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SUMARIO

MOTA, Monalize Salete. Caracterizacao molecular de alelos-S e de locos
microssatélites em Prunus salicina (Lindl.). 2008. 48f. Dissertacao (Mestrado) -
Programa de Péds-graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A cultura de ameixeira tem papel de destaque na fruticultura mundial. No
Brasil, 0 Estado do Rio Grande do Sul se destaca como maior produtor. Porém,
mesmo apresentando elevado potencial de cultivo, alguns fatores tém limitado o
aumento da producao, entre eles: a) a variabilidade de clima; b) o uso de porta-
enxertos inadequados; c) a incapacidade de autopolinizacdo da maioria das
cultivares d) e a idoneidade genética do material vegetal. Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi identificar alelos-S relacionados a auto-incompatibilidade
gametofitica em Prunus salicina (Lindl.) e caracterizar molecularmente as cultivares
por meio de locos microssatélites. Para tal fim foram analisadas 11 cultivares de
ameixeira japonesa [Santa Rosa, Santa Rita, Reubennel, Pluma 7, América, Rosa
Mineira, Amarelinha, The First, Gulfblaze (Clone Sao Paulo), Gulfblaze (Clone
Guaiba) e Harry Pickstone], por meio de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
com trés pares de primers especificos para amplificacao de alelos-S e primers para
cinco locos de microssatélites. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas — Caracterizagcdo Molecular, do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Pelotas. Na amplificagdo de alelos-S,
constatou-se que as concentragdes e condicoes de PCR utilizadas, bem como as



vii

combinacbes de primers, permitiram a efetiva caracterizacdo de alelos-S nas
cultivares de P. salicina estudadas, bem como, a escolha das polinizadoras mais
compativeis com as cultivares produtoras. O seqlenciamento de alguns dos alelos-S
amplificados revelou elevada similaridade com seqiiéncias de nucleotideos ja
identificados em outros trabalhos com Prunus spp.. Na andlise de cinco locos de
microssatélites obteve-se um total de 30 polimorfismos possibilitando uma clara
identificacdo dos genoétipos de ameixeira japonesa, esclarecendo caso de
homonimia entre as cultivares Gulfblaze (Clone Sao Paulo) e Gulfblaze (Clone
Guaiba), no entanto, os polimorfismos nao foram suficientes para obter uma boa
estimativa da variabilidade genética e andlise de agrupamento dos gendtipos de

ameixeira japonesa avaliados.

Palavras-chave: Ameixeira Japonesa, Marcadores Moleculares, Sequéncias Simples
Repetidas-SSR, Auto-Incompatibilidade.



SUMMARY

MOTA, Monalize Salete. Molecular characterization of alleles-S and of
microsatellite locus in Prunus salicina (Lindl.). 2008. 48f. Dissertation (Master of
Science) - Programa de Pés-graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

The production of plum is an important commodity around the world. In Brazil,
the state of Rio Grande do Sul is the major producer. However, despite the great
potential for cultivation, some factors are limiting for increasing the production, such
as: a) climate variability; b) use of inadequate stocks; c) pollination of most cultivar is
self-incompatible d) doubtful genetic history of the plant material. Considering these
problems, the aim of this work was to identify allele-S related to gametophytic self-
incompatibility in Prunus salicina (Lindl.) and to perform the molecular
characterization of cultivars by means of microsatellites locus. For these purposes
eleven cultivars of Japanese plum [Santa Rosa, Santa Rita, Reubennel, Pluma 7,
América, Rosa Mineira, Amarelinha, The First, Gulfblaze (Clone Sao Paulo),
Gulfblaze (Clone Guaiba) e Harry Pickstone] were analysed by Polymerase Chain
Reaction (PCR) using three pairs of primers specific for amplifying the alleles-S and
primers for five microsatellite locus. The experiments were performed in the
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas — Caracterizacdo Molecular, of the
Departamento de Boténica da Universidade Federal de Pelotas. In the amplification
of alleles-S was observed that the reaction mix for PCR, the PCR conditions, and
primers combination, allowed an effective characterization of alleles-S in the cultivars
of P. salicina and the identification of pollinators more compatible to commercial

cultivars. Sequencing analysis of some amplified alleles-S revealed high similarity to
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sequences of nucleotides already identified in other studies with Prunus spp. In the
analysis of five microsatellite locus thirty polymorphisms were obtained allowing a
clear identification of Japanese plum genotypes, elucidating the homonymy between
the cultivars Gulfblaze (Clone Sao Paulo) and Gulfblaze (Clone Guaiba). However,
the polymorphisms were not sufficient for obtaining a reasonable estimation of the
genetic variability and grouping analysis of the Japanese plums evaluated.

Keywords: Japanese Plum, Molecular Markers, Simple Sequences Repeats-SSR,
Self-Incompatibility
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1 INTRODUGCAO GERAL

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, depois da China e da
india, sendo que em 2007, exportou 918 mil toneladas, representando 14% a mais
que em 2006. Para 2008, a estimativa € de crescer 10%. Se concretizado, o
percentual resultard em marca recorde de exportacdo de 1 milhdo de toneladas de
frutas (IBRAF, 2008). Por seu potencial de geracdo de emprego e de renda, a
fruticultura ocupa hoje posicao estratégica na expansao do agronegécio brasileiro. A
base agricola da cadeia produtiva abrange cerca de 2,3 milhées de hectares e gera
5,6 milhdes de empregos, ou seja, 27% do total da mao-de-obra agricola ocupada
no Pais (PORTOCARRERO, 2005).

