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Resumo — O objetivo deste trabalho foi estabelecer um padrdo para a caracterizacdo molecular e a
diferenciagdo de porta-enxertos de pessegueiro, bem como estimar pardmetros de variabilidade genética com
base em marcadores codominantes. Catorze genotipos foram avaliados com uso de iniciadores para locos
microssatélites das séries BPPCT e UDP, e para locos STS e SCAR. O perfil eletroforético foi registrado
quanto a presenca ou a auséncia de bandas, as quais foram usadas para calcular a similaridade genética entre
cultivares, por meio do coeficiente "simple matching", e para a analise de agrupamento de cultivares, pelo
método das médias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA). Foram calculados: numero de alelos por loco,
frequéncias alélicas, heterozigosidade esperada e observada, endogamia e conteudo de informagao polimoérfica
(PIC). Os 18 locos avaliados produziram 82 polimorfismos e permitiram elaborar um dendrograma que
discriminou os genoétipos em trés grupos principais. A heterozigosidade esperada e observada nos 18 locos
SSR foi de 0,66 e 0,22, respectivamente. Valores maximos para endogamia (1,0) foram identificados nos locos
UDP 98407, UDP 98412, BPPCT 034, BPPCT 016, SCAR-SCAL 19 e STS OPAP4. O PIC variou de 0,81,
para SCAR-SCAL 19, a 0,46, para UDP 98407. O polimorfismo dos 18 marcadores possibilita obter acurada
relacdo genética entre os gendtipos de pessegueiro avaliados e identificar os mais contrastantes para uso em
programas de melhoramento.

Termos de indexagdo: Prunus persica, distdncia genética, frequéncia alélica, genética molecular, selecdo de
parentais.

Molecular characterization and genetic variability among peach rootstocks
based on codominant markers

Abstract — The objective of this work was to establish a standard for molecular characterization and
differentiation of peach rootstocks, as well to estimate genetic variability parameters based on codominant
markers. Fourteen genotypes were evaluated using primers for microsatellite loci from the BPPCT and UDP
series and for the STS and SCAR loci. The electrophoretic profile was recorded for the presence or absence of
bands, which were used to calculate the genetic similarity among cultivars by the simple matching coefficient,
and to perform cluster analysis by the unweighted arithmetic average (UPGMA) method. The number of alleles
per locus, allele frequencies, observed and expected heterozygosity, inbreeding, and polymorphic information
content (PIC) were calculated. The 18 loci produced 82 polymorphisms, allowing for the elaboration of a
dendrogram, which discriminated the genotypes into three main groups. Observed and expected heterozygosity
in the 18 SSR loci were 0.66 and 0.22, respectively. Maximum values for inbreeding (1.0) were identified in
loci UDP 98407, UDP 98412, BPPCT 034, BPPCT 016, SCAR-SCAL 19, and STS OPAP4. PIC ranged from
0.81 for SCAR-SCAL 19, to 0.46 for UDP 98407. The polymorphism of the 18 markers allows for an accurate
genetic relationship among the evaluated peach genotypes and the identification of the more contrasting ones
for use in breeding programs.

Index terms: Prunus persica, genetic distance, allelic frequency, molecular genetics, parental selection.

Introducio para estudos de variabilidade genética, calculos de

frequéncia alélica, analise de segregacdo, mapeamento

Marcadores moleculares do tipo codominantes,  genético, identificagdo de genotipos e genética de
a exemplo dos microssatélites ou "simple sequence  populagdes, em virtude de sua natureza codominante e
repeats” (SSR), tém sido amplamente indicados  polimorfica (Ferreira & Grattapaglia, 1998). De acordo
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com Ramalho et al. (1996), esses marcadores sdo
muito importantes para trabalhos de conservagdo de
germoplasma e programas de melhoramento.

E de grande interesse a obtencdo e a identificago
de variabilidade genética nas plantas, para que se
possa realizar sele¢do efetiva que resulte em ganhos
genéticos significativos (Bernardo, 2002). Portanto,
estudos e estimativas de parametros de variabilidade
genética sdo de fundamental importancia, pois
possibilitam realizar inferéncias quanto a frequéncia
em que um alelo aparece em determinada populagdo;
permitem distinguir gendtipos de forma eficaz, uma vez
que facilitam a identificacdo de casos de sinonimias e
homonimias entre cultivares; e auxiliam na selegao
dos individuos que poderao ser utilizados para compor
bancos de germoplasma ou serem utilizados no
melhoramento genético.

