao de nove grupos. Os
fragmentos obtidos pelos 24 primers polimérficos foram capazes de gerar
MIPs (Molecular Identification Profiles) para todos os gendtipos analisados.
Este trabalho revelou que os marcadores ISSR podem ser utilizados para
gerar fingerprints moleculares para uso no melhoramento de abacaxi, seja
para estimativa dos parentais mais contrastantes, quanto para a analise de
perfil molecular de cultivares adotadas pelos produtores.

Termos para indexagdo: abacaxizeiro; marcadores de DNA; identidade
genética
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Establishment of molecular fingerprint in
pineapple using microsatellite ISSR

Fruticulture is a segment of the Brazilian agribusiness that generates billions
of dollars per year, becoming increasingly a consolidated pillar in the generation
of jobs and economy of the Country. Pinapple (Ananas comosus L.) has great
representation in this sector because it complies with the perspectives of the
internal and external markets. The adoption of improved pineapple varieties
by producers meets the demands of consumers as well as guarantees the
rentability of the crop. However, due to clonal propagation characteristics and
informal commercialization of propagation material, tracking of adoption and
dissemination of a certain variety is very complex taking into consideration
the characterization only by morphological aspects. Molecular biology tools
such as fingerprint is an excellent option to protect breeders or even to
facilitate measuring the adoption of an improved variety in different producing
regions in the country. Therefore, the objective of the present work was to
evaluate the genetic dissimilarity and elaborate the molecular fingerprint of
traditional cultivars and selected pineapple hybrids from Embrapa Mandioca
e Fruticultura using non-anchored microsatellites, also known as ISSR (Inter-
Simple Sequence Repeat) markers. A total of 68 ISSR primers were tested, of
which 20 were monomorphic, 24 did not amplify and 24 were polymorphic and
used in the analysis. For the dissimilarity analysis between the genotypes
the genetic distance varied from 0.15 to 0.38 with nine groups formed. The
fragments obtained by the 24 polymorphic primers were able to generate
MIPs (Molecular Identification Profiles) for all the genotype analyzed. This
study revealed that the ISSR markers can be used to generate molecular
fingerprints for use in genetic breeding of pineapples for estimation of most
contrasting progenitors as well as for the analysis of the molecular profile of
varieties adopted by producers.

Indexation terms: Pineapple; DNA markers; Genetic identity
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Introducao

O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus - Coppens & Leal) € uma
planta perene, monocotiledénea, herbacea tropical, pertencente a familia
Bromeliaceae, cultivada em mais de 70 paises de clima tropical e subtropical.
O Brasil é parte do grande centro de origem da espécie de abacaxi e da
grande diversidade genética encontrada nas cole¢cdes de germoplasma de
abacaxizeiro (Ferreira; Cabral 1993).

Nos plantios comerciais em nosso pais, existem poucas cultivares, com
destaque as cultivares Pérola e Smooth Cayenne, ambas suscetiveis a
fusariose, doenga causada pelo fungo Fusarium guttiforme e que pode causar
grandes prejuizos a cultura do abacaxi, pois ataca os frutos e o material
propagativo. Diante disso, a Embrapa iniciou um programa de melhoramento
genético do abacaxizeiro na década de 1980 com o objetivo de desenvolver
cultivares com resisténcia genética a fusariose e com caracteristicas de fruto
iguais ou superiores as cultivares tradicionais. Este programa tem permitido
o langamento das cultivares BRS Imperial, BRS Vitéria e BRS Ajuba. Novos
hibridos vém sendo desenvolvidos, e sua performance econémica esta sendo
avaliada nos principais polos de producao de abacaxi no Brasil, com vistas a
sua recomendagdo como novas cultivares.

Os marcadores moleculares sdo ferramentas que podem auxiliar o
melhoramento genético de plantas e varios trabalhos tém sido publicados
com o uso da técnica de ISSR no estudo de diversidade e fingerprint molecular
(White et al., 2018, Wang et al., 2017; Torre et al., 2006; Costa et al, 2015;
ALVES et al. 2011; Zhu et al. 2011; Gao et. al., 2006; Vargas; Kardereit, 2001).

As comparagbes de fingerprint moleculares de espécies, hibridos
ou variedades em estudos de recursos genéticos de plantas tém como
finalidade principal formar um perfil eletroforético, que pode ser utilizado para
assegurar os direitos dos melhoristas em caso de contestagéo de idoneidade,
principalmente em culturas que se propagam vegetativamente (Laurentin,
2009; Torre et al., 2006). Da mesma forma, a verificagdo da identidade das
plantas pode favorecer estudos de adocdo e distribuicdo geografica de
cultivares langadas pelos programas de melhoramento.