Dentre as espécies de clima temperado exploradas no Brasil, a ameixeira tem
sido uma das frutiferas de maior difusdo nos ultimos anos, gracgas, principalmente,
ao plantio de variedades introduzidas e selecionadas. No Brasil, é cultivada em
diversos estados, principalmente no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e
Sao Paulo, devido as condi¢cbes climaticas favoraveis (SEGANFREDO, 1995) e
também, pela diversidade de cultivares adaptadas aos microclimas dessas regides.
Entretanto, a producédo brasileira ainda é pequena e insuficiente para suprir a
demanda do mercado. Anualmente, o pais importa cerca de 20 mil toneladas ao ano
desta fruta, que se destinam, na quase totalidade, ao consumo in natura; uma
pequena parte passa por processamento industrial e sdo comercializadas na forma
de passas, geléias, licores e destilados (CHAGAS et al., 2007).

Um dos principais fatores que limitam o aumento da producdo nacional de
ameixeiras é, sem duvida, o clima. A ocorréncia de geadas tardias e o acumulo de
baixo numero de horas de frio sdo variaveis climaticas de grande importancia na
escolha das regides de maior aptidao para a cultura, bem como a escolha da cultivar
adequada, uma vez que sao determinantes da produtividade e da qualidade final da
fruta. Outro fator que contribui para a baixa producéo desta frutifera é a utilizacao de
pessegueiro [Prunus persica (L.) Bastch] como porta-enxerto, o qual € multiplicado
por sementes, ocorrendo segregacao genética deste material, produzindo pomares
desuniformes quanto ao porte. Além disso, a vida Gtil da planta fica limitada, devido
ao pessegueiro possuir uma menor longevidade em relacdo a ameixeira
(EMBRAPA, 2005).



Nesse contexto, a qualidade e a idoneidade genética das mudas utilizadas
pelo produtor de frutas sdo extremamente importantes. Existem algumas cultivares
geneticamente proximas que sdo morfologicamente muito similares e dificeis de
diferenciar mediante comparacao de caracteres morfofenolégicos. De acordo com
Goulao et al. (2001), existe pouco conhecimento sobre a variabilidade genética das
cultivares de Prunus salicina (Lindl.), incluindo selecdes recentes e seus hibridos
envolvendo vérias espécies, como P. armeniaca, P. munsoniana entre outras e,
também sobre o nimero de genitores utilizados em programas de melhoramento.
Para superar estas limitagées, marcadores moleculares baseados em DNA tém sido
utilizados para caracterizar e identificar cultivares. Dentre estes marcadores, os de
locos microssatélites (SSR — Sequiéncias Simples Repetidas) tém se mostrado os
mais adequados.

Outro problema enfrentado por produtores e melhoristas é a auto-
incompatibilidade gametofitica, ou seja, a incapacidade de autopolinizacdo de muitas
cultivares, devido a presenca de um loco multialélico (contendo os denominados
alelos-S) que codifica para enzimas que interrompem a formacao do tubo polinico no
processo de polinizacdo, impedindo a fecundacado. Como resultado, estas cultivares
dependem de polinizadoras compativeis para produzirem frutos, ou seja, seu pdlen
devera efetivamente fecundar o pistilo da cultivar produtora, caso contrario néao
havera producdo. O conhecimento dos alelos-S de cada cultivar se torna de
fundamental importdncia para o manejo dos pomares quanto a adequada
polinizacdo das flores (TAKAYAMA; ISOGAI, 2005).

A caracterizacao dos alelos-S das cultivares de interesse comercial, num
primeiro momento, possibilitaria identificar quais gendétipos seriam mais adequados
para uso como plantas polinizadoras e, a partir do conhecimento dos alelos-S e por
meio do uso da tecnologia de introducdo de genes “antisense” e/ou “RNAI,
possibilitaria a produgéo de plantas transgénicas, nas quais 0s genes que codificam
para S-RNases ndo seriam traduzidos, eliminando, desta forma, a necessidade de
cultivares polinizadoras, o que, associado a garantia de idoneidade genética das
plantas, reduz os custos de producdao em consequéncia da nao utilizacdo de
cultivares doadoras de pélen.

Frente a estes problemas, a utilizacdo de ferramentas biotecnol6gicas tém
grande potencial de aplicacdo na cultura da ameixeira, tanto por meio do uso de
marcadores moleculares para conduzir estudos de variabilidade genética ou dar



garantias de correspondéncia varietal, quanto para identificar e melhorar o manejo

da cultura, ou para a conversao de plantas auto-incompativeis em auto-férteis.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importéncia da cultura da Ameixeira

Muitos botanicos indicam ser a ameixeira o nucleo central de divergéncia do
género Prunus, que por sucessivas variagdes originou os diferentes géneros da
familia das Rosaceas. Duas espécies principais estruturam a maioria das cultivares
atualmente existentes. Uma dessas espécies é denominada de Prunus domestica
(L.) e € vulgarmente conhecida como ameixeira européia, origindria do Caucaso, da
Turquia e da Pérsia. A outra € denominada Prunus salicina Lindl., conhecida como
ameixeira japonesa, originaria do Extremo Oriente (CASTRO, 2003), também fazem
parte da constituicdo de muitas cultivares as espécies P. insititia e P. cerasifera
(ameixeira mirabolao ou mirabolano) (JOLY, 1993).

A espécie mais cultivada no Brasil é P. salicina, de menor exigéncia em frio e
mais adaptada as condi¢cdes de invernos do sul do pais. A ameixeira européia é
pouco cultivada devido a alta exigéncia em frio para a superagdo da dorméncia,
porém tem grande importancia econdmica em outros paises. No apéndice A, pode
ser observado o zoneamento agroclimatico do Rio Grande do Sul, feito de acordo
com as horas de frio de cada regidao e a necessidade de cada cultivar, considerando
a susceptibilidade ao risco de geadas tardias.

Desde 1980, experimentos com ameixeiras européias tém sido feitos
objetivando identificar cultivares aptas para o cultivo, pois se trata de uma espécie
com potencial de cultivo em algumas regides serranas do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, ampliando assim a matriz varietal de ameixeiras, porém o uso de cultivares
desta espécie ainda é restrito e se limita a duas cultivares ‘D’Agen’ e ‘Stanley’
(EMBRAPA, 2005).