Outra area de aplicagdo de marcadores moleculares
¢ na certificagdo genética de plantas, por meio da
caracterizagdo molecular que, associada a caracteri-
zagdo morfofenologica, permite reconhecer com
seguranga o genotipo em todas as etapas de produgao,
a exemplo dos estudos realizados com macieira
(Venturi et al., 2006), pessegueiro (Sosinski et al.,
2000) e ameixeira (Bianchi et al., 2002).

Embora no Brasil o registro de cultivares ndo exija
caracterizagao molecular, emoutros paises comsistemas
de certificagdo de material vegetal consolidados, as
técnicas moleculares t€ém permitido elaborar um tipo de
impressao digital molecular da planta ("fingerprinting"
varietal), o que facilita o controle de qualidade em
qualquer etapa do processo produtivo (Bianchi et al.,
2004a; Wickert et al., 2007).

Bianchi et al. (2004b) verificaram problemas de
identificacdo inter e intravarietal de porta-enxertos de
pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch], no Banco
de Germoplasma da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), o que refor¢a a necessidade de comprovacao
da origem genética do material presente nesses bancos.
Além disso, a identificagdo da variabilidade entre
genotipos em bancos de germoplasma também tem se
mostrado importante, como verificado nos trabalhos de
Sosinski et al. (2000), Testolin et al. (2000), Aranzana
et al. (2002) e Bouhadida et al. (2009).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um padrao
para a caracterizacdo molecular e a diferenciacao de
porta-enxertos de pessegueiro, bem como estimar
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parametros de variabilidade genética com base em
marcadores codominantes.

Material e Métodos

Foram analisados 14 genotipos de pessegueiro
do Banco de Germoplasma de porta-enxertos da
UFPel, Capdo do Ledo, RS: 'Nemaguard', '"Nemared',
'Flordaguard', 'Okinawa', 'Selecdo UFPel 0402',
'"Tsukuba 1', 'Kutoh', 'Ohatsumomo’, 'Nagano Wild',
'Selecdo UFPel 0390302', 'Rubira’, 'Montclar', além
das cultivares de copa antigas Capdeboscq e Aldrighi.
O DNA foi extraido a partir de 50 mg de folhas frescas
completamente expandidas, por meio do protocolo
descrito por Doyle & Doyle (1991). As amostras
foram maceradas em nitrogénio liquido, dispostas em
tubos de 2,0 mL, com 900 pL do tampao de extragdo
(2% CTAB, 1,4 mol L' de NaCl, 20 mmol L' EDTA,
100 mmol L' Tris, pH 8,0, 0,5% Mercaptoetanol,
1% PVP), e incubadas em banho-maria, por 60
min a 65°C. Em seguida, adicionou-se 900 pL de
cloroformio:alcool isoamilico (24:1) as amostras, que
foram agitadas por 5 min e centrifugadas por 10 min
a 13.000 rpm. Apos a centrifugagdo, foram coletados
700 pL de sobrenadante em novo tubo com igual
volume de etanol absoluto, tendo-se mantido a amostra
a -20°C por 2 horas. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm, e o
sobrenadante foi eliminado. Cada precipitado de
DNA foi lavado com 300 pL de etanol 70%. Para a
suspensao final, foi utilizado tampdo TE (10 mmol L
Tris-HCI, 1,0 mmol L' EDTA, pH 8,0) contendo
RNAse (10 pg mL"). O DNA foi quantificado em gel
de agarose 0,8%.

Para as rea¢des de PCR, foram utilizados iniciadores
para locos microssatélites (SSR) da série UDP
[UDP 96001, UDP 96003, UDP 96008, UDP 96013,
UDP 96019, UDP 98407, UDP 98409, UDP 98412 ¢
UDP 98414 (Cipriani et al., 1999)] e da série BPPCT
[BPPCT 001, BPPCT 002, BPPCT 016, BPPCT 023,
BPPCT 026, BPPCT 034 ¢ BPPCT 041 (Dirlewanger
et al., 2002)], além de iniciadores para locos STS
[OPAP4 (Yamamoto & Hayashi, 2002)] ¢ SCAR
[SCAL 19 (Lecouls et al., 1999)].

Nas reagdes de PCR, foram utilizados 25 ng de
DNA de cada amostra; 2,5 uL. de 10X PCR buffer;
1,7 mmol L' de MgCl,; 0,5 umol L' de cada iniciador;
0,2 umol L' de dNTP; 0,75U de Taq DNA polimerase
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kit Invitrogen, (Invitrogen, Sao Paulo, SP); ¢ agua
Milli-Q, para volume final de 25 pL.

