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Resumo

Paula, Luciane Arantes. Fenotipagem de porta-enxertos de pessegueiros para
reacdo a Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood (1949) e estudo da
variabilidade genética com marcadores de microssatélites, 2009. 73f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduacao em Agronomia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O Rio Grande do Sul (RS) é o principal produtor de frutas de caro¢o do Brasil, com
aproximadamente 65% da area cultivada com péssego do pais. Esse destaque se
deve a contribuicdo dos programas de melhoramento genético de novas cultivares
copa, que possibilitou ampliar o periodo de colheita e a qualidade das frutas. Mesmo
assim, a produtividade média no RS ainda é considerada baixa, principalmente
devido a falta de conhecimento sobre fatores relacionados a incidéncia de pragas,
doencas e a falta de porta-enxertos adequados para a cultura, pois ao contrario de
outros paises, no Brasil o melhoramento genético de porta-enxertos para frutiferas
de caro¢co tem assumido importdncia apenas ha poucos anos. Esta tese esta
dividida em trés capitulos, sendo que o capitulo 1 teve como objetivo avaliar a
reacdo de cinco porta-enxertos de pessegueiro a Meloidogyne incognita, em
condicbes de casa-de-vegetacdo. Pode-se concluir que ‘Selegdao UFPel-0402’,
‘Okinawa’, ‘Flordaguard’, ‘Nagano Wild’ e ‘Selecdo NR-0080407’ s&o imunes a
Meloidogyne incognita, podendo ser utilizados em programas de melhoramento
genético de porta-enxertos de pessegueiro e também como alternativa de uso para
implantacdo de pomares em areas com ocorréncia da praga. A resisténcia do
‘Nagano Wild’ necessita de estudos complementares para identificar, de forma mais
clara, a amplitude dessa caracteristica. No capitulo 2 objetivou-se avaliar a
variabilidade genética e diferenciar 14 porta-enxertos de pessegueiro,
estabelecendo-se um padrdo molecular de caracterizagcdo para cada genotipo,
baseado em locos de SSR, SCAR e STS, para futuros trabalhos de melhoramento
genético. Neste estudo concluindo-se que marcadores de microssatélites permitem
estabelecer com relativa facilidade um padrdo molecular de gendtipos de porta-
enxertos de pessegueiro e resolver problema de homonimia, a exemplo dos
gendtipos de Okinawa avaliados, bem como seu uso permite verificar quais
gendtipos sdo mais contrastantes para uso em melhoramento genético. O capitulo 3
teve como objetivo estimar frequéncias de recombinacdo, entre marcadores
moleculares e o caractere cor de folha, a partir da analise de uma populacéo F;
segregante (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’), e também verificar se a ligagdo ocorre
de forma similar ao obtido em outras populacdes de mapeamento. Foram avaliados
nove locos de microssatélites, sendo possivel verificar, com base nos dados do
presente trabalho e em mapas moleculares para Prunus spp. disponiveis na
literatura, que os marcadores UDP96-013 e BPPCT-034 estao ligados em diferentes
populacdes de mapeamento, sendo potenciais candidatos para uso na selecao de
Nnovos genotipos resistentes a M. incognita.

Palavras-chave: Prunus persica, porta-enxertos, melhoramento genético,

caracterizagcdo molecular, Meloidogyne incognita.



Abstract

Paula, Luciane Arantes. Phenotyping of rootstock of peach for reaction to
Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood (1949) and study of the
genetic variability of with microsatellites marker, 2009. 73f. Tese (Doutorado) —
Programa de POs-Graduagcdo em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The Rio Grande do Sul state (RS) represents great importance in the stone fruit, with
approximately 65% of the area cultivated with peach country. This should highlight
the contribution of the breeding of new cultivars crown, which extend the period
allowed for collection and quality of fruit. Still, the average productivity in the RS is
still considered low, mainly due to lack of knowledge about factors related to
incidence of pests, diseases and lack of root stock suitable for cultivation, because
unlike other countries, the improvement in Brazil genetic of the rootstocks for stone
fruit of importance has taken only a few years ago. This thesis is divided into three
chapters, with chapter 1 was to evaluate the reaction of five peach rootstocks, from
front to inoculation with Meloidogyne incognita, in a home-de-vegetation. And we can
conclude that 'Selection UFPel-0402', 'Okinawa’, 'Flordaguard’, ‘Nagano Wild’ and
'Select NR-0080407' are immune to Meloidogyne incognita, and may be used in
genetic improvement programs for the rootstocks of peach and as alternative use for
the deployment of orchards in areas with occurrence of the pest, and the strength of
the 'Nagano Wild' needs further studies to identify more clearly this characteristic.
Chapter 2 objective evaluated the genetic variability and differentiation of 14
rootstocks, peach, setting a standard for molecular characterization of each
genotype, based on loci of SSR, SCAR and STS, for future work on genetic
improvement and it is concluded that markers of microsatellites can be relatively
easily a pattern of molecular genotypes of the rootstocks of peach and solve problem
of homonymy, the example of the evaluated genotypes of Okinawa, and shows which
are more contrasting genotypes for use in breeding. Chapter 3 objective to estimate
frequencies of recombination among molecular markers, and the color of leaf, from
the analysis of a F, segregating population ('Capdeboscq' x 'Flordaguard’), and check
if the connection is similar to that obtained in other mapping populations. It can be
concluded that based on molecular maps for Prunus spp. available in the literature
and from results obtained in this work, it was concluded that the markers UDP96-013
and BPPCT-034 are linked in different mapping populations, and potential candidates
for use in the selection of new resistant genotypes to Meloidogyne spp.

Keywords: Prunus persica Batsch., rootstocks, plant breeding, molecular
characterization, Meloidogyne incognita.
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INTRODUCAO GERAL

O pessegueiro € uma frutifera nativa da China, pertencente a familia
Rosaceae, cujas cultivares comerciais sdo da espécie Prunus persica (L.) Batsch
(SIMAO, 1998). No Brasil seu cultivo ocorre nos estados Santa Catarina, Parana,
Séo Paulo, Minas Gerais e, principalmente, no Rio Grande do Sul, onde a cultura
tem grande importancia. A regido Sul do pais teve uma producdo de 219.045,84
toneladas no ano de 2006, sendo 160.826,92 toneladas produzidas no Rio Grande
do Sul, em 18.742 hectares de &rea colhida (AGRIANUAL, 2008). E possivel
encontrar pomares de pessegueiro em todas as regides do Rio Grande do Sul, mas
a producdo comercial esta concentrada em trés polos, entre eles o da Metade Sul
(Pelotas e regido), Grande Porto Alegre e Serra Gaucha (SIDRA, 2008).

Embora a cultura apresente grande importancia para o estado do Rio Grande
do Sul, a produtividade média no estado ainda é considerada baixa devido a falta de
conhecimento sobre alguns fatores, tais como: praticas de manejo, incidéncia de
pragas e doencas e a falta de porta-enxertos adaptados as diversas condi¢bes
edafocliméticas das diferentes regides de producdo (CAMPOS, 2005).

Dentro desse contexto, a qualidade da muda é, sem duvida, um dos principais
fatores a ser observado na implantagdo de um pomar. Para Mayer et al. (2005a), na
avaliacdo da qualidade das mudas de pessegueiro alguns aspectos como a
identificacdo do porta-enxerto e da cultivar-copa, compatibilidade de enxertia
comprovada, resisténcia ou tolerdncia do porta-enxerto as principais espécies de
fitonematodides, quantidade e distribuicdo adequadas de raizes.

No Sul do Brasil, os porta-enxertos para pessegueiro sao produzidos a partir
de carogos de diversas cultivares-copa de maturacdo tardia obtidas nas industrias
conserveiras, sendo material sensivel a fitonematoides. Os porta-enxertos assim

obtidos apresentam grande variabilidade genética e sua identidade € desconhecida.
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As consequéncias desta préatica sdo notaveis nos pomares, como a desuniformidade
das plantas, diferencas na reacdo aos fitonematoides e outras doencas e pragas de
solo, aléem da relacdo com a doenca conhecida por "morte precoce dos
pessegueiros” (FACHINELLO et al., 2005).

O uso de porta-enxertos suscetiveis a nematoides, em areas com a presenca
dessa praga, tem se constituido num problema importante a ser solucionado em
virtude de sérios prejuizos causados as plantas e, indiretamente, ao produtor, pela
reducdo dos lucros. Gomes e Campos (2003) relataram a presenca de mais de 30
espécies de nematoides fitoparasitas em plantas de pessegueiro, destacando como
mais importantes o Meloidogyne spp. (nematdide das galhas) e o Mesocriconema
spp. (nematdide anelado), constituindo um sério problema em muitas areas aptas
para instalacdo de pomares de Prunus spp., sendo também um fator limitante para a
utilizacdo de &reas destinadas a producdo de mudas. No caso de nematodides do
género Meloidogyne. Carneiro et al. (1993) citam que em levantamentos realizados
em pomares de pessegueiro no Rio Grande do Sul, as espécies detectadas com
maior frequéncia foram M. javanica e M. incognita.

Para a cultura do pessegueiro o uso de porta-enxertos € de grande
importancia no manejo das plantas, pois permite melhor adaptacédo das mesmas ao
ambiente (clima e solo) e a superacao de varios problemas fitossanitarios, como por
exemplo, a resisténcia a pragas de solo.

A utilizacdo de porta-enxertos resistentes a nematoides das galhas é a forma
mais efetiva e econdmica para atenuar os danos provocados por estas pragas, na
producdo de frutas de caroco, e pode ser especialmente importante no
estabelecimento inicial e na vida produtiva do pomar, em areas com historico da
presenca de nematoéides (SALESSES et al., 1995), uma vez que o controle quimico
envolve elevados custos e o uso de principios ativos muito toxicos, causando forte
impacto ambiental.