No Brasil, a area cultivada com ameixeira japonesa tem grande potencial para
ampliagdo, pois o volume produzido é insuficiente para atender a demanda, mesmo
havendo condicdes edafoclimaticas favoraveis para o cultivo. A exportacao de frutas
frescas de ameixeira aumentou 3.233,3% em volume e 539,53% em valor em 2006
em relagdo a 2005. No entanto, o valor comercializado em US$ ainda é muito
pequeno quando comparado com outras frutiferas de clima temperado, como a
macieira, que alcancou US$ 31,915 milhdes (ABF, 2007). Anualmente, o pais
importa cerca de 20 mil toneladas por ano de ameixas (CHAGAS et al., 2007).

As ameixeiras sao frutiferas arboéreas, perenes, pertencentes a familia
Rosaceae, subgenéro Prunophora, sao cultivadas economicamente em diversas
partes do mundo e em varias condicdes climaticas, devido as varias espécies
existentes e ao resultado de hibridagdes ocorridas ao longo do desenvolvimento da
cultura. No Brasil, entre as regides produtoras, destacam-se principalmente os
Estados do Sul. O Rio Grande do Sul destaca-se como maior produtor, seguido por
Santa Catarina, Sao Paulo, Parana e Minas Gerais (CASTRO, 2003), devido as
condigbes climaticas mais favoraveis, em relagdo aos demais estados e a
diversidade de cultivares introduzidas, adaptadas e selecionadas as condi¢des
locais de produgéo.

Nos ultimos 10 anos, houve um incremento significativo da area plantada com
ameixeiras na regiao da campanha do Rio Grande do Sul. Porém, passados alguns
anos, quando a producdo da regido deveria entrar no mercado, hectares de
ameixeiras tiveram de ser eliminadas. Parte do problema foi devido a grande
incidéncia de bacteriose (Xanthomonas arboricola pv pruni e Xylella fastidiosa) e,
principalmente, ao fato de que a maior parte da area foi plantada com a cv. América,
considerada a preferida do mercado sul-brasileiro, porém € uma cultivar auto-
incompativel. Em alguns casos, houve o plantio da planta polinizadora, entretanto, a
escolha nao foi correta para as condi¢des climaticas locais, ou 0 numero de plantas
nao foi suficiente, resultando em perdas significativas de producédo (Informacao
verbal)'.

! Informagao fornecida pela Dr? Maria do Carmo Raseira Brassol, pesquisadora da EMBRAPA Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2007.



A polinizacdo que consiste na transferéncia de po6len da antera para o estigma
nao garante a fecundacdo. O sucesso da polinizagdo e subsequente frutificacao séo
influenciados por fatores internos (compatibilidade, periodo de receptividade do
estigma e dos Ovulos, etc.) e externos (temperatura, precipitacdo, incidéncia de
ventos, etc.). Assim a transferéncia do pdélen das cultivares polinizadoras para a
cultivar comercial pode ser seriamente prejudicada por condicbes ambientais, como
ventos, que prejudicam a atividade de insetos polinizadores (RASEIRA, 2003).

O plantio de cultivares auto-compativeis resolveria o problema da polinizacao
e da incompatibilidade, garantindo frutificacao efetiva e maior producéo, reduzindo a
importacdo de ameixas para consumo fresco, principalmente nos meses de
novembro a marco. Desta forma, a informacéo e o entendimento a respeito da auto-
incompatibilidade reprodutiva de cada cultivar se torna de extrema importancia e
interesse nos estudos de melhoramento e manejo de pomares desta espécie.

2.2 Auto-incompatibilidade gametofitica

A reacao de compatibilidade do pdélen pode ser controlada geneticamente
pelo genoma do proprio gametéfito ou pelo genoma do genitor esporofitico, podendo
ser dividida em duas classes: gametofitica, com o gene “S” sendo transcrito e
traduzido no gametdfito, apés a segregacdo dos genes na meiose; e esporofitica,
com o gene sendo transcrito e provavelmente traduzido antes da meiose, no tecido
do esporofito (LEWIS, 1994).

Antes da descoberta da influéncia dos alelos-S no mecanismo de
incompatibilidade reprodutiva, os pomares eram plantados levando em consideragao
apenas a época de floracdo das cultivares produtoras e doadoras de pdlen, o que
acarretava grandes perdas de producao. Portanto, a simples coincidéncia do periodo
de floracdo entre cultivares em um pomar de ameixeira ndo é garantia de boa
fecundacao se nao existir compatibilidade de alelos-S entre a parte receptora e
doadora de polen.

Segundo Schifino-Wittmann; Dall’Agnol (2002), a auto-incompatibilidade
gametofitica (AIG) ocorre quando a especificidade do poélen é gerada pelo alelo-S do
genoma hapléide do grdo de pdlen (gametofito) e, a auto-incompatibilidade
esporofitica (AIE), ocorre quando a especificidade é gerada pelo genétipo diploide
da planta adulta (esporoéfito) que deu origem ao grao de pélen. Conseqtientemente,
no sistema gametofitico, o fenétipo do grédo de pdlen corresponde ao seu genétipo,



enquanto, no esporofitico, o fendtipo do grédo de pdlen é o mesmo que o da planta
que o gerou ou planta-mae.