As amplificagdes foram realizadas em aparelho
termociclador, modelo Icycler (Bio-Rad Laboratério
Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ), programado para dois
ciclos de 94°C por 2 min, 55°C por 1 min, 72°C por
50's; 39 ciclos de 94°C por 50 s, 52-60°C por 45 s,
72°C por 45 s; e um ciclo de 72°C por 15 min.

Aos produtos da reagdo de PCR, foram adicionados
10 pL de solug@o desnaturante (98% de formamida,
10 mmol L' EDTA, azul de bromofenol 0,05% e xileno
cianol 0,05%), seguido de tratamento térmico a 95°C
por 5 min. Uma aliquota de 4,5 uL de cada amostra
amplificada foi aplicada ao gel de poliacrilamida
6%, em tampao TBE 1X, a 65 V, por 3 horas. Para a
visualizagdo das bandas, utilizou-se nitrato de prata,
segundo Bassam et al. (1991).

O perfil eletroforético dos gendtipos foi registrado,
tendo-se observado a presenga ou a auséncia de bandas
em cada loco. O conjunto de dados foi utilizado
para o calculo da similaridade genética por meio do
coeficiente "simple matching", e o agrupamento das
cultivares foi feito pelo método das médias aritméticas
ndo ponderadas (UPGMA), com uso do programa
NTSYS versao 2.1 (Rohlf, 2000). Também foram
calculados: frequéncias alélicas, heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho), endogamia (F),
conteudo de informacgao polimorfica por loco (PIC)
e distancias genéticas entre os genotipos, com uso do
programa Genes (Cruz, 1997).

Resultados e Discussao

Dos 51 locos testados, apenas 18 apresentaram
amplificacdo  consistente, com producdo de
82 polimorfismos. O nimero de alelos amplificados
em cada loco variou de dois, com SCAR-SCAL 19, a
sete, com UDP 96008, enquanto o niimero de alelos
amplificados em cada genoétipo, para cada loco, foi
de no maximo dois, o que indica que se tratam de
gendtipos diploides (Figura 1 A e B).

Marcadores microssatélites tém sido muito utilizados
em andlises de "fingerprinting" varietal e em estudos
de variabilidade genética, pela robustez e pela grande
diversidade alélica, em comparacdo a outros tipos de
marcadores moleculares. Essa caracteristica, de acordo
com Borém & Caixeta (2006), esta relacionada a grande
taxa de variacdo nas regides de sequéncia repetidas,

constituinte dos microssatélites. Essa variabilidade
gera grande numero de alelos por loco, facilmente
detectaveis e com elevado poder discriminatério.
Desse modo, a analise de poucos locos normalmente
possibilita a diferenciacdo de genotipos, mesmo
quando se trata de gendtipos geneticamente muito

Figura 1. Produtos da amplificagdo gerada pelos marcadores
microssatélites UDP 98407 (A) e BPPCT 041 (B), nos
gendtipos: 1, Nemaguard; 2, Nemared; 3, Flordaguard; 4,
Okinawa; 5, Selegdo UFPel 0402; 6, Tsukuba 1; 7, Kutoh;
8, Ohatsumomo; 9, Nagano Wild; 10, Capdeboscq; 11,
Aldrighi; 12, Rubira; 13, Montclar; ¢ 14, Selegdo UFPel
0390302.
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proximos ou aparentados. Isso pode ser observado no
presente trabalho, em que a analise seletiva de apenas
trés locos (BPPCT 041, BPPCT 023 ¢ UDP 96003)
foi suficiente para a diferenciagdo dos 14 genotipos
(Figura 2).

A versatilidade e a confiabilidade da técnica de SSR
tém sido verificadas por varios autores, na analise
de "fingerprinting" e de diversidade genética, em
diferentes espécies do género Prunus (Testolin et al.,
2000; Aranzana et al., 2002; Bouhadida et al., 2009).
O elevado poder discriminatério da técnica SSR
também foi demonstrado por Sosinski et al. (2000),
na identificagdo de diferencas entre pessegueiros
da cultivar Springcrest, em que o SSR revelou
polimorfismo suficiente para detectar variabilidade
entre plantas da mesma cultivar, mas originadas de
fontes diferentes.

No presente trabalho, os 82 polimorfismos obtidos
foram utilizados para elaborar um dendrograma que
permitiu a visualizagdo de trés grupos principais de
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cultivares, com similaridade genética média (SGM),
entre os 14 porta-enxertos, de 67% (Figura 3).