Durante muitos anos, os programas brasileiros de melhoramento genético do
pessegueiro preocuparam-se com as cultivares-copa e deixaram de lado os estudos
com porta-enxertos (RASEIRA; NAKASU, 2002). Segundo Bianchi et al. (2002),
devido a poucas informacfes existente sobre o uso a campo de porta-enxertos
resistentes a nematoides, em 1998, o setor de fruticultura da FAEM — UFPEL iniciou
um trabalho de introdugéo e avaliagdo de porta-enxertos, possuindo atualmente um

banco de germoplama (BAG) com cerca de 40 gendtipos de Prunus spp., muitos
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deles portadores de genes de resisténcia a nematbides das galhas (Nemaguard,
Nemared, Flordaguard, Okinawa, Tsukuba, entre outros), entretanto alguns
apresentam problemas de adaptacdo, como por exemplo, a alta necessidade de frio.
Por esse motivo, existe a necessidade de desenvolver novos genotipos mais
adaptados as condi¢cbes edafoclimaticas do Rio Grande do Sul e portadores de
genes de resisténcia a nematdides das galhas. Para que esses genétipos
introduzidos possam ser recomendados para cultivo ou utilizados no melhoramento
geneético, o primeiro passo € confirmar se os principais atributos agronémicos desses
acessos sdo realmente expressos em diferentes condi¢cdes edafocliméaticas e com
diferentes isolados de nematoéides das galhas.

Outro aspecto importante relacionado aos acessos presentes em bancos de
germoplasmas € o reconhecimento das caracteristicas expressas pelo genétipo
(AFFONSO et al., 2005), bem como a verificagdo a idoneidade genética desses
acessos.

De acordo com Bianchi e Fachinello (2005), até meados da década de 60, as
caracteristicas que diferenciavam variedades e cultivares eram baseadas somente
nas avaliacdes morfofenoldgicas das plantas e descritas de acordo com o tipo de
material a ser avaliado (porta-enxertos clonais ou seedling, cultivar copa para frutos
destinados ao consumo in natura ou industria, entre outras). Para Bianchi et al
(2002) esta metodologia apresenta limitacdes operativas-temporais € um custo
elevado; além de ndo permitir o acesso a todo o genoma, conduz a inevitaveis
davidas de interpretacdo quando os gendtipos em estudo possuem caracteristicas
morfofenotipicas muito similares.

Com o avanco da biotecnologia e o uso de marcadores moleculares, a
possibilidade de desenvolvimento de variedades novas foi ampliada, reduzindo o
tempo requerido para a descoberta e/ou identificacdo de caracteristicas especificas
dentro de progénies de plantas, bem como a possibilidade de distinguir cultivares
geneticamente proximas (MOTA, 2008).

O uso de marcadores de DNA, comparados aos marcadores morfologicos,
oferece informagdes mais estaveis quanto ao carater fenotipico, uma vez que o
fendtipo € a expressédo do genotipo em condicdes ambientais especificas, podendo
mudar com o ambiente, no entanto, o gendtipo ou a constituicdo do DNA de um
individuo se mantém estavel durante o ciclo de vida (VIDOR et al., 2002). Outra

vantagem dos marcadores moleculares é a possibilidade de utilizar amostras de
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células de diferentes tecidos e partes da planta (folhas, embrides, cotilédones, pélen,
etc.), em qualquer estadio de desenvolvimento, ndo interferindo no processo
bioldgico que se deseja estudar (ROBINSON, 1998).

Os marcadores de locos microssatélites (SSR) sdo baseados na amplificacédo
de sequéncias repetidas em tandem (LITT; LUTY, 1989; WEBER; MAY, 1989) e o
seu uso permite a construgdo de bancos de dados, mapeamento genético, podendo
simplificar a identificacdo de casos de sinonimias e homonimias em um amplo
namero de cultivares.

Os locos de microssatélites tém assumido um papel importante em anélises
genéticas e no estudo de um grande numero de espécies de plantas. Esse tipo de
marcador € um dos mais polimorficos e, devido a sua caracteristica de
codominancia, abundancia e distribuicdo uniforme ao longo do genoma, sdo 0s mais
apropriados para estudos genéticos de variabilidade e mapeamento de
caracteristicas de interesse (BOREM; CAIXETA, 2006), possuindo o mais elevado
conteuddo de informacdo de polimorfismo na terminologia de marcadores
moleculares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), constituindo uma ferramenta com
grande aplicabilidade no estudos da genética molecular de Prunus spp.

A tecnologia de marcadores moleculares tornou possivel a constru¢do de
mapas genéticos saturados em Prunus spp. (DIRLEWANGER et al.,, 2004;
YAMAMOTO et al.,, 2001) que tém grande aplicacdo no estudo de locos que
controlam caracteres de importancia agronémica. De acordo com Faleiro et al.
(2003) o desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das aplicacdes
de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na andalise genética das
mais variadas espécies vegetais.

No melhoramento de plantas, os mapas genéticos sdo uma importante
ferramenta para analise completa de genomas, na decomposicao de caracteristicas
genéticas complexas nos seus componentes Mendelianos, na localizagdo das
regibes gendmicas que controlam caracteres de importancia e na quantificacdo do
efeito destas regibes na caracteristica estudada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Ainda de acordo com 0s mesmos autores, a constru¢ao de um mapa genético
estimula a aquisicdo de informacgdes importantes para o melhoramento genético de
uma espécie, principalmente por meio da associacdo de marcadores moleculares

com caracteres qualitativos e quantitativos.
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Considerando-se que existem porta-enxertos de pessegueiro resistentes as
espécies mais freqientes de Meloidogyne spp., que ocorrem associados a cultura
do pessegueiro, a correta identificacdo desses genotipos e o estudo da reacao
destes a diferentes espécies de nematodides das galhas é de fundamental
importancia na selecéo e recomendacéo dos melhores porta-enxertos. Além disso, o
uso de estratégias mais rapidas e precisas de selecdo, como € 0 caso da
identificacdo de marcadores moleculares associados a genes de interesse, podem
possibilitar melhoraria na eficiéncia de selecdo de novos genétipos de Prunus.

Devido a importancia que o pessegueiro representa para o Rio Grande do
Sul, é importante que pesquisas sejam realizadas visando a identificacdo de porta-
enxertos resistentes a nematdéides, além de marcadores moleculares que possam
diferenciar e caracterizar cultivares copa e/ou porta-enxertos utilizados
comercialmente e na construgdo de mapas genéticos, para localizacdo de
caracteres de interesse para uso nos programas de melhoramento genético.

A garantia de idoneidade genética do material vegetal € um atributo qualitativo
de grande importancia em fruticultura. Portanto, a utilizacdo de mudas de alta
qualidade, obtida de material propagativo selecionados para condi¢bes especificas
de cultivo, € determinante para se obter boa produtividade.

Este trabalho de tese estd organizado em trés capitulos, sendo o primeiro
capitulo referente a reacdo de porta-enxertos de pessegueiro a Meloidogyne incognita
(Kofoid e White) Chitwood (1949), o capitulo dois trata do estudo da freqiiéncia alélica
e estimativa da similaridade genética entre porta-enxertos de pessegueiro baseado
em marcadores moleculares codominantes e por fim o capitulo trés refere-se a
construcdo de um mapa genético preliminar de uma populacéo segregante de Prunus

persica (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’).



CAPITULO 1

REACAO DE PORTA-ENXERTOS DE PESSEGUEIRO A Meloidogyne
incognita (Kofoid e White) Chitwood (1949)
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INTRODUCAO

A fruticultura moderna exige tecnologias que permitam a obtencdo de
produgdes elevadas, regulares, com alta qualidade e com menores investimentos
possiveis (FINARDI, 2003). Nesse sentido, estudos com o objetivo de identificar
fontes de resisténcia a pragas e doencas tém se constituido em importantes
contribuicbes, ndo somente para 0 aumento da produtividade e da qualidade final
das frutas, mas também sob o ponto de vista econébmico (MAYER et al., 2005b) e
ecologico da producéo.

Dentre as pragas que causam danos e afetam a produtividade de frutiferas de
clima temperado estdo varias espécies de fitonematoides. A ocorréncia desta praga
em é&reas de cultivo assume grande importancia em virtude dos sérios prejuizos
causados as plantas e, indiretamente, aos produtores, pela reducédo dos lucros. De
acordo com Gomes e Campos (2003), os nematdides fitoparasitas prejudicam as
plantas pela sua acdo nociva sobre o sistema radicular, afetando a absorcdo e a
translocacdo de nutrientes, alterando a fisiologia, podendo também predispor as
plantas a doencas e estresses ambientais ou atuando como transmissores de outros
patdgenos.

Em levantamentos realizados em pomares de pessegueiro no Rio Grande do
Sul, Carneiro et al. (1993) verificaram que as espécies do nematéide das galhas com
maior frequéncia no sistema radicular das plantas foram Meloidogyne javanica
(Treub) Chitwood e Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood. De acordo
com Salesses et al. (1995), a utilizacdo de porta-enxertos resistentes a esses
fitonematodides € a forma mais efetiva e econémica para evitar danos desta praga
em frutiferas de caroco e pode ser especialmente importante no estabelecimento
inicial e na vida produtiva do pomar, em areas com histérico de ocorréncia de

fitonematadides.
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No Rio Grande do Sul, os porta-enxertos para pessegueiro normalmente séo
formados a partir de carocos de diversas cultivares-copa de maturacao tardia,
obtidas nas industrias de conservas. Em levantamento do sistema de producéo de
mudas de pessegueiros realizados em 2000 no RS e SC, detectou-se alta
variabilidade no vigor das plantas na maioria dos viveiros visitados (CENTELLA-
QUEZADA, 2000). Mayer et al. (2005b) relata que a segregacdo genética e
susceptibilidade a fitonematdides decorrentes do uso de carocos de péssego
provenientes da industria, ndo atendendo as exigéncias minimas de qualidade para
um bom porta-enxerto.