A auto-incompatibilidade gametofitica é o sistema mais comum entre as
plantas e supdéem-se, o mais primitivo. De acordo com Bruckner et al. (2006), as
principais caracteristicas do sistema gametofitico sdo: controle monogénico (gene-S)
com alelos multiplos; controle gametofitico do fenétipo do pdlen; alelos com acéo
individual no estigma, sem nenhuma interacao; tubos polinicos incapazes de crescer
nos estiletes que tenham um alelo-S em comum. Esse sistema apresenta trés tipos
de interacdo de compatibilidade: totalmente incompativel, quando ambos os alelos
sdo comuns; parcialmente compativel em que, apenas um alelo é diferente, entdo
metade dos grdaos germinam e o tubo polinico penetra no estigma e estilete,
realizando a fertilizagdo, enquanto o restante é inibido, geralmente no estilete; e
plenamente compativel, quando os quatro alelos sédo diferentes (Anexo A).

As familias Rosaceae e Solanaceae, mesmo que evolutivamente distintas,
possuem o sistema de incompatibilidade gametofitica similar. As pesquisas em
Solanaceaes tém identificado um S-loco contendo um gene multialélico que codifica
para S-RNases (SAPIR et al., 2004).

As S-RNases se expressam exclusivamente no pistilo, tendo as proteinas
localizadas principalmente na parte superior do estilete onde ocorre a inibicdo. As
RNases degradam o RNA do tubo polinico produzido pelo mesmo alelo-S. Conforme
as hipoteses formuladas por Takayama; Isogai (2005), o loco-S € um complexo
multigénico que segrega como uma unidade. Os variantes desse complexo séo
chamados alelos-S ou haplétipos-S. O reconhecimento da autopolinizacédo ocorre
em nivel de interacao proteina-proteina das partes feminina e masculina; a resposta
incompativel ocorre quando as duas partes se originam do mesmo alelo-S. De
maneira geral, um grande numero de alelos diferentes em uma populacao assegura
um numero suficiente de polinizagdes compativeis, ndo comprometendo a fertilidade
(HESLOP-HARRISON, 1983).

A ameixeira japonesa, que possui a maioria das cultivares auto-inférteis,
apresenta o sistema de auto-incompatibilidade gametofitica (SAPIR et al., 2004).
Como resultado, estas dependem de polinizadoras para produzirem frutos, ou seja,
seu pdélen devera efetivamente fecundar o pistilo da cultivar produtora, caso contrario
nao havera producao.



Muito embora existam cultivares de P. salicina com niveis variados de auto-
fecundacao, a informacdo a respeito dos alelos-S de cada cultivar se torna de
grande importancia.

Glicoproteinas e RNAses envolvidas no processo de auto-incompatibilidade,
que segregam junto com os alelos-S ja foram identificadas, e os cDNAs que
codificam para estas proteinas, em alguns casos, clonados (KAUFMANN et al.,
1992; NEWBIGIN et al., 1993; BOSKOVIC; TOBUTT, 1996; DE NETTANCOURT,
1997, 2000). Existe uma relacao entre RNAses e S-glicoproteinas e, portanto, com a
reacdo de incompatibilidade. As RNAses estdo presentes desde a superficie das
papilas estigmaticas, tecido condutor do estilete, até o ovario, o que coincide com o
trajeto do tubo polinico. Supde-se que as RNAses suspendam o crescimento do tubo
polinico por meio da degradacao do RNA, mas os processos celulares que levam ao
reconhecimento e a degeneracdo/eliminacdo dos tubos polinicos incompativeis
ainda nao estao bem claros (HARING et al., 1990; DE NETTANCOURT, 1997,2000;
TAKAYAMA; ISOGAI, 2005). Segundo Wheeler et al. (2003), um gradiente de Ca*?
também estaria associado a reacao de auto-incompatibilidade, porém esta resposta
necessita de estudos mais conclusivos.

Baseando-se nos resultados com Solanaceae, a estrutura primaria total de S-
RNases de Rosaceae tem sido determinada (SASSA et al., 1996; ISHIMIZU et al.,
1998; MATSUMOTO et al.,, 1999), revelando ser constituida por cinco regides
conservadas, C1 a C5, e uma regiao hipervariavel (RHV) incluindo um intron
(BROOTHAERTS et al., 1995). A partir destes trabalhos pioneiros, S-RNases de
Rosaceae tem sido clonadas e estudados (ISHIMIZU et al., 1998; SAKURAI et al.,
2000). De acordo com Sutherland et al. (2004), em Prunus, numerosos alelos-S
foram parcialmente seqlenciados, revelando conter dois introns altamente
polimérficos. Primers baseados nas regides conservadas, especialmente aquelas
que flanqueiam o segundo intron polimdrfico, tém sido desenvolvidos para amplificar
e caracterizar alelos-S, através da identificacdo do tamanho do produto de PCR
(Polymerase chain reaction).

De acordo com Beppu et al. (2002), a determinacao de alelos-S baseada nos
métodos convencionais de polinizacdo e testes de crescimento do tubo polinico
consome muito tempo, 0 mesmo nao ocorrendo quando da utilizacido de PCR para
analisar sequéncias que codificam para S-RNases. Estas estratégias de analise

foram usadas para determinar os alelos-S de varias espécies frutiferas da familia



Rosaceae como cerejeira (P. avium L.), amendoeira (P. dulcis Mill.), umezeiro
japonés (P. mume Sieb. et Zucc.), tendo seus cDNAs clonados (TAO et al., 1997,
1999; USHIJIMA et al., 1998; TAO et al., 1999; YAEGAKI et al., 2001; apud BEPPU
et al., 2002), Prunus malus L. (JANSSENS et al., 1995), Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak.
(ISHIMIZU et al., 1999), além de Prunus dulcis Mill. (TAMURA et al., 2000). Em
ameixeira japonesa (P. salicina) foram detectadas S-RNases na cultivar auto-
incompativel ‘Sordum™ e seus cDNAs foram clonados e sequienciados (YAMANE et
al., 1999). A diversidade de alelos-S em cultivares de ameixeira japonesa, também
foi verificada por Beppu et al. (2002), sendo que a partir deste estudo, foram
construidos primers especificos para os alelos S* e S°.