Os marcadores de DNA sdo importantes em estudos de caracterizacao
pois nao sao afetados pelo ambiente, podem ser coletados de qualquer tecido
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da planta, sdo altamente polimérficos e possibilitam uma ampla amostragem
do genoma das plantas, enquanto os marcadores morfoloégicos sdo pouco
representativos e, em sua maioria, afetados pelo ambiente (Wunsch;
Hormaza, 2002).

Os marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), ou microssatélites
nao ancorados, possuem as vantagens de serem mais reprodutiveis, nao
necessitarem do sequenciamento de DNA e serem altamente polimérficos,
quando comparados a outros marcadores moleculares amplamente utilizados,
como o RAPD, o AFLP e o SSR (Bornet; Branchard, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a dissimilaridade genética entre
cultivares tradicionais e hibridos elite de abacaxizeiro gerados na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, bem como desenvolver perfis moleculares para
obtencéo do fingerprint por meio de analises in silico.

Material e Métodos

Material genético
Foram utilizados 14 cultivares e hibridos de abacaxi (Tabela 1).

Tabela 1. Cultivares tradicionais e hibridos elite de abacaxizeiro utilizados para o
estudo de fingerprint molecular e ordem de aparecimento nos géis de eletroforese.

Numeros Genotipos*

1 PE x SC-73

2 PA x PE-01

3 344 x SC-08

4 344 x SC-10

5 344 x PE4-04

6 344 x Gold-61

7 344 x Gold-66
8 344 x (PE x SC-73)-15
9 Perolera

10 Smooth Cayenne
11 Gold

12 344

13 PE4

14 Pérola

*Nomenclatura dos hibridos feita em fung@o dos parentais utilizados no cruzamento.
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As cultivares Gold, Pérola, Perolera e Smooth Cayenne estdo entre
as mais consumidas no Brasil e no mundo, além de serem utilizadas no
programa de melhoramento genético do abacaxi da Embrapa. A variedade
FRF-632 (BAG 344) tem sido utilizada mais recentemente neste programa,
pela sua resisténcia a fusariose, pelo formato do fruto e pela cor da casca. Os
hibridos elite, todos resistentes a fusariose, foram selecionados no programa
de melhoramento em funcéo das excelentes caracteristicas de planta e fruto,
e se encontrarem em fase de avaliagdo nas principais regides produtoras de
abacaxi do Brasil. Alguns dos gendtipos citados estao ilustrados na Figura 1.

Fotos: Davi Theodoro Junghans

Figura 1. Algumas cultivares e hibridos elite de abacaxi analisados no estudo de
dissimilaridade genética e fingerprint molecular. ‘Smooth Cayenne’ (A); ‘Pérola’ (B);
‘Gold’ (C); FRF 632 (BAG 344) (D); PE x SC-73 (E); 344 x (PE x SC-73) -15 (F); 344 x
‘Gold’-61 (G); 344 x ‘Gold-66 (H).

Todos os gendtipos analisados foram cultivados na area experimental
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Apos a coleta das folhas, as amostras
foram armazenadas em ultra-freezer, a uma temperatura de -80 °C, seguido
da extragao de DNA total.



12 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 99

Extracao e quantificagdo de DNA total

Para extragdo do DNA, utilizou-se apenas a parte aclorofilada da folha
jovem do abacaxi (Figura 2).

Folha do
abacaxi

Bainha utilizada
na extracdo do
DNA

Figura 2. Representacao da folha do abacaxi, com detalhe da parte utilizada na ex-
tragdo de DNA total.

A extracdao de DNA seguiu o protocolo de Doyle; Doyle (1990) com
modificagdes, como, por exemplo, o uso de furadeira de bancada para
substituir o N, liquido, na concentragdo da solugéo tamponante e na fase
de purificacdo dos acidos nucleicos. Apds a extragdo, realizaram-se a
quantificagdo e a verificagdo da qualidade do DNA em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo (1,5 uL.100ml -*) em 80 V por 1h (Figura 3).
Para determinar a quantidade do DNA obtido, foram utilizados marcadores de
DNA lambda de peso molecular conhecido (50 e 100 ng) e a concentragéo de
DNA foi ajustada para 10 ng/uL, como a concentragédo de trabalho.