Devido a importancia socioecondmica do cultivo de frutiferas de carogo na
regido Sul do Brasil, desde 1998, o setor de fruticultura da FAEM/UFPEL tem
introduzido gendtipos de porta-enxertos de Prunus spp. das mais variadas regifes
do mundo, formando um banco de germoplasma (BAG), para testes desses porta-
enxertos nas condicdes brasileiras e para uso no melhoramento genético (BIANCHI
et al., 2003), sendo muitos dos acessos de porta-enxertos referenciados como
resistentes a Meloidogyne spp. (LU et al.,, 1999; YAMAMOTO; HAYASHI, 2002;
CLAVERIE et al., 2004; DIRLEWANGER et al., 2004). Entretanto, para que esses
gendtipos introduzidos possam ser recomendados para cultivo ou utilizados na
constituicdo de novas cultivares, resistentes a fitonematodides, o primeiro passo €
confirmar se os principais atributos agronémicos desses acessos sdo realmente
expressos em diferentes condicbes edafoclimaticas e com diferentes isolados de
fitonematdides.

Diante desta realidade, pesquisas com 0 objetivo de caracterizar genoétipos
introduzidos de outros paises, bem como de identificar fontes de resisténcia em
materiais de uso local, sdo de grande importancia no Brasil. Para Mayer et al. (2003)
a partir dessa etapa de caracterizagcdo, € possivel propagar as plantas
vegetativamente, fixando a caracteristica desejada e manter a identidade da planta-
matriz. Portanto foi objetivo deste trabalho avaliar a reacdo de cinco porta-enxertos

de pessegueiro a Meloidogyne incognita, em condi¢cdes de casa-de-vegetacao.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas plantas dos porta-enxertos: ‘Selecado UFPel 0402’, ‘Okinawa’,
‘Nagano Wild’, ‘Flordaguard’ e ‘Selecdo NR-0080407’, multiplicadas por meio de
enraizamento de estacas herbaceas.

Em dezembro de 2007 as plantas, com 11 meses de idade, foram
transplantadas para vasos de plastico, com 10 L de capacidade, contendo como
substrato, solo de pomar autoclavado (120 °C por 1:30 hora). Os vasos foram
mantidos em casa-de-vegetacao, do Departamento de Botanica-UFPel, com controle
de temperatura, entre 25-30°C. A irrigacao foi realizada manualmente, conforme
necessidade das plantas, durante todo o periodo de execuc¢do do experimento.

Como indculo do nematdide, foi utilizada uma populacéo pura de M. incognita
(Est. 12) mantida e multiplicada em tomateiro ‘Santa Cruz’, em casa de vegetagao
(CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

Aos 60 dias ap6s o transplante, cada porta-enxerto de pessegueiro foi
inoculado com 10 mL de uma suspensado contendo 10.000 ovos+J2 de M. incognita,
depositando-se o in6culo em cinco orificios de 3 cm de profundidade, ao redor das
plantas. Plantas de tomateiro cv. Santa Cruz foram inoculadas para a comprovacao
da eficiéncia do in6culo, sendo essas consideradas como testemunhas.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com um
tratamento com cinco niveis (‘Okinawa’, ‘Nagano Wild’, ‘Flordaguard’ e ‘Sele¢éo
UFPel-0402’ e ‘Selecdo NR-0080407’) e cinco repeticdes com uma planta cada.

Decorridos seis meses da inoculagcdo, as raizes de cada planta foram
separadas da parte aérea, lavadas cuidadosamente para retirada do solo e
avaliadas quanto ao indice de galhas (IG), segundo metodologia descrita por Taylor
e Sasser (1978), sendo nos tomateiros, essa avaliacdo realizada trés meses apos a

inoculacdo. Logo apos, procedeu-se a extracdo dos ovos do nematodide das raizes
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(HUSSEY; BARKER, 1973) de cada planta, para quantificacdo e determinacédo do
Fator de Reprodugdo (FR) do nematdide nos diferentes porta-enxertos,
considerando FR=populacéo final/populacao inicial (OOSTENBRINK, 1966).

A reacao das plantas foi estimada a partir do fator de reproducédo (FR) de M.
incognita, onde, considerou-se como imune aquelas plantas que apresentaram
FR=0,00; resistentes, FR<1,00; e, suscetiveis, FR>1,00 (OOSTENBRINK, 1966).



22

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, verificou-se que todos
porta-enxertos testados comportaram-se como imunes a M. incognita contrastando
com a testemunha, onde foram detectados indices maximos de galhas nas raizes e
um FR de 56,77 (tab. 1).

Tabela 1. Reacdo de diferentes porta-enxertos de pessegueiro a Meloidogyne
incognita. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Genotipos N° galhas IG** FR* N° de ovos+J2 Reacdao

Tomateiro (test.) 7036 5 56,77 568.000 S
Selecado UFPel 0402 0 0 0 0 I
Okinawa 0 0 0 0 I
Nagano Wild 36 4 0 0 I
Flordaguard 0 0 0 0 I
Selecdo NR0080407 0 0 0 0 I

S=Suscetivel I=imune *Fator de Reproducdo (FR) **indice de galha pela escala de TAYLOR &

SASSER (1978)

De acordo com os dados da tab. 1, tanto a ‘Selecdo UFPel-0402° como
‘Okinawa’ foram imunes a M. incognita, e apresentaram FR= 0,00. Em trabalhos
anteriores realizados por Mayer et al. (2005b) e Rossi et al. (2002), a cultivar
‘Okinawa’ foi considerada resistente a M. incognita. Rossi et al. (2002) relatam que
‘Okinawa’ pode ser uma referéncia de resisténcia, pois quando estes autores
inocularam M. javanica, apesar de encontrarem poucas galhas e auséncia de ovos
nas raizes, verificaram que os juvenis de segundo estadio (J2) penetraram nas
raizes e apresentaram desenvolvimento inicial, porém acabaram morrendo

precocemente devido a algum mecanismo de resisténcia da planta. Essa resisténcia
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também foi observada previamente por Scherb et al. (1994) e Menten et al. (1977)
para M. incognita em ‘Okinawa’.

A ‘Selegao UFPel-0402’ € um gendtipo obtido de uma populagédo de seedlings
derivados por livre polinizagdo da cultivar Okinawa, e, além da resisténcia a M.
incognita verificada neste estudo (tab. 1), € mais precoce em relacdo a época de
floracdo e a maturagao dos frutos em relagao a ‘Okinawa’ (AFFONSO et al., 2005).

Mayer et al. (2005b) estudaram a reacéo de cultivares de pessegueiro a M.
incognita, observando que ‘Okinawa’ apresentou meédia de 0,33 galhas no sistema
radicular, entretanto ndo foram encontrados ovos ou juvenis, resultando um fator de
reproducdo igual a zero, sendo a reagdo classificada como resistente, resultado
semelhante ao encontrado neste trabalho, onde a cultivar foi considerada imune.

A imunidade de ‘Flordaguard’ a M. incognita detectada neste estudo, confirma
a informacdo de Sherman et al. (1991) e Ferguson e Chaparro (2009), onde os
autores descrevem, dentre as caracteristicas desse porta-enxerto, a resisténcia aos
nematéides das galha, porém esse gendtipo € suscetivel a raca 3 de M. incognita.
Considerando-se que ‘Flordaguard’ tem como ancestral a cultivar Okinawa, que é
uma fonte de resisténcia importante a Meloidogyne spp., estes sdo potenciais porta-
enxertos a serem utilizados nos programas de melhoramento genético e uma
alternativa para uso na implantacdo de pomares em areas infestadas pela praga.

A ‘Selegcao NR-0080407’, hibrido F1, resultante do cruzamento entre os porta-
enxertos ‘Capdeboscq’ e ‘Flordaguard’ (Programa de Melhoramento de Porta-
Enxertos da UFPel), foi também considerada imune a M. incognita, nao
apresentando galhas nem massa de ovos nas raizes. Considerando que
‘Capdeboscq’ é susceptivel a Meloidogyne spp. (MAUCH et al., 1991; GOMES;
CAMPOS, 2003), a imunidade da referida selecdo foi herdada do ‘Flordaguard’.
Apesar da suscetibilidade a nematdide das galhas, 'Capdeboscq’ possui uma
caracteristica importante, que é o bom indice de germinacdo de sementes e a
adaptacao a regiao de Pelotas (RS), necessitando de aproximadamente 300h de frio
(FINARDI, 2003) para uma boa floragdo e desenvolvimento da planta, e essa
mesma regido possui uma média em torno de 400 horas de frio (HERTER, 1998),
por isso esse genotipo vem sendo utilizado no programa de melhoramento genético
da UFPel, principalmente com genétipos com elevada exigéncia em frio para
superacdo da dorméncia. Um dos fatos que justifica o uso desta cultivar em

cruzamentos
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com porta-enxertos resistentes a nematoides das galhas, se deve a germinacao das
sementes, pois ‘Okinawa’ necessita da quebra de carocos para se obter bons
indices de geminacao, ja “Capdeboscq’ ndo necessita desta pratica para uma boa
germinacao. Outro fato € a necessidade de manejo diferenciado das plantas de
‘Flordaguard’ para se obter boa producdo de frutos, enquanto que ‘Capdeboscq’
apresenta boa producao de frutos.

Nagano Wild’ foi o unico porta-enxerto onde verificou-se a presenca de galhas
nas raizes (tab. 1; Fig. 1C), sendo atribuido o 1G= 4, conforme a escala de Taylor e
Sasser (1978); entretanto, neste gendtipo ndo se observou multiplicacdo do
nematoide. Nagano Wild’ foi introduzido no Banco de Gemoplasma de Porta-
enxertos de Prunus da UFPel, a partir de plantas obtidas no Uruguai. Apesar de
escassas informacgdes na literatura sobre este porta-enxerto, relatos de produtores e
pesquisadores indicam ser uma cultivar portadora de genes de resisténcia
nematoide das galhas. Entretanto, com base nos resultados obtidos nesse trabalho,
essa resisténcia parece nao ser completa pelo fato de ter sido observado a presenca

de galhas, necessitando de estudos com novos isolados de nematoides.

Figura 1. Raizes dos porta-enxertos de pessegueiro: (A) ‘Selecao UFPel-0402’;
(B) ‘Okinawa’; (C) ‘Nagano Wild’; (D) ‘Flordaguard’; (E) ‘Selegao NR-0080407’ e
(F) do tomateiro cv. Santa Cruz (testemunha). Nas figuras C e F podem ser
observadas a formacgéo de galhas induzidas por Meloidogyne incognita. Pelotas-
RS, 2009.