'Kutoh', 'Nagano Wild' e 'Ohatsumomo' formaram
um grupo em que os dois primeiros porta-enxertos
apresentaram similaridade genética de 93% (Figura 3),
enquanto o Ultimo apresentou maior distanciamento
(67%desimilaridade). O agrupamento de'Ohatsumomo'
no mesmo grupo dos outros dois genotipos pode
ser atribuido ao fato de ele compartilhar, com esses
porta-enxertos, a mesma origem genética. Esperava-
se a formagdo de um uUnico grupo com 'Okinawa',
'"Tsukuba 1' e 'Selegao UFPel 0402', por serem todos
de origem japonesa. No entanto, isso ndo ocorreu, o
que indica que talvez seja necessario que mais locos
sejam avaliados para que se confirme a possibilidade
de agrupamento de genotipos de mesma origem.

As cultivares Okinawa e Selegdo UFPel 0402
ficaram agrupadas separadamente em relagdo aos
demais porta-enxertos, com 70% de similaridade
genética. Este agrupamento se explica pelo fato de
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Figura 2. Chave de identificacdo de 14 porta-enxertos de pessegueiro, com base no polimorfismo de trés marcadores de

microssatélites: BPPCT 041, BPPCT 023 e UDP 96003.
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'Sele¢do UFPel 0402' ser um genodtipo obtido de uma
populacdo de plantulas derivadas por livre polinizagado
de 'Okinawa' (Figura 3). Contudo, esperava-se obter
indice de similaridade superior, ¢ a similaridade
relativamente baixa constatada ¢ indicativo de que
plantulas de 'Okinawa' podem apresentar significativa
variabilidade genética. Nao obstante, esse porta-enxerto
vem sendo propagado por sementes.

'Capdeboscq' e 'Selegao UFPel 0390302' foram
agrupados em um mesmo grupo, com similaridade
genética de 82% (Figura 3). Essa proximidade pode
ser explicada pelo fato de esse ultimo genotipo ter sido
obtido de populacdo de plantulas derivadas de livre
polinizacao da cultivar Capdeboscq.

Os porta-enxertos 'Nemared', 'Tsukuba 1', 'Rubira’,
'Flordaguard' e 'Montclar' apresentaram similaridade
genética de 79 a 82% e foram proximamente
agrupados (Figura 3). Esses genotipos apresentam
uma caracteristica em comum, que ¢ a coloragdo
avermelhada das folhas, exceto 'Montclar', cujas folhas
sdo verdes. De acordo com Yamamoto et al. (2001), os
locos UDP 98409, UDP 96019 ¢ UDP 96001, avaliados
no presente trabalho, estdo posicionados no mesmo
grupo de ligagdo do caractere coloragdo das folhas.
Esse resultado confirma a possivel ligacdo desses
marcadores com o referido caractere, o que justifica a
forma de agrupamento.

'Rubira’ e  'Montclar',  juntamente  com
'Capdeboscq' e 'Selegao UFPel 0390302, apresentam
como caracteristica contrastante a 'Tsukuba 1',
'Nemared' e 'Flordaguard' a susceptibilidade ao
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Figura 3. Dendrograma de similaridade baseado em locos

microssatélites de porta-enxertos de pessegueiro, obtido

pelo método de agrupamento UPGMA.

nematoide-das-galhas. Assim, o agrupamento do
porta-enxerto 'Montclar' proximo ao 'Flordaguard'
talvez esteja associado ao compartilhamento de alelos
nao ligados a coloragdo da folha ou a resisténcia a
nematoides. Com relagdo a esse ultimo caractere,
esperava-se um melhor agrupamento entre as cultivares
resistentes ao nematoide-das-galhas, o que ndo foi
observado, possivelmente em virtude de grande parte
dos marcadores utilizados neste trabalho ndo estarem
associados a doenga.

O agrupamento formado com o uso do método
UPGMA foi similar ao obtido pela andlise da projecao
das distancias genéticas entre os genotipos (Figura 4),
o que confirma a relacdo genética entre 0s grupos
formados. Agrupamento similar obtido com uso de
duas técnicas distintas também foi verificado por Bertan
et al. (20006) e por Silva et al. (2007), em genotipos de
trigo.

A heterozigosidade média esperada e observada,
nos 18 locos SSR, foi de 0,66 e 0,22, respectivamente
(Tabela 1). Cipriani et al. (1999) e Testolin et al.
(2000), com uso de marcadores microssatélites
em populagdo de pessegueiro, obtiveram maior
heterozigosidade esperada (0,68) no loco UDP 96003.
Entretanto, esse resultado foi inferior ao encontrado no
presente trabalho. Dirlewanger et al. (2002), ao usar
microssatélites da série BPPCT, obtiveram o maior
valor de heterozigosidade (0,42) para o loco BPPCT
001. No presente trabalho, o maior valor também foi
observado para o mesmo loco dessa série (0,79), o
que indica que ele apresenta alta informatividade em
estudos de variabilidade genética.