*“:*)1234 5 wGpesFeufn e el 11482 13 14

) - o, [ e N/ | extraido
e+ DNAtota

N ———— de folhas de

abacaxizeiro

= : i

Figura 3. Quantificagdo do material genético extraido de folhas jovens de 14 acessos
de abacaxizeiro. 100 ng e 50 ng — DNA padréo de peso molecular conhecido. As amos-
tras de 1-14 se referem as cultivares e aos hibridos elite apresentados na Tabela 1.
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Amplificagao via ISSR

Foram utilizados 68 primers ISSR na amplificacdo do DNA de abacaxizeiro.
Desses, 20 foram monomorficos e 24 nao amplificaram durante a PCR.
Para a analise de dissimilaridade e fingerprint, foram utilizados os demais
24 primers ISSR (Tabela 2), polimdrficos e com bandas de padrédo para a
analise. As amplificacées foram ajustadas para um volume final de 25 L
contendo: tampao de enzima 1X [KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3)], 2,5
mM de MgCIz, 0,2 mM de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,28 mM de cada
primer, 10 ng de DNA gendmico e 1,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen).
As amplificagdes foram realizadas em termociclador Applied Biosystems
modelo Veriti® 96-Wells com o seguinte programa de amplificagdo: uma
etapa inicial de 94 °C por 3 min., seguida de 39 ciclos de 94 °C por 40 s,
temperatura de anelamento especifica de cada primer (Tabela 2) por 40 s,
72 °C por 1 min, com extenséo final de 72 °C por 5 min. e 10 °C até a retirada
das amostras do aparelho. Os produtos da amplificagdo foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio,
submetidos a uma voltagem de 100 V durante aproximadamente 4 h. As
corridas foram fotodocumentadas com uso do sistema de captura de imagens
Vilber Lourmat.

Tabela 2. Primers ISSR utilizados no estudo de dissimilaridade genética e desenvol-
vimento do fingerprint genético de cultivares e hibridos elite de abacaxizeiro, suas
sequéncias (5°-3") e respectivas temperaturas de anelamento (Ta).

Numero e nome do Sequéncia do primer Temperatura de
Marcador ISSR anelamento (°C)
ISSR 07 DICA5’CY CYCACACACACACACACA 49 °C
ISSR 09 DICA5'T TCACACACACACACACA 50 °C
ISSR 11 DIiGA3’C GAGAGAGAGAGAGAGAC 50 °C
ISSR 24 DIGT5'A AGTGTGTGTGTGTGTGT 50 °C
ISSR 25 DiGT5'C CGTGTGTGTGTGTGTGT 50 °C
ISSR 26 DiGT5'CR CRGTGTGTGTGTGTGTGT 50 °C
ISSR 29 TriCAC3'RC CACCACCACCACCACRC 50 °C
ISSR 30 TriCAC3’YC CACCACCACCACCACYC 50 °C
ISSR 32 TriCAC5’CY CYCACCACCACCACCAC 49 °C
ISSR 37 TriCAG5'CY CYCAGCAGCAGCAGCAG 48 °C
ISSR 40 TriGTG3’'YC GTGGTGGTGGTGGTGYC 48 °C
ISSR 46 TriTGT5'CR CRTGTTGTTGTTGTTGT 50 °C
ISSR 49 TriAAC 3'RC AACAACAACAACAACRC 45°C
ISSR 54 TriATG 3'RC ATGATGATGATGATGRC 50 °C

ISSR 55 TriACA 3'RC ACAACAACAACAACARC 50 °C
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Tabela 2. Continuagéo.

Numero e nome do Sequéncia do primer Temperatura de
Marcador ISSR q P anelamento (°C)

ISSR 76 TriTGG 3'RC TGGTGGTGGTGGTGGRC 48 °C
ISSR 77 TriCAA 3'RC CAACAACAACAACAARC 48 °C
ISSR 79 TriCAC 3'RC CACCACCACCACCACRC 50 °C
ISSR 82 TriCTC 3'RC CTCCTCCTCCTCCTCRC 50 °C
ISSR 96 TriGTC 3'RC GTCGTCGTCGTCGTCRC 50 °C
ISSR 62 TriAGG 3’'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 50 °C
ISSR 70 TriTCA 3'RC TCATCATCATCATCARC 50 °C
ISSR 71 TriTCT 3'RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 50°C
ISSR 72 TriTCC 3'RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 50 °C

Degeneragao: Y=C/T; K = T/G; R = A/G; N=A/T/G/C

Analise Molecular

Dissimilaridade genética

Os fragmentos oriundos das reagbes de amplificagdo foram avaliados
como auséncia (0) e presencga (1) de bandas. A matriz de dissimilaridade
genética entre os genotipos foi calculada a partir do coeficiente de
Jaccard (indice do complemento de Jaccard = 1- ¢) por meio do programa
computacional GENES (Cruz et al., 2016). O agrupamento dos genotipos
para a construgdo do dendrograma foi realizado pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arythmetic Mean), com auxilio do
software Statistica (Statistica, 2002).