Na Fig. 1C, pode-se verificar a presenca de galhas nas raizes de ‘Nagano

Wild’. Essa caracteristica est4d associada a dificuldade de translocacdo dos
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nutrientes das raizes para as demais partes da planta, portanto, caracterizando
dano. De acordo com Gomes e Campos (2003), pessegueiros infestadas pelo
nematdide das galhas, apresentam enfraquecimento, baixa producao,
desfolhamento precoce e declinio prematuro, podendo ocorrer ocasionalmente, a
morte da planta, sendo os sintomas potencializados sob condi¢des de seca.

Apesar do indice de galhas 4, verificado nas raizes de ‘Nagano Wild’ (Fig.
1C), este material foi considerado imune a M. incognita tomando-se por base a
avaliacdo da resisténcia pelo FR do nematéide. Para Rossi et al. (2002),
Meloidogyne spp. € de extrema importancia na cultura do pessegueiro, portanto
avaliar a reacdo de resisténcia somente pelo indice de galhas ndo é suficiente para
caracterizar um genotipo de fruteira resistente a Meloidogyne spp., sendo
necessario, também, avaliar a reproducdo do nematoide na planta. Entretanto, de
acordo com observacdes de Gomes, C. B. (informacdo verbal)!, no Rio Grande do
Sul, é bastante comum a ocorréncia de pessegueiros com sistema radicular
severamente atacado por Meloidogyne spp. € com numero reduzido de ovos, o que
sugere a inclusdo de avaliacdo de danos como parametro auxiliar no estudo da
resisténcia desta cultura, muito embora a reacdo de resisténcia seja considerada
pela reproducdo do nematdide.

De acordo com observacoes de Ledbetter (2009), a resisténcia aos
fitonematdides em Prunus, para ambos 0s géneros e espécies, é especifico. Essa
diferenga com relacdo a resisténcia a diferentes espécies de Meloidogyne spp foi
verificada por Esmenjaud et al. (1997), Fernandez et al. (1994) e Rossi et al. (2002).
Assim, porta-enxertos devem ser testados, com cada espécie de nematoéide, raca,
ou populacdo para a determinacdo de resisténcia ou suscetibilidade. Diante do
exposto, além da avaliacdo destes porta-enxertos a M. incognita, mais espécies do
nematéide das galhas devem ser avaliadas para complementar os resultados
obtidos nesse trabalho, afim de se estabelecer um perfil completo para a resisténcia
e/ou susceptibilidade, sendo estas informac¢bes importantes para auxiliar na
definicAo dos melhores genoétipos para uso no melhoramento genético ou para uso

comercial dos porta-enxertos.

! Informag&o fornecida pelo Dr. César Bauer Gomes, pesquisador da EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas/RS,
2009.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

- A Selegao ‘UFPel-0402’, ‘Okinawa’, ‘Flordaguard’, ‘Selecao NR-0080407" e
‘Nagano Wild’ sdo imunes a M. incognita, podendo ser utilizados em programas de
melhoramento genético de porta-enxertos para pessegueiro.

- Os gendtipos e cultivares avaliados sdo uma alternativa de porta-enxertos para a
implantacdo de pomares de pessegueiros e ameixeiras em areas onde esta praga
ocorre.

- A resisténcia a nematodides das galhas presente em ‘Nagano Wild’ necessita de
estudos complementares para identificar de forma mais clara a amplitude dessa

resisténcia.



CAPITULO 2

FREQUENCIA ALELICA E ESTIMATIVA DA SIMILARIDADE GENETICA
ENTRE PORTA-ENXERTOS DE PESSEGUEIRO BASEADO EM MARCADORES
MOLECULARES CODOMINANTES
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INTRODUCAO

Prunus persica (L.) Batsch é uma espécie dipléide nativa da China, com
2n=16 e n=8 cromossomos, predominantemente autbgama, com menos de 5% de
fecundacao cruzada (SCORZA et al. 1985). Dentro do género Prunus € aquela que
possui menor variabilidade genética e mais baixo polimorfismo das caracteristicas
morfofenolégicas (VINATZER et al.,, 1999), de maneira que muitas vezes a
identificacdo de cultivares, baseada somente no fendtipo, deixa muitas duvidas
guanto a verdadeira identidade dos genotipos (PANCALDI et al., 1998).

A certificacdo genética de porta-enxertos de pessegueiro, por meio da
descricdo molecular e/ou das caracteristicas morfofenolégicas permite reconhecer,
com seguranca, o material vegetal em todas as etapas de producdo. Para Faleiro et
al. (2005) a caracterizacdo molecular € complementar aos estudos de caracterizacéo
morfologica e agronémica, fornecendo informacdes mais precisas a respeito da base
genética de gendtipos para uso em programas de melhoramento genético,
permitindo elaborar um tipo de impressado digital molecular da planta ou
fingerprinting varietal.

Os marcadores de locos microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats)
tém sido amplamente indicados para estudos de variabilidade genética, calculos de
frequéncia alélica, analise de segregacdo, mapeamento genético, identificacdo de
genodtipos e em estudos de genética de populacdes, pois sdo de natureza
codominante e muito polimérficos (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998). Por outro
lado, marcadores moleculares do tipo dominante, a exemplo de RAPD (Random
Amplified Polymorfic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism), podem
ser convertidos em novos tipos de marcadores denominados SCAR (Sequence

Characterized Amplified Regions) e STS (Sequence Tagged Sites) respectivamente,
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0S quais podem apresentar comportamento codominante, gerando um maior
conteudo de informacao alélica, comparado aos dominantes.

O conhecimento da variabilidade genética dos individuos de uma espécie é
importante para trabalhos de conservacdo e programas de melhoramento, pois
permite expressar o potencial de uma populacéo, para a sele¢cdo (RAMALHO et al.,
1996).

Para os melhoristas, interessa a identificacdo e obtencdo de grande
variabilidade genética nas plantas para a imposicdo de processos seletivos que
efetivamente resulte em ganhos genéticos significativos (BERNARDO, 2002). De
acordo com Cruz (2005) suas técnicas de selecdo devem ser direcionadas para o
desenvolvimento de materiais genéticos superiores.

Estudos de similaridade genética e de frequéncia alélica sdo de grande
importéancia, pois possibilitam inferir com que freqiéncia um alelo aparece em uma
determinada populacdo e permitem distinguir genétipos, podendo simplificar a
identificacdo de casos de sinonimias e homonimias em um amplo ndmero de
cultivares, facilitando a selecdo dos individuos que poderdo ser utilizados para
compor um banco de germoplasma ou serem utilizados em melhoramento genético.

Em 2003, na Universidade Federal de Pelotas (UFPel), iniciou-se um trabalho
de melhoramento de porta-enxertos para pessegueiro. Entretanto, na andlise
molecular de porta-enxertos de pessegueiro do Banco de Germoplasma da UFPel,
Bianchi et al. (2005b) comprovaram problemas de identificacédo inter e intravarietal.
Dentre 12 acessos do porta-enxerto Okinawa, um grupo de seis plantas
apresentaram padrdo molecular idéntico, sendo considerados clones, enquanto
outro grupo de seis plantas apresentaram variabilidade, concluindo se tratar de
seedlings. Esses resultados reforcam a necessidade da comprovagdo da origem
genética do material presente em bancos de germoplasma.

Para o uso de genodtipos em programas de melhoramento ou na
disponibilizacdo de novos porta-enxertos de pessegueiro para Vviveiristas e
fruticultores, a qualidade genética do material vegetal é de fundamental importancia.

O presente trabalho objetivou diferenciar e agrupar 14 porta-enxertos de
pessegueiro, estabelecendo um padrdo molecular de caracterizacdo para cada
gendtipo, baseado em marcadores codominantes, para futuros trabalhos de

melhoramento genético.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisados 14 porta-enxertos de pessegueiro do Banco de
Germoplasma de Porta-enxertos de Pessegueiro (tab. 1), localizado no Centro
Agropecuario da Palma, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Capao do
Ledo-RS, Brasil. As analises moleculares foram realizadas no periodo de marcgo de
2007 a janeiro de 2009.

Tabela 1. Porta-enxertos de Prunus spp. presentes no banco de germoplasma
da Universidade Federal de Pelotas, analisados com marcadores de
microssatélites. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Porta-enxertos Espécie Origem

Nemaguard * P. persica x P. davidiana Estados Unidos

Nemared * P. persica x P. davidiana Estados Unidos

Flordaguard * P. persica x P. davidiana Estados Unidos

Okinawa * Prunus persica Estados Unidos
Selecdo UFPel-0402 Prunus persica Brasil
Tsukuba * Prunus persica Japéao
Kutoh * Prunus persica Japéao
Ohatsumomo * Prunus persica Japao
Nagano Wild * Prunus persica Japao
Capdeboscq Prunus persica Brasil
Aldrighi Prunus persica Brasil
Rubira * Prunus persica Franca
Montclar * Prunus persica Franca
Selecdo UFPel 0390402 Prunus persica Brasil

* Fonte: SHERMAN et al. (1991); LORETI (2005)
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O DNA foi extraido a partir de amostras contendo 50 mg de folhas frescas
completamente expandidas usando-se o método descrito por Doyle; Doyle (1991).
As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, coletadas para tubos de dois
mL juntamente com 900 pL do tampéao de extracdo (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris pH 8,0, 0,5% Mercaptoetanol, 1% PVP); seguida de incubagao
em banho-maria por 60 min a 65°C. Depois, quando a temperatura ambiente, foi
adicionado 900 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) agitando-se por 5 minutos
e centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm. Apds, 700 uL de sobrenadante foi
coletado para novo tubo com igual volume de etanol absoluto, mantendo a amostra
a -20°C por duas horas, para precipitacdo do DNA. Em seguida as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm, sendo eliminado o sobrenadante. Cada
precipitado de DNA foi lavado com 300 uL de etanol 70%. Para a suspenséo final foi
utilizado tamp&o TE (10 mM Tris-HCIl, 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse (10
pg/mL). O DNA foi quantificado em gel de agarose 0,8%, usando como padréo o
DNA de Fago Lambda digerido com Hind IIl, posteriormente uma solucdo de
trabalho foi diluida para a concentracéo de 10 ng pL™.