Métodos que permitam avaliar antecipadamente a compatibilidade genética
de alelos-S entre cultivares sdao de grande interesse, na medida em que permitem
selecionar precocemente cultivares totalmente compativeis, do ponto de vista
genético-reprodutivo, que serdo entdo mais promissoras (MOTA; OLIVEIRA, 2005).

Nao dispensando os ensaios de polinizacao controlada a campo, a avaliacao
molecular dos alelos-S, de cada cultivar, torna todo o processo de selecdo de uma
polinizadora muito mais eficiente, ja tendo sido utilizada para diversas frutiferas
(BROOTHAERTS et al., 1995; ISHIMIZU et al., 1999; YAEGAKI et al., 2001).

A identificacdo molecular de alelos-S em ameixeira japonesa € uma
importante estratégia para o estabelecimento de pomares com cultivares
compativeis reprodutivamente e, assim, melhorar o fruit set e a producdo dos
pomares. A caracterizagdo desses alelos-S, associado a tecnologia de
transformacao genética de plantas, potencializa os trabalhos de melhoramento
genético com o objetivo de obter cultivares autoférteis; uma vez que o uso destas
ferramentas da biotecnologia permite a introducao de seqiéncias de S-RNases em
orientacao antisense, promovendo o silenciamento de genes responsaveis por este
tipo de fendtipo e, conseqlentemente, eliminando o problema da auto-

compatibilidade reprodutiva.

2.3 Marcadores Moleculares

Até pouco tempo, a identificacdo varietal era baseada apenas nas
caracteristicas morfofenoldgicas e pomoldgicas (SANSAVINI, 1998). Entretanto, esta
metodologia apresenta limitagdes operativas-temporais e um custo elevado; além de

nao permitir o acesso a todo o genoma, o que leva a inevitaveis duvidas de
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interpretacdo quando os gendtipos em estudo possuem caracteristicas
morfofenotipicas muito similares (BIANCHI et al., 2002).

Com o avango da biotecnologia € 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 préximas.

Até meados de 1960, os marcadores utilizados em estudos de genética e
melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres morfolégicos.
Porém, estes marcadores apresentam a desvantagem de serem somente
identificados, em sua maioria, ao nivel de planta inteira ou adulta, o que resulta em
demora na obtencdo de resultados e limita o seu emprego (STEFENON; NODARI;
2003).

Na década de 60, surgiram os primeiros marcadores moleculares —
bioquimicos, baseados no isolamento e separacdo de proteinas e isoenzimas No
entanto, esta técnica rapidamente apresentou limitacbes como a baixa capacidade
de detecc¢éo de polimorfismo entre variedades ou espécies proximas (ZIMMER et al.,
2005).

Segundo Ferreira; Grattapaglia (1998), por volta de 1980 desenvolveram-se
novas técnicas, como métodos de seqlienciamento de DNA, de DNA recombinante e
de polimorfismos de fragmentos de DNA. Estas tecnologias de andlise da
variabilidade do DNA permitem determinar pontos de referéncia nos cromossomos,
tecnicamente denominados “marcadores moleculares”, definidos por esses autores
como todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso, CoOmo no
caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondentemente
a regides expressas ou nao do genoma).

O uso de marcadores de DNA, comparados aos marcadores morfolédgicos,
oferece informacdes mais estaveis quanto ao carater fenotipico, uma vez que o
fenétipo é a expressao do gendtipo em condicoes 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).

Diferentemente dos marcadores enzimaticos, os moleculares podem ser
utilizados a partir de amostras de células, de diferentes tecidos e partes da planta
(folhas, embrides, cotilédones, pdlen, etc.) e também em qualquer estadio de
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desenvolvimento da planta, ndo interferindo no processo biolégico que se deseja
estudar (ROBINSON, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e Minissatélites ou locos VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles revelados por amplificagéo pelo
principio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) incluem os marcadores do
tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites) AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e Microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats)
(MILACH, 1998).

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

Os locos de microssatélites tém assumido um papel importante em analises
genéticas no estudo de um grande numero de espécies de plantas. Eles séo
considerados os marcadores mais polimérficos e, devido a sua caracteristica de co-
dominéncia, abundancia e distribuicado uniforme ao longo do genoma sao os mais
apropriados para estudos genéticos (BOREM; CAIXETA, 2006).

Outra vantagem deste tipo de marcador é a facilidade de troca de
informacgdes entre laboratorios, visto que as seqiéncias dos primers proporcionam
uma linguagem comum e a identificacao alélica em estudos populacionais é direta e
objetiva (POWELL et al., 1996; STEPHAN; CHO, 1994).

Marcadores SSR tém sido usado para identificar e caracterizar diferentes
espécies de Prunus (MARTINEZ-GOMEZ, 2005), como em ameixeira e nectarineira
(BIANCHI et al, 2002, 2004), em pessegueiro (SOSINSKI et al., 2000; ETIENNE et
al., 2002; ARANZANA et al., 2003; BIANCHI et al, 2004); amendoeira (JOOBEUR et
al., 2000); damasqueiro (HURTADO et al., 2002); e em estudo da diversidade alélica
em tomateiro (ARESHCHENKOVA; GANAL, 1999).

Hu et al. (2004) usaram SSRs para avaliar o transferabilidade e o nivel de
polimorfismo entre cultivares de batata-doce e suas espécies selvagens
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relacionadas. Bianchi et al. (2002), analisando apenas cinco locos SSR, agruparam
29 porta-enxertos em seus respectivos subgéneros, Prunophora e Amygdalus,
porém os polimorfismos gerados foram suficientes para um bom agrupamento entre
espécies de Prunus persica e os demais hibridos analisados, dentro de cada
subgenéro.