Fingerprint molecular e MIPs (Molecular Identification Profiles)

O padrao de genotipagem seguiu a avaliagdo de presencga (1) e auséncia
de bandas (0). As analises contaram com o uso de dois softwares: i) pacotes
vegan e poppr do software R (R Development Core Team, 2016) e ii) GENES
— comando fingerprint (por meio da metodologia por “exclusdo” de bandas).
A analise obtida com auxilio dos pacotes vegan e poppr, implementadas em
ambiente R permite a obtengdo de uma curva de acumulos de bandas e a
informatividade, que um dado conjunto de marcadores pode trazer, visando a
maior diferenciagdo entre os genotipos.
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O procedimento do comando fingerprint no software GENES tem por
objetivo encontrar um numero minimo de bandas que permita discriminar
todos os gendtipos por meio da estratégia de “exclusao”, o qual faz uma
analise preliminar com todas as marcas, com avaliagdo da existéncia de
réplicas e também o total das distancias.

Para o desenvolvimento dos MIPs, os tamanhos dos fragmentos (pb) foram
calculados com base na equacdo de regressao (logaritmica) e certificados
pelo uso do software GelAnalyzer (https://le.ac.uk/).

A escolha de uso das duas metodologias permitiu a identificacdo dos
principais primers a serem utilizados no fingerprint e também as principais
marcas responsaveis pela diferenciacao entre os primers.

Resultados e Discussao

Dissimilaridade Genética

Os 24 primers ISSR utilizados geraram um total de 97 locos polimérficos e
70 monomorficos. O dendrograma gerado com auxilio do software STATISTICA
encontra-se na Figura 4 e a matriz de dissimilaridade, na Figura 5.

Genotipos de abacaxi

PExSC-73

Gold

344xSC-10

344xPE4-04

344 x (PE xSC-73)-15 7

PAxPE-01 G6

344 x Gold - 61

344 x Gold - 66
344 xSC-08

Pérola

——

G4

G3

Perolera

G1

0.12 0.14 0.16 0.18 0.20 0.22 0.24 0.26 0.28 0.30
Distancia de ligagao

Figura 4. Dendrograma construido para 14 gendtipos de abacaxizeiro a partir de 24
primers ISSR e 97 bandas polimorficas. O ponto de corte foi escolhido com base nos
critérios definidos por Mingoti (2005).
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78514

-3y
PA x PE-OL

344 x Gold 66
Add x (PExSC
Peiulera

Smeoth Cayenme
Pérola

244 x Gokd-61
Gold

34

FE4

244 x 5C-0R
44 x5C-10
344 X PE4-04

PE x 5C

PE x5C-73 0.00
PASPE41 0.21 0.00
Jgaxscos 025 0.23  0.00
aaxscan 021 0.24 0.22 0.00
M4XPEAM 0,26 025 022 019 0.00
M4xGeldsl D32 029 027 028 022 000
maxGomss 031 031 029 030 0.23 [035] 0.0
M43 (PEXSCTHAS 028 027 026 022 019 022 021 0.00
Perolera 0,23 0,24 032 032 028 034 031 029 0.00
Smooth Cayesne 0,13 0.24 025 020 023 025 026 022 022 0.00
Ge 0,31 034 031 028 028 032 033 032 0321 01% 000
a4 032 032 (038 033 032 031 029 029 034 032 034 000
PE+ 0.28 028 028 029 024 030 032 030 021 027 027 037 000
pérols 0.31 022 032 033 028 029 028 028 026 023 022 032 025 0.00

Figura 5. Matriz de dissimilaridade genética entre 14 gendtipos de abacaxizeiro -
baseada no coeficiente de Jaccard pelo software GENES. Menor distancia genética
em azul e maior em verde.