Para as reacbes de PCR (Polymerase Chain Reaction), foram utilizados
primers para locos microssatélites ou sequiéncias simples repetidas (SSR) da série
UDP, da série BPPCT e também primers para locos STS (OPA P4) e SCAR (SCAL
19) (tab. 2).

Nas reacdes de PCR foram utilizados 25 ng de DNA de cada amostra; 2,5 ul
de 10x PCR buffer; 1,7 mM de MgCl,; 0,5 uM de cada primer; 0,2 uM de dNTP;
0,75U de Tag DNA polimerase (kit Invitrogen) e agua Milli-Q para um volume final de
25 pl. Os primers utilizados na reacdo de PCR estéo listados na Tabela 3, com suas
respectivas temperaturas de anelamento (T°A).

As amplificagdes foram realizadas em aparelho termociclador, da marca BIO-
RAD modelo ICYCLER, programado da seguinte forma: 2 ciclos de 94°C por 2 min,
55°C por 1 min, 72°C por 50s, 39 ciclos de 94°C por 50s, 52-60°C por 45s,

72°C por 45s, 1 ciclo de 72°C por 15 min.
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos (Primers) e respectivas temperaturas de

anelamento (T°A) de primers para locos de Microssatélites, STS e Scar.
FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.
Primers Seqiiéncia (5’- 3’) T°A Referéncia
UDP 96001 F: AGTTTGATTTTCTGATGCATCC 58°C Cipriani et al. (1999)
R: TGCCATAAGGACCGGTATGT
UDP 96003 F: TTGCTCAAAAGTGTCGTTGC 58°C Cipriani et al. (1999)
R: ACACGTAGTGCAACACTGGC
UDP 96008 F: TTGTACACACCCTCAGCCTG 58°C Cipriani et al. (1999)
R: TGCTGAGGTTCAGGTGAGTG
UDP 96013 F: ATTCTTCACTACACGTGCACG 60°C Cipriani et al. (1999)
R: CCCCAGACATACTGTGGCTT
UDP 96019 F: TTGGTCATGAGCTAAGAAAACA 60°C Cipriani et al. (1999)
R: TAGTGGCACAGAGCAACACC
UDP 98407 F: AGCGGCAGGCTAAATATCAA 58°C Cipriani et al. (1999)
R: AATCGCCGATCAAAGCAAC
UDP 98409 F: GCTGATGGGTTTTATGGTTTTC 60°C Cipriani et al. (1999)
R: CGGACTCTTATCCTCTATCAACA
UDP 98412 F: AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC 60°C Cipriani et al. (1999)
R: GCTGAAGACGACGATGATGA
UDP 98414 F: AAAAGGCACGACGTTGAAGA 58°C Cipriani et al. (1999)
R: TTCAGATTGGGAATTTGAAG
BPPCT 001 F: AATTCCCAAAGGATGTGTATGAG 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: CAGGTGAATGAGCCAAAGC
BPPCT 002 F: TCGACAGCTTGATCTTGACC 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: CAATGCCTACGGAGATAAAAGAC
BPPCT 016 F: GATTGAGAGATTGGGCTGC 57°C Dirlewanger et al. (2002)
R: GAGGATTCTCATGATTTGTGC
BPPCT 023 F: TGCAGCTCATTACCTTTTGC 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: AGATGTGCTCGTAGTTCGGAC
BPPCT 026  F: ATACCTTTGCCACTTGCG 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: TGAGTTGGAAGAAAACGTAACA
BPPCT 034 F: CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: CAATGGAGAATGGGGTGC
BPPCT 041 F: CAATAAGGCATTTGGAGGC 57°C  Dirlewanger et al. (2002)
R: CAGCCGAACCAAGGAGAC
SCAR-SCAL 19 F: TCTGCCAGTGAAATATAAT 52°C Lecouls et al. (1999)
R: CATTGGAGAAGATTGGCCC
STS-OPA P4  F: TTAAGACACCCAAACGATTTCA 57°C Yamamoto e Hayashi
R: TGGGCATTTTGAGGTATCTG

(2002)
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Aos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 10 pL de solucéo
desnaturante (98% formamida, 10 mmol.L* EDTA, 0,05% azul de bromofenol e
0,05% xyleno cyanol), seguido de tratamento térmico a 95°C por 5 minutos. Uma
aliquota de 4,5 uL de cada amostra amplificada foi aplicada ao gel de poliacrilamida
6%, em tampao TBE 1X a 65 volts, por trés horas. Para a visualizagcdo das bandas
utilizou-se nitrato de prata, segundo o método descrito por Bassam et al. (1991).

O perfil eletroforético dos gendtipos sob analise foram registrados quanto a
presenca (1) e auséncia (0) de bandas, em cada loco, e utilizados para o calculo da
frequéncia alélica e da similaridade genética, esta calculada por meio do Coeficiente
Simple Matching e o agrupamento das cultivares pelo método UPGMA (Unweighted
pair group mean average), utilizando o software NTSYS. pc versdo 2.1 (ROHLF,
2000). As frequéncias alélicas, heterozigosidade (H), conteddo de informacéo
polimorfica (PIC), numero de alelos e freqiéncia maxima do alelo (Fmax), bem como
calculo das distancias genéticas entre porta-enxertos foi calculada pelo software
Genes (CRUZ, 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de alelos amplificados em cada loco variou de dois com Scal 19 até
sete com UDP-96008, enquanto o numero de alelos amplificados variou de um a
dois por genotipo (Fig. 1A e 1B). Os 18 locos avaliados produziram um total de 82
polimorfismos. Nao se obteve produtos amplificados no gendtipo ‘Nemaguard’ com
os primers BPPCT 002 e Scal 19, nem em ‘Flordaguard’ com os primers BPPCT 023
e BPPCT 034 e em ‘Nemared’ com UDP96-013 e UDP96-019.

Para McCouch et al. (2001) muitos estudos mostram diversidade alélica
significativamente maior de marcadores de microssatélites comparado a outros
marcadores moleculares, o que justifica seu uso na diferenciacdo das cultivares que
tem na sua constituicdo genética ancestrais em comum, consequentemente,
genadtipos muito semelhantes. De acordo com Borém e Caixeta (2006) variacdes nas
regides dos microssatélites resultam em grande numero de alelos detectados por
loco genético, apresentando um elevado poder descriminatério, por isso,
normalmente poucos locos garantem a diferenciacdo de gendtipos, tornando-se
importante devido a necessidade de distingdo entre gendtipos geneticamente muito

préoximos.
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Figura 1. Produtos da amplificacdo gerados pelos marcadores SSR UDP-98407 (A)
e BPPCT 041 (B) nas cultivares: 1-Nemaguard, 2-Nemared, 3-Flordaguard, 4-
Okinawa, 5-UFPel-0402, 6-Tsukuba, 7-Kutoh, 8-Ohatsumomo, 9-Nagano Wild, 10-
Capdeboscq, 11-Aldrighi, 12-Rubira, 13-Montclar e 14-Selecdo 0390302.
FAEM/UFPel. Pelotas, RS, 2009.

A confiabilidade da técnica de SSR foi verificada por varios autores na analise
de diversidade genética de diferentes espécies do género Prunus (BOUHADIDA et
al., 2009; ARANZANA et al., 2002; TESTOLIN et al., 2000). O poder discriminatério
da técnica SSR foi demonstrada por Sosinski et al. (2000), na identificacdo de
diferencas em pessegueiros da cultivar Springcrest, onde SSR revelou polimorfismo
suficiente para detectar a variabilidade genética entre plantas da mesma cultivar,
porém originadas de trés fontes diferentes.

No presente trabalho, os 82 polimorfismos obtidos pela anélise de 18 locos
foram utilizados para elaborar um dendograma que permite visualizar trés grupos
principais de cultivares, onde a similaridade genética média (SMG) entre os 14

porta-enxertos foi de 67% (Fig. 2).
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Figura 2. Dendograma de similaridade baseado em locos de microssatélites de porta-enxertos de
pessegueiro. Método de agrupamento UPGMA. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.
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‘Kutoh’ e ‘Nagano Wild’ formaram um grupo (Fig. 2) com similaridade
genética de 93% (tab. 4A) e de 67% em relacdo a ‘Ohatsumomo’ que ficou no
mesmo grupo, possivelmente pelo fato de terem a mesma origem genética.
Esperava-se a formacdo de um unico grupo juntamente com ‘Okinawa’,
‘Tsukuba’ e ‘UFPel-0402° por serem todos de origem japonesa, mas
possivelmente 0 ndimero de polimorfismos gerados ndo foi suficiente para
agrupar os genotipos desta mesma origem, necessitando que mais locos sejam
avaliados afim de confirmar essa hipotese de agrupamento de genatipos.

‘Okinawa’ e ‘Selecdo UFPel-0402’ ficaram agrupados separados dos
demais porta-enxertos, com 70% de similaridade genética (tab. 4A). Este
agrupamento (Fig. 2) se explica pelo fato de que ‘Selecdo UFPel-0402’ € um
gendtipo obtido de uma populacdo de seedlings derivados por livre polinizagédo
da cultivar ‘Okinawa’. Sendo assim, esperava-se obter um indice de
similaridade superior, porém com base nos dados registrados para estes dois
gendtipos é possivel inferir que seedlings de ‘Okinawa’ possuem nivel
significativo de variabilidade genética.

Outro agrupamento similar foi verificado entre ‘Capdeboscq’ e ‘Selecéo
0390302’ (Fig. 2) com similaridade genética de 82% (tab. 4A). Essa
proximidade é explicada pelo fato que este ultimo gendtipo ser obtido de uma
populacao de seedlings derivados de livre polinizagdo da cultivar ‘Capdeboscq’.
Sendo assim verifica-se que existe consisténcia dos dados gerados, assim
como verificado para ‘Selecdo UFPel 0402’

Os porta-enxertos ‘Nemared’, ‘Tsukuba’, ‘Rubira’, ‘Flordaguard’ e
‘Montclar’ apresentaram similaridade genética variando de 79% a 82% (tab.
4A), ficando agrupados proximos (Fig. 2). Esses genétipos possuem uma
caracteristica em comum que é a coloracdo avermelhada das folhas. No
presente trabalho, os locos UDP-98409, 96019 e 96001 foram avaliados e
segundo dados de Yamamoto et al. (2001) esses marcadores SSR ficaram
posicionados no mesmo grupo de ligagdo do caractere coloracéo das folhas,
confirmando assim a possivel ligacdo desses marcadores com o referido
caractere e a forma de agrupamento.