Mnejja et al. (2004) desenvolveram 35 locos SSR polimdérficos com o intuito
de averiguar o nivel de variabilidade em ameixeira japonesa e observaram que 27
destes locos mostraram alto nivel de variabilidade nas cultivares analisadas.

Tendo em vista a expressdo co-dominante e o multialelismo, os marcadores
SSR séo os que possuem o0 mais elevado conteudo de informagéo de polimorfismo
(PIC) na terminologia de marcadores moleculares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Sendo assim, é uma ferramenta com grande aplicabilidade para distincao de
cultivares de Prunus spp.

Considerando a importancia da cultura da ameixeira na regido Sul do Brasil,
tornam-se importantes as pesquisas voltadas a identificacdo de marcadores
moleculares que possam diferenciar e caracterizar cultivares utilizadas
comercialmente. A garantia de idoneidade genética do material vegetal € um atributo
qualitativo de grande importancia em fruticultura e a utilizacdo de mudas de alta
qualidade é determinante para se obter boa produtividade.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar os alelos-S relacionados a
auto-incompatibilidade gametofitica e distinguir, através de técnicas moleculares,
cultivares de ameixeira japonesa, com a finalidade de assegurar a idoneidade
genética do material, bem como tornar mais eficiente a escolha das melhores
polinizadoras, auxiliando, desta forma, no manejo e instalacdo de pomares desta
cultura.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas —
Caracterizacao Molecular, do Departamento de Botanica, Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas — UFPel — RS, no periodo de margco de 2006 a
marco de 2008.

3.1 Material Vegetal
O material vegetal utilizado para as analises foram folhas jovens de cultivares
de ameixeira japonesa (Tabela 1), coletadas no viveiro da Frutiplan — Pelotas/RS e

na Embrapa Clima Temperado.

Tabela 1 — Gendtipos de ameixeira japonesa utilizados na andlise de variabilidade
de locos SSR e de alelos-S. UFPel/Pelotas, 2008

Cddigo__ Cultivar Grupo Espécies
5 Santa Rosa Japonés Prunus salicina (Lindl.)
7 Santa Rita Japonés Prunus salicina (Lindl.)
8 Reubennel Japonés Prunus salicina (Lindl.)
9 Pluma 7 Japonés Prunus salicina (Lindl.)
10 América Japonés Prunus salicina (Lindl.)
11 Rosa Mineira Japonés Prunus salicina (Lindl.)
13 Amarelinha Japonés Prunus salicina (Lindl.)
14 The first Japonés Prunus salicina (Lindl.)
18 Harry Pickstone Japonés Prunus salicina (Lindl.)
23 Gulfblaze (Clone Sao Paulo) Japonés Prunus salicina (Lindl.)
24 Gulfblaze (Clone Guaiba) Japonés Prunus salicina (Lindl.)
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3. 2 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras contendo 50 mg de folhas usando o
método descrito por Doyle; Doyle (1991). As amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido, coletadas para tubos de dois (2) mL juntamente com 900 uL do
tampao de extracao (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 8,0,
0,5% B-Mercaptoetanol, 1% PVP); seguida de incubacdo em banho-maria por 50
min a 65°C e uma desproteinizacdo com 900 uL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1). Apos centrifugagao, 700 pL de sobrenadante foi coletado para novo tubo com
igual volume de etanol absoluto e realizada lavagem com 500 pyL de etanol 70%.
Para a suspensao final do DNA precipitado foi utilizado Tampéao 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 padrdao o DNA de Fago Lambda
digerido com Hind Ill, posteriormente uma solugdo de trabalho foi diluida para a

concentragdo de 5 ng uL™.

3.3 EXPERIMENTO 1 - IDENTIFICACAO DE ALELOS-S DE INCOMPATIBILIDADE
GAMETOFITICA EM AMEIXEIRA JAPONESA

3.3.1 Deteccao de polimorfismo dos alelos-S por meio de Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Nas reacoes de PCR foram utilizados 20 ng de DNA de cada amostra; 2,5 pl
de 10x PCR buffer; 1,5 mM de MgCl,. 0,4 uM de cada primer; 150 uM de cada
dNTPs; 1,25U de Tag DNA polimerase (kit Invitrogen) e agua Milli-Q para um volume
final de 25 pl. Os primers utilizados na reagéo de PCR estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Combinacgéo de primers usados na amplificacdo de alelos-S, com suas
respectivas sequiéncias de nucleotideos e temperatura de anelamento.
UFPel/Pelotas, 2008

Designago o Temperatura o
do primer Sequéncia (5°-3") anel(a;g)ento Referéncia
Pru-C2 CTA TGG CCA AGT AAT TAT TCA AAG C 54 Taoetal, 1999,
PCE-R TGTTTG TTC CAT TCG CYTTCC C 2001,
Pru-C2 CTA TGG CCA AGT AAT TAT TCAAAC C 54 Tao et al.. 1999
Pru-C5 TAC CAC TTC ATG TAA CAA CTG AG ” '
1Z1 CCC GAGACATGT TGT TTG CAA G 56 Sapir, 2004.

1Z4 CCC ACC TATTCT ACCGTT TG
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A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador Modelo PCR Sprint —
Thermo Electron Corporation. O perfil térmico para a PCR com os diferentes pares
de primers foi: um ciclo inicial de 94°C por 5 min, 54°C por 2 min e 72°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 54°C temperatura de anelamento (T °A) por
2 min 72°C por 3 min. Com ciclo final de 94°C por 1 min, 54°C por 2 min, 72°C por
10 min e 4°C por 8 min. T°A foi alterada conforme a necessidade para cada par de
primer (54 ou 56°C), conforme apresentado na tabela 2.

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE 0,5X, a 5 V cm™. Como
marcador de massa molecular foi utilizado DNA Ladder 100 pb e, apds a imerséao do
gel em solugao de brometo de etideo, a visualizagdo dos fragmentos foi realizada
sob luz ultravioleta em um fotodocumentador (modelo E-BOX-100 — marca Vilber

Lourmat).