A disténcia genética entre os acessos variou de 0,15 a 0,38, com a
menor distancia entre os genodtipos 344 x Gold-61 e 344 x Gold-66 e a maior
entre 344 x SC-08 e 344. O ponto de corte foi delineado de acordo com
os critérios definidos por Mingoti (2005), com formagdo de nove grupos.
O grupo G1: formado pela variedade FRF-632 (BAG 344), de origem pré-
colombiana e coletada em Manicoré — AM. Essa variedade é resistente a
fusariose, possui espinhos nas folhas, com polpa creme e casca laranja na
maturagao, com adaptacao ao clima seco do semiarido da Bahia.

O grupo G2: formado por Perolera, e PE4: ambas cultivares sao
pré-colombianas e cultivadas nos Andes da Colédmbia e Venezuela, de
onde ambas sao originarias. Sao resistentes a fusariose, com folhas
completamente lisas ('piping’) e com polpa amarela. O grupo G3: formado
pela cultivar Pérola, também pré-colombiana e tipica do Brasil. Essa cultivar
€ suscetivel a fusariose, com espinho nas folhas, polpa branca e casca
verde na maturagdo. O grupo G4: formado por 344 x SC-08, um hibrido
do programa de melhoramento genético do abacaxi (PMGA) da Embrapa,
oriundo do cruzamento entre a variedade FRF-632 (BAG 344) e a cultivar
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Smooth Cayenne, os mesmos genitores do hibrido 344 x SC-10 (no grupo
G8), o que reflete na baixa dissimilaridade entre eles (22%).

O G5: representado por dois hibridos do PMGA oriundos do cruzamento
entre a variedade FRF-632 (BAG 344) e a cultivar Gold (ou MD-2). Possuem
resisténcia a fusariose, polpa creme, frutos pesados e com espinhos apenas
nas extremidades das folhas. Ja o G6: formado pelo hibrido PA x PE-01,
oriundo do cruzamento entre as cultivares Pérola e Perolera, é resistente
a fusariose, possui polpa branca e folha lisa. O G7: formado pelos hibridos
344 x (PE x SC-73) -15 e 344 x PE4-04. Ambos possuem o mesmo genitor
feminino e a cultivar Perolera como genitor masculino (hibrido 04) ou na
genealogia do genitor masculino (hibrido 15). O G8, com o hibrido 344 x SC-
10, do PMGA da Embrapa, é oriundo do cruzamento entre FRF-632 e Smooth
Cayenne de mesma genealogia do 344 x SC-08 (no G4), o que reflete na
baixa dissimilaridade (22%) entre ambos.

O G9 foi formado por uma cultivar pré-colombiana (Smooth Cayenne),
uma cultivar moderna (‘Gold’) e um hibrido do PMGA. Na genealogia do
‘Gold’ (desenvolvido no extinto Pineapple Research Institute — Havai), ha
grandes contribuigcbes de genoma de Smooth Cayenne, Perolera e do ‘Pérola’
(WILLIAMS; FLEISCH, 1993). Portanto, a presencga do hibrido PE x SC-73
nesse grupo se justifica por ser oriundo do cruzamento entre as cultivares
Perolera e Smooth Cayenne. Dessa forma, a analise de dissimilaridade
genética confirma a estreita base genética devido ao parentesco de alguns
dos materiais avaliados, mas que permite a distinta separagéo dos genétipos
em nove grupos.

Fingerprint molecular

A analise por acumulo de bandas gerada pelo programa R Development
Core Team (2016) com uso dos pacotes vegan e poppr (Figura 6), revelou
que nove locos ja seriam suficientes para gerar o fingerprint desse conjunto
de gendtipos, ao considerar o arquivo original de dados na planilha. Entre
os primers que foram mais eficazes em gerar a identidade molecular dos
individuos, destacam-se ISSR 40 e ISSR 32.
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Figura 6. Analise por acumulo de bandas geradas com auxilio dos pacotes vegan e
poppr no software “R”. A seta e o nimero 9 em vermelho indicam o nimero de bandas
que possuem capacidade de juntas (acumuladas), gerar um fingerprint para os 14
gendtipos (1 a 14).

Aanalise pelo software Rindica os primers ISSR 40 (sete primeiras bandas)
e ISSR 32 (primeiras duas bandas) como Uteis para uso no desenvolvimento
do fingerprint genético dos 14 gendtipos. O perfil eletroforético desses primers
estédo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Perfil eletroforético dos 14 gendétipos de abacaxizeiro com os dois primers
mais informativos. A) ISSR 40 e B) ISSR 32. M = marcador molecular 1 kb (Invitrogen).
1-14: gendtipos de abacaxi (Tabela 1). Setas na lateral direita indicam tamanho das
principais bandas a serem usadas em conjunto no desenvolvimento do fingerprint
genético, e os numeros espalhados em ambas as imagens, mostram as principais
bandas polimérficas utilizadas no fingerprint genético.