No referido grupo, ‘Rubira’ e ‘Montclar, ‘Capdeboscq” e ‘Selegao
0390302’ tem como caracteristica contrastante, com ‘Tsukuba’, ‘Nemared’ e

‘Flordaguard’, a susceptibilidade ao nematdide das galhas. No caso de
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‘Montclar’ é possivel se tratar de um gendétipo recombinante para cor da folha
em relacdo aos demais presentes no mesmo subgrupo.

Na analise da projecao das distancias genéticas entre os genotipos (Fig.
3), obteve-se um agrupamento similar ao verificado pelo método UPGMA (Fig.
2), confirmando a relacdo genética dos gendtipos e dos grupos formados. Essa
mesma confirmacgdo, entre as duas técnicas de agrupamento, também foi
observada por Silva et al. (2007) e por Bertan et al. (2006) em genotipos de
trigo. Essa forma de agrupamento tem como critério minimizar as diferencas
entre as distancias originais e as distancias no espaco bidimensional que, de
acordo com Cruz e Viana (1994), é adequada para estudos de similaridade
entre genotipos, possuindo como vantagem a simplicidade na interpretacdo dos

resultados.
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Figura 3. Projecdo de distancias entre os porta-enxertos: 1-Nemaguard, 2-
Nemared, 3-Flordaguard, 4-Okinawa, 5-UFPel-0402, 6-Tsukuba, 7-Kutoh, 8-
Ohatsumomo, 9-Nagano Wild, 10-Capdeboscq, 11-Aldrighi, 12-Rubira, 13-
Montclar, 14-Sele¢do 0390302. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Os dados de frequéncia alélica foram calculados para cada loco e os

alelos receberam denominag¢des simbdlicas, (tab. 3). As maiores frequéncias
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alélicas foram de 0,69 para o alelo A2 no loco UDP96-013 e de 0,67 para o
alelo A4 no loco UDP98-409. A menor frequéncia foi de 0,0357 para o alelo A2
no loco UDP96-001, para o alelo A2, A3 e A4 no loco UDP96-008, para o alelo
A6 no loco UDP98-409.

A frequiéncia com que um alelo aparece em uma determinada populacéo
mostra 0 quanto é importante para diferenciar genétipos, pois quando um alelo
€ muito frequente, ndo € um bom parametro diferenciador de cultivares. Por
sua vez, a heterozigosidade € considerada uma medida de variabilidade
genética, e dentre os porta-enxertos avaliados variou de 0,4941 no loco
UDP96-013 a 0,8163 no loco UDP96-003, com uma média de 0,6634.

Em trabalhos realizados por Cipriani et al. (1999) e Testolin et al. (2000),
avaliando uma populacdo de pessegueiro através de marcadores de
microssatélites, obtiveram maior heterozigosidade (0,68) no loco UDP96-003,
resultado similar ao encontrado no presente trabalho, para 0 mesmo loco. Para
microssatélites da série BPPCT, Dirlewanger et al. (2002) encontraram o maior
valor de heterozigosidade (0,42) para o loco BPPCT 001. No presente trabalho,
dentre os marcadores da mesma série, 0 maior valor também foi encontrado
para 0 mesmo loco da série (0,7857), indicando que estes locos marcadores
apresentam alta informatividade em estudos de variabilidade genética.

O PIC (conteudo de informacao polimorfica), de acordo com Botstein et
al. (1980), é um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos
(segregacao, identificacdo de populacbes e controle de paternidade) e,
segundo a classificacdo dos mesmos autores, locos marcadores com PIC
superiores a 0,50 séo considerados muito informativos, com valores entre 0,25-
0,50 mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 pouco informativos.
No presente trabalho os maiores valores encontrados foram de 0,8094 para
Scal 19 e 0,7898 para UDP96-003, e os menores valores foram de 0,4650 para
UDP98-407 e 0,4652 para BPPCT 034, com média, entre todos marcadores,
de 0,6174, portanto, os marcadores utilizados nesse trabalho sao considerados
muito e mediamente informativos.

Com relacao a utilizacdo dos dados moleculares para a diferenciacéo de
genotipos, ficou comprovada a diferenca genética entre ‘Selegédo UFPel-0402’ e
‘Okinawa’, que apresentaram alelos de 180 pb e 125 pb, respectivamente, no

loco UDP96-008, sendo este ultimo alelo também registrado por Bianchi et al.
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(2004a). ‘Selecao UFPel-0402’ é um gendtipo obtido de uma populagéo de
seedlings derivados por livre polinizagao da cultivar ‘Okinawa’, apresentando
como caracteristica fenotipica diferencial a época de floracdo e de maturacao
dos frutos, que é aproximadamente 30 dias mais precoce em relacdo a
‘Okinawa’ (AFFONSO et al., 2005).



Tabela 3. Frequéncias alélicas, heterozigosidade (H), conteudo de informacéao polimorfica (PIC), numero de alelos e frequéncia
méaxima do alelo (Fmax) de 18 locos avaliados em 14 porta-enxertos de pessegueiro. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Frequéncia Alélica

Loco Al A2 A3 A4 A5 Ab A7 H PIC N°alelos  Fmax
UDP-98407 0,5000 0,0714 0,4286 0,5612  0,4650 3 0,5000
UDP-96008 0,2143 0,0357 0,0357 0,0357 0,0714 0,1071 0,5000 0,6837 0,6484 7 0,5000
UDP-98409 0,0714 0,0714 0,0714 0,6786 0,0714 0,0357 0,5179  0,4975 6 0,6786
UDP-96001 0,1071 0,0357 0,1429 0,3571 0,3571 0,7117  0,6617 5 0,3571
UDP-96013 0,0385 0,6923 0,0769 0,1154 0,0769 0,4941  0,4681 5 0,6923
UDP-96019 0,2692 0,1538 0,0385 0,0385 0,5000 0,6509 0,5973 5 0,5000
UDP-98414 0,1154 0,0769 0,0769 0,3462 0,3846 0,7071  0,6578 5 0,3846
UDP-96003 0,1429 0,0714 0,2143 0,2143 0,1429 0,2143 0,8163  0,7898 6 0,2143
UDP-98412 0,2143 0,5714 0,0714 0,1429 0,6020 0,5528 4 0,5714
BPPCT 002 0,1154 0,1538 0,4231 0,2308 0,0769 0,7249  0,6848 5 0,4231
BPPCT 041 0,1429 0,6071 0,0714 0,1786 0,5740  0,5298 4 0,6071
BPPCT 023 0,0769 0,2308 0,1538 0,5385 0,6272  0,5758 4 0,5358
BPPCT 026 0,0714 0,4286 0,2500 0,2500 0,6872  0,6293 4 0,4286
BPPCT 034 0,0769 0,3846 0,5385 0,5562  0,4652 3 0,5385
BPPCT 001 0,1429 0,1429 0,1429 0,1429 0,3571 0,0714 0,7857  0,7578 6 0,3571
BPPCT 016 0,0714 0,2857 0,2857 0,3571 0,7014  0,6461 4 0,3571
SCAR-Scal 19 0,4286 0,0714 0,8112 0,8094 2 0,4286
STS-OPA P4 0,1429 0,2500 0,3571 0,2500 0,7270  0,6770 4 0,3571

Média 0,6634 0,6174
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Com relacdo a variabilidade genética, a identificagdo de gendétipos
contrastantes é importante ferramenta para programas de melhoramento, e no
presente trabalho, de acordo com o dendograma gerado (Fig. 2) e com o0s
valores de similaridade (tab. 4A), é possivel identificar os porta-enxertos mais
contrastantes, portanto Uteis para o melhoramento, a exemplo de ‘Nagano Wild’
que apesar de ter apresentado galhas, foi considerado imune a Meloidogyne
incognita (capitulo 1) baseado no fator de reproducéo (FR) igual a zero. Em
contraste a esse gendtipo, com similaridade de 55%, tem-se a cultivar Aldrighi
que apresenta boa adaptacdo as condi¢des climéticas da regido de Pelotas-
RS. Outro contraste observado, com similaridade de 55%, foi entre “Okinawa’,
que possui como caracteristica a resisténcia a Meloidogyne spp., com ‘Selegao
0390302’, que por ser descendente de ‘Capdeboscq’ apresenta boa adaptacao
as condicdes climaticas da regido, e ‘Montclar que possui uma boa
uniformidade de plantas e vigor das sementes (LORETI, 2008), caracteristicas
essas desejaveis para o melhoramento de porta-enxerto de pessegueiro.

No presente trabalho esperava-se obter um melhor agrupamento entre
as cultivares resistentes a nematéides das galhas das raizes, o que nao foi
verificado, possivelmente ao fato da grande parte dos marcadores identificados
nesse trabalho ndo estarem associados ao referido caractere. Por outro lado,
obteve-se um agrupamento préximo entre as cultivares portadoras do caractere
coloracdo avermelhada das folhas, o que indica que alguns dos marcadores
utilizado no presente trabalho estéo ligados a tal caracteristica.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se concluir que marcadores
codominantes permitem estabelecer com relativa facilidade um padréo
molecular de caracterizacdo de gendtipos de porta-enxertos de pessegueiro e
permite verificar quais genoétipos sdo mais contrastantes para uso em

melhoramento genético.