Os locos UDP 98407, UDP 98412, BPPCT 034,
BPPCT 016, SCAR-SCAL 19 e STS OPAP4
apresentaram os maiores valores (1,00) de endogamia
(Tabela 1). Os valores negativos, encontrados nos locos
UDP98414e BPPCT 041 indicamaltaheterozigosidade.
A analise do coeficiente de endogamia possibilita
mensurar a deficiéncia ou o excesso de heterozigotos
nas populacdes (Reis et al., 2011).

O conteudo de informagao polimérfica (PIC) é um
indicador da qualidade do marcador, de acordo com
Botstein et al. (1980). Segundo classificagdao destes
autores, locos marcadores com PIC superior a 0,50 sdo
considerados muito informativos, enquanto os com
valores entre 0,25-0,50 sdo medianamente informativos
e os com valores inferiores a 0,25, pouco informativos.
No presente trabalho, os maiores valores encontrados
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foram de 0,81, para SCAR-SCAL 19, e de 0,79, para
UDP 96003, e os menores valores foram de 0,46, para
UDP 98407, e de 0,46, para BPPCT 034. A média
entre todos os marcadores foi de 0,62, o que indica que
os marcadores utilizados podem ser considerados de
muito a medianamente informativos (Tabela 1).
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041
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Disténcia Relativa Y
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0,13

n
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Figura 4. Projecdo de distancias relativas entre os porta-
enxertos: 1-Nemaguard, 2-Nemared, 3-Flordaguard,
4-Okinawa, 5-Sele¢ao UFPel 0402, 6-Tsukuba 1, 7-Kutoh,
8-Ohatsumomo, 9-Nagano Wild, 10-Capdeboscq, 11-
Aldrighi, 12-Rubira, 13-Montclar, 14-Sele¢do UFPel
0390302.

Tabela 1. Frequéncias alélicas, heterozigosidade esperada
(He) e observada (Ho), coeficiente de endogamia (F) e
conteido de informagdo polimorfica (PIC) de 18 locos
avaliados em 14 porta-enxertos de pessegueiro.

Loco Alelos He Ho F PIC
UDP 98407 3 0,56 0,00 1,00 0,46
UDP 96008 7 0,68 0,57 0,16 0,65
UDP 98409 6 0,52 0,14 0,82 0,50
UDP 96001 5 0,71 0,29 0,45 0,66
UDP 96013 5 0,49 0,29 0,60 0,47
UDP 96019 5 0,65 0,15 0,69 0,60
UDP 98414 5 0,71 1,00 -0,53 0,66
UDP 96003 6 0,82 0,08 0,89 0,79
UDP 98412 4 0,60 0,00 1,00 0,55
BPPCT 002 5 0,72 0,14 0,76 0,68
BPPCT 041 4 0,57 0,86 -0,18 0,53
BPPCT 023 4 0,63 0,08 0,89 0,57
BPPCT 026 4 0,69 0,21 0,63 0,63
BPPCT 034 3 0,56 0,00 1,00 0,47
BPPCT 001 6 0,79 0,21 0,69 0,76
BPPCT 016 4 0,70 0,00 1,00 0,65
SCAR-SCAL 19 2 0,81 0,00 1,00 0,81
STS-OPAP4 4 0,73 0,00 1,00 0,68
Média 4,56 0,66 0,22 0,66 0,62
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Foi possivel identificar os porta-enxertos mais
contrastantes (Figura 3) e uteis ao melhoramento.
A cultivar Nagano Wild, por exemplo, apresentou
similaridade de 55% com a cultivar Aldrighi, que tem
como caracteristica de interesse a boa adaptagdo as
condig¢des climaticas da regido Sul do Brasil. Outro
resultado contrastante observado (similaridade de
55%) foi entre 'Okinawa’, 'Selecao UFPel 0390302' e
'Montclar'. O primeiro genétipo apresenta resisténcia
a Meloidogyne spp., o segundo ¢ bem adaptado as
condicdes climaticas da regido Sul do pais, e o terceiro
apresenta boa uniformidade de plantas e elevado
vigor de sementes (Loreti, 2008), caracteristicas
desejaveis para o melhoramento de porta-enxertos de
pessegueiro.

Conclusao

Os marcadores codominantes utilizados apresentam
elevada capacidade discriminatéria dos genotipos sob
analise e possibilitam a detec¢do de acurada relagao
genética entre os porta-enxertos de pessegueiro
avaliados, bem como a identificacio dos mais
contrastantes para uso no melhoramento genético.
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