Estabelecimento de fingerprint molecular em abacaxi via marcadores ISSR 19

A analise gerada pelo software GENES detectou as oito principais bandas
responsaveis pelo fingerprint dos individuos. As principais bandas (loco) e
seus primers ISSR correspondentes encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Primers correspondentes as principais bandas (locos) a serem usadas no
fingerprint de abacaxizeiro com auxilio do software GENES, comando fingerprint pelo
método de “exclus&o”.

3222)3 Nome do Primer pb ?I?)r::(;? Nome do Primer

E WS we @SS
o Tri'II'SGSGR (73?RC e e TrifAsg g’gRC 12
. SEL e w SR s
. SO aem s SRR

Os perfis eletroforéticos gerados pelos primers ISSR82 e ISSR11
encontram-se na Figura 8.

B

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

ISSR82-TriCTC 3'RC
ISSR11-DiGA3'C

Figura 8. Perfil eletroforético dos 14 gendtipos de abacaxizeiro com os primers ISSR
82 (A) e ISSR 11 (B). 1-14: gendtipos de abacaxizeiro (Tabela 1). Numeros 1-5: bandas
usadas no fingerprint genético.
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Com base no resultado do software GENES, procedeu-se a construcao
dos MIPS (Molecular Idenfication Profiles) (Figura 9, de A até G), dos perfis de
amplificagdo dos 14 gendtipos de abacaxizeiro e 24 primers ISSR utilizados.
A andlise por “exclusdo” de marcas com uso do software GENES identificou
12 bandas mais informativas nesse grupo de gendtipos (MIPs).

MIPs — MOLECULAR IDENTIFICATION PROFILES

A)
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ISSR32-2 1091 * * * * x x x % * * * o
ISSR32-3 986 2 @ o % % *

ISSR32-4 832 ok xx * % &
ISSR32-5 727 * * * k * ok * *

Equacio log
¥y =-2.955In(x) + 25.372
10 %~ RE-08%
®
.9

~ 1000 e TaTaTs e TaTals A A

ISSR76 pb G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 G13 G14

ISSR76-1 748 - - * * * * o . . . > @ -
Equacio log

e v =-2.23In(x) + 18.757
L) 2= o)
s [y | E=eome
L Y ®
* @

n TaTals e TaTals e TaTas e
J 4UUV LU0V JUUV SV
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C)
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E)
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G)
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Figura 9. (A — G) Molecular Identification Profile (MIP) dos primers ISSR que contém
as bandas mais informativas (Tabela 3) para o desenvolvimento do fingerprint dos 14
genotipos de abacaxi. Marcagdo em azul: bandas selecionadas pelo software GENES.
Hifen — amostra ndo amplificada via PCR.

Estudos de diversidade em abacaxizeiro tem apontado alta variabilidade
genética. Wang et al. (2017) utilizaram marcadores SSR e ISSR em 36
acessos introduzidos de outros paises, nos quais as distancias genéticas
médias foram de 0,74 e 0,61 para os SSRs e ISSRs, respectivamente.

Vanijajiva et al. (2012) avaliaram 15 acessos de abacaxizeiro com apenas
4 primers ISSR, com distancia genética entre 0,316 e 0,968. J& Campos et
al. (2005) avaliaram 12 acessos de abacaxizeiro provenientes de 3 espécies
diferentes com marcadores RAPD e ISSR, onde as distadncias médias foram
de 0,754 e 0,634, respectivamente.

No presente trabalho, foram utilizados 14 gendtipos, entre parentais e
progénies. Apesar da baixa dissimilaridade genética observada, oriunda da
base estreita dos gendtipos, as informagdes geradas pelos primers ISSR,
juntamente com o uso de duas metodologias, possibilitou o desenvolvimento
de um fingerprint genético para dar suporte aos melhoristas do PMGA.
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Conclusao

Foi gerado um fingerprint genético que garante a identidade genética
das cultivares tradicionais e hibridos selecionados de abacaxi da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Ficouevidente que adissimilaridade genética entre as cultivares tradicionais
e hibridos elite de abacaxizeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura é baixa.
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