CAPITULO 3

CONSTRUCAO DE UM MAPA GENETICO PRELIMINAR DE UMA
POPULACAO SEGREGANTE DE Prunus persica (‘CAPDEBOSCQ’ X
‘FLORDAGUARD’)
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INTRODUCAO

O pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch.) tem sido amplamente
cultivado no mundo, desde zonas temperadas até zonas subtropicais, sendo um
importante membro da familia das Rosaceas e tem sido uma cultura com
importante atividade econdmica (CHENG; HUANG, 2009). E originado da China,
onde se tem a mais longa histéria de pessegueiros cultivados no mundo
(HUANG et al., 2008). No Brasil, o cultivo de frutiferas de caroco € realizado
principalmente na regido Sul e Sudeste, mas € no Rio Grande do Sul (RS) que o
cultivo assume maior importancia, pois possui aproximadamente 65% da area
cultivada com péssego do pais.

Esse destaque da persicultura gaucha se deve a contribuicdo dos
programas de melhoramento genético de novas cultivares copa, que possibilitou
ampliar o periodo de colheita e a qualidade das frutas. Mesmo assim, de acordo
com Campos (2005), a produtividade média no estado ainda é considerada
baixa devido a influéncia sobre alguns fatores, dentre eles a incidéncia de
pragas e doencas e a falta de porta-enxertos adequados para a cultura. Ao
contrario de outros paises, no Brasil 0 melhoramento genético de porta-enxertos
para frutiferas de caroco tem assumido importancia apenas ha poucos anos.

Para melhor explorar a variabilidade genética disponivel dentro do
género Prunus e acelerar os trabalhos de melhoramento, a tecnologia de
marcadores moleculares tem sido amplamente utilizada na realizagdo de
importantes estudos de caracterizagcdo genética (BIANCHI et al., 2004a,b;
CHENG; HUANG, 2009), construcado de mapas genéticos (DIRLEWANGER et
al., 2004) e fisicos (CLAVERIE et al., 2004), de forma a facilitar a introgressao
de genes de interesse agrondmico mediante a sele¢cdo assistida por

marcadores (SAM), a exemplo dos trabalhos realizados para a resisténcia a
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Meloidogyne spp. (ESMENJAUD et al, 2009; CLAVERIE et al., 2004,
DIRLEWANGER et al., 2004; YAMAMOTO; HAYASHI, 2002).

Principalmente em plantas lenhosas, SAM € uma importante estratégia
para reduzir os custos e o tempo para selecionar individuos portadores de uma
determinada caracteristica fenotipica antes mesmo que ela se manifeste, ou
seja, a selecdo é feita indiretamente através da andlise de um caractere
correlacionado (marcador molecular) (FALEIRO et al. 2001). Esse método
envolve a construcdo de um mapa genético, onde as caracteristicas de
interesse agronémico sdo associadas a marcadores moleculares, a partir de

uma populacao segregante para a(s) caracteristica(s) alvo (CANLI, 2008).

O desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das
aplicacdes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na
andlise genética e no melhoramento de plantas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA
(1998). Nos ultimos anos, com o advento de marcadores com base no DNA,
estudos genéticos tém sido muito facilitados e varios mapas genéticos tém sido
publicados para Prunus (HOWAD et al., 2005; YAMAMOTO et al., 2001; BLISS
et al., 2002; WANG et al., 2002).

O desenvolvimento deste trabalho objetivou verificar se existe ligacao de
forma similar, entre marcadores moleculares em uma populacédo F, segregante
(‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’), ao obtido em outras populacdes de
mapeamento para uso futuro na selecdo de novos genétipos resistentes a

Meloigogyne spp.
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MATERIAL E METODOS

Como material vegetal foi utilizado uma populacdo segregante de 40
individuos F, obtida por autofecundacéo a partir de um hibrido F; derivado do
cruzamento entre ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’ (susceptivel a Meloidogyne
spp. e folhas verdes x resistente a Meloidogyne spp. e folhas avermelhadas,
respectivamente). A fenotipagem para coloragdo das folhas foi realizada aos
seis meses de idade das plantas.

As analises moleculares foram realizadas no laboratorio de Cultura de
Tecidos de Plantas, do Departamento de Botanica/Instituto de Biologia/UFPel.
O DNA foi extraido dos individuos parentais, F1 e F,, a partir de amostras
contendo 50 mg de folhas frescas usando o método descrito por Doyle e Doyle
(1991). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, coletadas para
tubos de dois ml juntamente com 900 uL do tampao de extracdo (2% CTAB,
1,4M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 8,0, 0,5% Mercaptoetanol, 1%
PVP); seguida de incubacdo em banho-maria por 60 min a 65°C. Depois, em
temperatura ambiente, foi adicionado 900 uL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), centrifugando por 10 minutos a 13.000 rpm. Apés centrifugacdo, 700
ML de sobrenadante foi coletado para novo tubo com igual volume de etanol
absoluto, mantendo a amostra a -20°C por duas horas, para precipitacdo do
DNA. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000
rpm, sendo eliminado o sobrenadante. Cada precipitado de DNA foi lavado com
300 pL de etanol 70%. Para a suspensao final foi utilizado Tampé&o Tris/EDTA
ou TE (10 mM tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse (10 pg/mL). O DNA
foi quantificado em gel de agarose 0,8%, usando como padrdo o DNA de Fago
Lambda digerido com Hind Ill, posteriormente uma solucdo de trabalho foi

diluida para a concentracdo de 10 ng pL™.
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A genotipagem da populacdo F, foi realizada com primers para oito
locos microssatélites da série UDP, da série BPPCT e para o loco STS-OPAP4
(tab 1).

Nas reacdes de PCR foram utilizados 25 ng de DNA gendmico de cada
amostra; 2,5 pl de 10x PCR buffer; 1,7 mM de MgCl,; 0,5 uM de cada primer;
0,2 uM de dNTP; 0,8U de Taq polimerase (kit Invitrogen) e agua Milli-Q para
um volume final de 25 pl. Os primers utilizados na reagdo de PCR estdo
listados na tab. 1, com suas respectivas temperaturas de anelamento (T°A).

As amplificagcOes foram realizadas em aparelho termociclador, da marca
BIO-RAD modelo ICYCLER, por 2 ciclos de 94°C por 2 min, 55°C por 1 min,
72°C por 50s, 39 ciclos de 94°C por 50s, 57-60°C por 45s, 72°C por 45s,
1 ciclo de 72°C por 15 min e 4°C por 5 min.

Aos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 10 pL de solucéo
desnaturante (98% formamida, 10 mmol.L™* EDTA, 0,05% azul de bromofenol e
0,05% xyleno cyanol), seguido de tratamento térmico a 95°C por 5 minutos.
Uma aliquota de 4,5 pL de cada amostra amplificada foi aplicada ao gel de
poliacrilamida 6%, em tampdo TBE 1X a 65 volts, por trés horas. Para a
visualizacdo das bandas utilizou-se nitrato de prata, segundo o método descrito
por Bassam et al. (1991). Os perfis eletroforéticos da populacdo sob analise
foram registrados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de bandas, em cada
loco.

O software GQMOL (CRUZ, 2009) foi utilizado para estimar as
frequéncias de recombinacdo, bem como a andlise de ligacdo entre
marcadores. Para converter as unidades de recombinacdo em distancias

genéticas utilizou-se a funcdo Kosambi, com um LOD escore minino de 3 e 1.
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Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos (Primers) e respectivas temperaturas de
anelamento (T°A) de primers para locos de Microssatélites e STS. FAEM/UFPel.
Pelotas-RS, 2009.

Primers Sequéncia (5’- 3’) T°A Referéncia

UDP 96005 F: GTAACGCTCGCTACCACAAA 58°C Cipriani et al. (1999)
R: CCTGCATATCACCACCCAG

UDP 96008 F: TTGTACACACCCTCAGCCTG 58°C Cipriani et al. (1999)
R: TGCTGAGGTTCAGGTGAGTG

UDP 96013 F: ATTCTTCACTACACGTGCACG 60°C Cipriani et al. (1999)
R: CCCCAGACATACTGTGGCTT

UDP 96019 F: TTGGTCATGAGCTAAGAAAACA 60°C Cipriani et al. (1999)
R: TAGTGGCACAGAGCAACACC

UDP 98414 F: AAAAGGCACGACGTTGAAGA 58°C Cipriani et al. (1999)
R: TTCAGATTGGGAATTTGAAG

BPPCT 016 F: GATTGAGAGATTGGGCTGC 57°C Dirlewanger et al. (2002)
R: GAGGATTCTCATGATTTGTGC

BPPCT 026 F: ATACCTTTGCCACTTGCG 57°C Dirlewanger et al. (2002)
R: TGAGTTGGAAGAAAACGTAACA

BPPCT 034 F: CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT 57°C Dirlewanger et al. (2002)
R: CAATGGAGAATGGGGTGC

STS-OPA P4 F: TTAAGACACCCAAACGATTTCA 57°C Yamamoto e Hayashi

R: TGGGCATTTTGAGGTATCTG

(2002)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho nove marcadores moleculares e um marcador
fenotipico foram avaliados quanto as frequéncias de recombinacdo em uma
populacdo F, segregante (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’). Por meio da analise
do qui-quadrado (x%) os valores de segregacdo foram significativos apenas
entre os marcadores microssatélites (SSR) UDP96-013, BPPCT-026, BPPCT-
034 e o marcador fenotipico cor avermelhada das folhas (Gr) (tab. 2). Para esta
caracteristica fenotipica houve segregacdo 3:1, essa mesma relagcdo também
foi obtida por Yamamoto et al. (2001), o qual esta dentro dos valores esperadas
para um carater dominante.

Os quatro marcadores acima indicados foram agrupados cobrindo uma
distancia de 27,58 cM (Fig. 1A) enquanto que 0sS outros seis marcadores
moleculares ndo apresentaram ligacdo, indicando estar em outros
cromossomos ou estar a uma distancia muito grande entre si, no mesmo
Cromossomo.

A fig. 1A apresenta as distancias entre trés marcadores de
microssatélites e Gr, sob um LOD escore de 3. Com a diminuicdo do LOD
escore para 1 (Fig. 1B), mais um marcador foi agrupado (UDP96-008), pois
guanto mais baixo for o LOD mais saturado sera o GL, portanto, mais
marcadores serdo agrupados.