3.3.2 Seqlienciamento de fragmentos de DNA produzidos por PCR

Alguns produtos de PCR foram submetidos ao seqlienciamento para
confirmar a identidade dos alelos (Tabela 3). Amostras de 100 ng de DNA
amplificado, correspondentes a alelos isolados dos géis de agarose, foram
seqlienciados utilizando o kit DYEnamic™ ET termination (Amershal Biosciences)
conforme protocolo do fabricante. As reacbées de sequenciamento foram analisadas
em um seqlenciador automatico MegaBACE 500 (Amershal Biosciences) e os
fragmentos amplificados foram seqlenciados trés vezes para confirmacado dos

resultados.

Tabela 3 — Cultivares e primers usados na amplificacdo e tamanho dos alelos-S
purificados e submetidos ao sequienciamento. UFPel/Pelotas, 2008

Cultivar Primers Tamanho aproximado do alelo (em pb)
Rosa Mineira Pru-C, + Pru-Cs 800
Rosa Mineira Pru-C, + Pru-Cs 600
Rosa Mineira Pru-C, + PCE-R 500
Rosa Mineira Pru-C, + PCE-R 400
Santa Rita Pru-C; + Pru-Cs 1100
América Pru-C; + Pru-Cs 1500
América 124 + 12, 500
Santa Rosa 12 +12Z, 500
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3.3.3 Analise in silico das seqliéncias de nucleotideos

Apds o sequenciamento, a qualidade das sequéncias de nucleotideos foi
analisada pela sobreposicdo dos fragmentos utilizando o software Vector NTI
Advance 10.0, AlignX e Contig Express (InforMax, Inc.). A determinacdo da
seqUéncia consenso foi feita pelo alinhamento dos produtos obtidos utilizando o
software ClustalX (THOMPSON et al.,, 1997). A natureza das sequéncias foi
confirmada a partir do alinhamento contra sequiéncias depositadas no banco de
dados de nucleotideos no BLAST do NCBI (National Center for Biotechnology
Infomation - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.4 EXPERIMENTO 2 - DIFERENCIACAO GENETICO-MOLECULAR DE
GENOTIPOS DE AMEIXEIRA JAPONESA PELA ANALISE DE LOCOS
MICROSSATELITES (SSR)

3.4.1 Analise de locos microssatélite (SSR)

Foram utilizados oligonucleotideos inciciadores ou primers para locos da série
UDP (Tabela 4). As reagbes de PCR foram conduzidas em termociclador MJ
Research PTC-100, utilizado 2,5 uL de tampéao 10x (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM
KCl); 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP; 0,15 uM de cada primer; 0,8 unidades
de Taq polimerase (Invitrogen); 15 ng de DNA gendémico e agua Milli-Q para o
volume final de 25 pL. Foi usado o seguinte perfil térmico: 1 ciclo (95°C por 5 min),
35 ciclos (94 °C por 45s; 57°C por 45s e 72°C por 45s), mais um ciclo final (72°C por
8 min).

Aos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 10 pL de solugéo
desnaturante (98% formamida, 10 mM EDTA, 0,05% bromofenol Blue e 0,05% de
xyleno cyanol), seguido de tratamento térmico a 95°C por 5 minutos e imersao
imediata em gelo. Posteriormente 4,5 uL de cada amostra amplificada foi aplicada
ao gel, acompanhada do marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). A eletroforese
foi conduzida em gel de poliacrilamida na concentracdo de 6%, em tampao TBE 1X
a 65 volts, por aproximadamente 3 horas. Na revelacao dos géis se utilizou nitrato
de prata, segundo a metodologia descrita por Bassam et al. (1991).

O perfil eletroforético dos gendtipos foi registrado quanto a presenca (1) e
auséncia (0) de bandas, em conjunto para analise de similaridade, e em cada loco
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individual, para o calculo da frequéncia alélica (numero médio de alelos por loco,
estimado pela média aritmética dos locos estudados). A similaridade genética foi
calculada por meio do Coeficiente Simple Matching (SOKAL; SNEATH,1963) e o
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted pair group mean average),
utilizando o software NTSYS.pc versao 2.1 (ROHLF, 2000).

Tabela 4 — Sequéncias de oligonucleotideos e respectivas temperaturas de
anelamento (T°A) de primers para locos de microssatélites desenvolvidos de
biblioteca de DNA de Prunus persica (CIPRIANI, 1999)

Locos/GenBank Seqiiéncia dos Primers (5-3) T°A(°C)

Acesso n’

UDP96-001 F: AGTTTGATTTTCTGATGCATCC 57°
R: TGCCATAAGGACCGGTATGT

UDP96-003 F: TTGCTCAAAAGTGTCGTTGC 57°
R: ACACGTAGTGCAACACTGGC

UDP96-005 F: GTAACGCTCGCTACCACAAA 57°
R: CCTGCATATCACCACCCAG

UDP96-008 F: TTGTACACACCCTCAGCCTG 57°
R: TGCTGAGGTTCAGGTGAGTG

UDP96-013 F: ATTCTTCACTACACGTGCACG 57°
R: CCCCAGACATACTGTGGCTT

UDP96-018 F: TTCTAATCTGGGCTATGGCG 57°
R: GAAGTTCACATTTACGACAGGG

UDP96-019 F: TTGGTCATGAGCTAAGAAAACA 57°
R: TAGTGGCACAGAGCAACACC

UDP98-022 F: CTAGTTGTGCACACTCACGC 57
R: GTCGCAGGAACAGTAAGCCT

UDP98-024 F: CCTTGATGCATAATCAAACAGC 57
R: GGACACACTGGCATGTGAAG

UDP98-407 F: AGCGGCAGGCTAAATATCAA 57°
R: AATCGCCGATCAAAGCAAC

UDP98-409 F: GCTGATGGGTTTTATGGTTTTC 57
R: CGGACTCTTATCCTCTATCAACA

UDP98-412 F: AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC 57°
R: GCTGAAGACGACGATGATGA

UDP98- 414 F: AAAAGGCACGACGTTGAAGA 57°
R: TTCAGATTGGGAATTTGAAG




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 - Identificacao de alelos-S de incompatibilidade gametofitica
em ameixeira japonesa

4.1.1 Amplificacao de alelos-S

No estudo de amplificacdo de alelos-S de gendtipos de ameixeira (Tabela 1),
11 cultivares auto-incompativeis ou com compatibilidade parcial foram testadas com
trés pares de primers (Tabela 2).