Os valores de recombinacao variaram de 0,026, entre os marcadores
UDP96-013 e BPPCT 026, e 0,50 entre Gr e UDP96-013, e UDP96-013 e
BPPCT 034 (tab. 2).



o1

Tabela 2. Dados da anélise de segregacdo de marcadores microssatélites e cor da folha obtidos a partir de uma populacéao F, de
Prunus persica L. Batsch (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’). FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Genotipo dos pais

Fendtipo Segregacao Valor Valor de Valor de Valor de
Marcador Flordaguard Capdeboscq F1 em F» G recombinacdo  recombinacéo recombinacéo
Gr:gr com Gr* com UDP96-13 com BPPCT26
Red Leaf (Gr) Gr* or Gr 32:8 7,20 - - -
UDP96-13 AA AB AA 36:2 15,21 0,50 - -
BPPCT-26 BC AC CcC 2:1:36 15,70 0,256 0,026 -
BPPCT-34 AB BB AB 0:36 18,00 0,194 0,50 0,056

* Gr = Fendtipo cor vermelha da folha.

Fenotipo dos pais para cor da folha - Capdeboscq (gr) x Flordaguard (Gr).
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GL 1 HMarca % GL1 Marca

L UDP96-008
UDPE6-013

2.60

BPPCT-026

5.59

23.30 __|

BPPCT-034

I UDP36-013

| ePpPcT-026

18.38

|| EPPCT-034

19.38 4

Red Leaf

|l Red Leaf

A B

Figura 1. Representacdo da ligacéo entre trés (A) e quatro (B) marcadores de
microssatélites e o caractere cor vermelha da folha, obtido de uma populacdo
F, segregante (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’). Valor maximo de recombinacédo
30% e valor minimo do LOD 3 (A) e LOD 1 (B). FAEM/UFPel. Pelotas-RS,
20009.

Verificou-se que os marcadores mais fortemente ligados foram UDP96-
013 e BPPCT-026, a 2,6 cM, conforme demonstrado na Fig. 1. No mapa de
ligacdo para o porta-enxerto GxN22, elaborado por Dirlewanger et al. (2004),
esses dois marcadores foram localizados em grupos de ligacédo (GL) diferentes,
dois e cinco, respectivamente (Anexo A e B). Neste trabalho, esperava-se por
uma ligacdo mais forte entre UDP96-013 e BPPCT-034, ambos localizados no
GL 2 de GxN22 (Anexo A), onde este ultimo marcador foi mapeado a

aproximadamente 45 cM do gene Rpuianem, que confere resisténcia a M.
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incognita, M. javanica e M. arenaria no porta-enxerto ‘Nemared’, estando a uma
distancia de 9,8 cM de UDP96-013. A distancia entre esses dois marcadores,
no mapa de ligacdo de GN22, foi superior ao encontrado nesse trabalho
(8,19cM).

No presente trabalho, o marcador fenotipico ‘Gr’ foi mapeado a 19,39 cM
do loco BPPCT-034, entretanto no mapa de GxN22 esses dois marcadores
ficaram em GL diferentes, sendo ‘Gr’ localizado no GL 6 (Anexo B)
(DIRLEWANGER et al., 2004), essas diferencas em relacdo aos dados de
outros autores, possivelmente se deve a origem dos parentais.

‘Flordaguard’ € um porta-enxerto que vem sendo testado no Brasil
devido a sua resisténcia a Meloidogyne spp., que é herdada de ‘Okinawa’.

A cultivar ‘Capdeboscq’ tem sido largamente utilizada como porta-
enxerto, devido a sua adaptacdo ao clima do Rio Grande do Sul, a boa
porcentagem de geminacdo das sementes e vigor das plantas, porém é
suscetivel a Meloidogyne spp., Por sua vez, ‘GxN22’ tem como ancestral o
porta-enxerto ‘Nemaguard’, que junto com ‘Okinawa’ sdo as duas principais
fontes de resisténcia a Meloidogyne spp, em Prunus persica, porém de acordo
com Lu et al. (1999) esses dois porta-enxertos sdo genotipos recombinantes
que apresentam fontes de resisténcia diferentes, fato que justifica essa
diferenca de associacdo de marcadores. Além disso, as diferencas podem ter
sido geradas por eventos de transloca¢des reciprocas no genoma, conforme
verificado nos GL 6 e GL 8 de GxN22 (DIRLEWANGER et al., 2004).

O nematodide das galhas (Meloidogyne spp.) € uma das principais pragas
que afeta a cultura do pessegueiro e causam Se€rios prejuizos as plantas
(CARNEIRO et al, 1993). A forma mais eficaz para contornar tal problema é o
uso de porta-enxertos resistentes. Baseado nisso, em 2003, na Universidade
Federal de Pelotas, deu-se inicio a um projeto de selecdo de novos porta-
enxertos para frutiferas de caroco, buscando resisténcia a nematoides, baixo
vigor e melhor adaptacdo as condi¢cdes do clima local (BIANCHI et al. 2002),
onde realizou-se cruzamentos entre porta-enxertos, e estes novos hibridos
encontram-se em fase de avaliacao.

Essas avaliacbes incluem também realizacdo da fenotipagem para
identificacdo de genotipos resistentes a Meloidogyne spp. e testes com novos

locos de microssatélites para dar continuidade a esse trabalho, para saturacao
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desse mapa, visando o mapeamento para resisténcia a Meloidogyne spp. e a
utilizacdo dessas informacdes para a selecdo assistida em auxilio nos
programas de melhoramento genético de porta-enxerto de pessegueiro. Outra
alternativa para utilizacdo dos marcadores moleculares € no mapeamento
comparativo que, de acordo com Carneiro e Vieira (2002), € uma estratégia para
obtencdo de mapa de referéncia dentro das espécies vegetais cultivadas, ou
pelo menos ao nivel de familias taxonémicas.

Os dados gerados no presente trabalho, representam o passo inicial para
a identificacdo de marcadores potencialmente Uteis para auxiliar no
desenvolvimento de novos porta-enxertos de Prunus com caracteristicas

agrondmicas desejadas, fazendo uso da SAM.
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CONCLUSAO

Com base nos mapas moleculares para Prunus spp. disponiveis na
literatura e a partir dos resultados obtidos no presente trabalho, concluiu-se que
os marcadores UDP96-013 e BPPCT-034 estdo ligados de forma similar em
diferentes populacées de mapeamento, sendo potenciais candidatos para uso

na selecdo de novos gendtipos resistentes a Meloidogyne spp.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos no presente trabalho verifica-se que porta-
enxertos de pessegueiro tem reacOes diferentes a Meloidogyne incognita,
confirmado os dados da literatura em que o0s genes controladores dessas
resisténcias possuem diferentes fontes. Dentro do género Prunus, as duas
principais fontes de resisténcia a Meloidogyne spp. sdo ‘Nemaguard’ e
‘Okinawa’, sendo assim trabalhos futuros podem ser direcionados para a
criacdo de gendtipos hibridos buscando incorporar essas fontes de resisténcia
em um Unico cultivar, pelo processo de piramidacao génica. Outra alternativa
importante € a producé@o de hibridos interespecificos com P. cerasifera e P.
mume, que sdo considerados as fontes de resisténcia de mais amplo espectro
a Meloidogyne spp., inclusive buscando produzir gendtipos resistentes a
fitonematdides de outros géneros.

Muito embora, a tecnologia de marcadores moleculares seja uma
estratégia importante para auxiliar no processo de selecdo de novos genaotipos,
a fenotipagem dos porta-enxertos, fonte de resisténcia, séo de fundamental
importancia e necesséaria para estabelecer a correta resposta de reacdo a
diferentes isolados de fitonematdides. Entretanto, esta etapa exige infra-
estrutura adequada, grande demanda de méao-de-obra e recursos financeiros,
dificultando sua execucéo.

Em gendtipos de Prunus spp., a técnica de microssatélites (SSR)
permite a facil diferenciacdo entre as cultivares (andlise de fingerprinting),
devido a alta repetibilidade dos resultados e também pela quantidade de
polimorfismos gerados entre 0s porta-enxertos analisados, caracteristicas
importantes para o uso na certificagdo do material vegetal. O controle da
idoneidade genética pode ser realizada de maneira rapida e eficiente através
da utilizacdo de marcadores moleculares de SSR, quando comparados a

analises das caracteristicas morfofenolégicas.
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Tabela 4A. Similaridade genética de 14 porta-enxertos de pessegueiro, estimados pelo Coeficiente Simple Matching, a partir

de marcadores SSR. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 1.0000
2 0.7384 1.0000
3 0.6470 0.7692 1.0000
4 0.6133 0.5833 0.6133 1.0000
5 0.6933 0.6388 0.6933 0.7073 1.0000
6 0.6666 0.8194 0.8133 0.6463 0.7195 1.0000
7 0.6266 0.5972 0.6533 0.5975 0.7195 0.6829 1.0000
8 0.5857 0.6119 0.6428 0.5844 0.6103 0.6233 0.6753 1.0000
9 0.6000 0.5694 0.6533 0.5975 0.6951 0.6585 0.9268 0.6753 1.0000
10 0.7066 0.6428 0.6849 0.5750 0.6000 0.7250 0.6125 0.6400 0.6375 1.0000
11 0.6800 0.6571 0.6986 0.5875 0.6625 0.7375 0.6000 0.5866 0.5500 0.7125 1.0000
12 0.7200 0.8142 0.7945 0.6000 0.6750 0.8250 0.6875 0.6000 0.6625 0.7250 0.6625 1.0000
13 0.6666 0.8000 0.7945 0.5500 0.6250 0.7750 0.6125 0.6266 0.5875 0.7000 0.7125 0.7750 1.0000
14 0.7200 0.7285 0.7123 0.5500 0.6000 0.7750 0.6375 0.6133 0.6125 0.8250 0.7375 0.7500 0.8250 1.0000

1-Nemaguard; 2-Nemared; 3-Flordaguard; 4-UFPel-0402; 5-Okinawa; 6-Tsukuba; 7-Kutoh; 8-Ohatsumomo; 9- Nagano Wild; 10-Capdeboscq;
11-Aldrighi; 12-Rubira; 13- Montclar; 14-Sele¢éo 0390302
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marcadores BPPCT 013 e BPPCT 034, em GN22. Dirlewanger et al. (2004).
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