A combinacgado de primers que apresentou melhor resultado de amplificacéo
foi a de Pru-C, com PCE-R (Figura 1), mostrando amplificacdo de alelos nas 11
cultivares testadas. Cada cultivar apresentou dois alelos distintos, com excecao de
‘Pluma 7’, ‘The First’, ‘Gulfblaze’ (clone proveniente de Sao Paulo) e ‘Gulfblaze’ (clone
proveniente de Guaiba), que apresentaram apenas um alelo amplificado. A
combinacao dos primers, Pru-C, e Pru-Cs (Figura 1) amplificou os alelos-S em 10
cultivares (91%), sendo que destas, oito cultivares tiveram dois alelos amplificados e
duas tiveram um unico alelo (‘The First’ e ‘Gulfblaze’ de Guaiba). A cultivar ‘Gulfblaze’
(clone de Sao Paulo) nao teve alelos amplificados, sendo um indicativo que esta
cultivar possui alelos nulos para este loco.

A combinacdo dos primers 1Z1 e 1Z4 amplificou alelos em apenas trés

cultivares (27,3%) e, em cada uma delas, apresentou um Unico alelo (Figura 2).
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Primers: 1Z1+1Z4
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Figura 2 — Padrées de amplificacado de alelos-S obtidos com os primers | Z/1Z4 em 11

cultivares de ameixeira japonesa.
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O tamanho dos alelos obtidos variou entre cultivares bem como entre
combinacao de primers. Com Pru-C, e Pru-Cs, seis diferentes alelos foram obtidos
entre as 11 cultivares testadas. A visualizagao do resultado da amplificagdo mostrou
alelos de tamanho em torno de 1900, 1600, 1500, 1400, 800 e 600 pb (Tabela 5).
Pru-C, e PCE-R também amplificou seis alelos, porém o tamanho destes fragmentos
foi menor do que os obtidos com a combinacéo de primers anterior, e ficou sendo de
1500, 1300, 1200, 1100, 500 e 400 pb. A combinacao de primers 1Z, e 1Z4 amplificou
alelos de mesmo tamanho, em torno de 460 pb.

Na pesquisa realizada por Beppu et al. (2002), com os primers Pru-C, e PCE-
R, foram observados dois alelos em cada cultivar e um total de 9 alelos em 17
cultivares de ameixeira japonesa. Na amplificacdo com Pru-T, e PCE-R apenas uma
cultivar ndo apresentou dois alelos. De acordo com os autores, os alelos de mesmo
tamanho com cada conjunto de primer seriam derivadas do mesmo gene de S-RNase
de P. salicina.

Quando comparados os resultados de PCR dos diferentes conjuntos de
primers usados para flanquear as regides, Pru-Co/Pru-Cs com Pru-C,/PCE-R,
observou-se que a amplificacdo mostrou tamanhos de fragmentos diferentes, porém
um padrao semelhante de distribuicdo das bandas entre as cultivares (Tabela 5 e
Figura 1), ou seja, praticamente as mesmas cultivares apresentaram alelos, porém
o tamanho destes alelos em pb destes foi diferente. Variacbes semelhantes entre os
conjuntos de primers Pru-C,/Pru-Cs e Pru-To/PCE foram observadas nas pesquisas
realizadas por Beppu et al. (2002).

Com o conjunto de primers |1Z1 e 1Z4, apenas trés cultivares apresentaram
amplificacdo e de apenas um alelo em cada uma (Tabela 5 e Figura 2). Este fato se
justifica quando se leva em consideracdo que estes primers amplificam apenas
seqUéncias exclusivas de um alelo-S especifico (SAPIR et al., 2004).

Algumas cultivares mostraram padrdes de amplificagéo diferenciada, como
a cultivar ‘Pluma 7’, que apresentou dois alelos quando usado os primers Pru-
Co/Pru-Cs e apenas um alelo com Pru-Co/PCE-R. ‘Gulfblaze’ (clone de Sao Paulo)
nao teve alelos-S amplificados com Pru-C./Pru-Cs, mas teve um alelo amplificado
com Pru-C,/PCE-R.

Em pesquisas realizadas por Tao et al. (1999), em gendtipos de cerejeira,
amendoeira e damasqueiro, usando os primers Pru-C/Pru-Cs, e por Yamane et al.

(2001) com os primers Pru-Co/PCE-R, nas mesmas espécies, também foram
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observadas variacoes entre as combinacdes de primers, tendo ocorrido auséncia de
amplificacdo em algumas cultivares, semelhante ao que ocorreu no presente

estudo.

Tabela 5 - Combinacao de primers e tamanho aproximado (em pares de bases) dos
alelos-S amplificados em cultivares de ameixeira japonesa. UFPel/Pelotas 2008

Primers Primers Primers
Cultivar Forward: Pru-C, Forward: Pru- C, Forward: 1Z,

Reverse : Pru-C; Reverse : PCE-R Reverse : 1Z,
Santa Rosa 1900 — 1500 1500 - 1200 460
Santa Rita 1400 — 800 1100 - 400 -
Reubennel 1900 - 1600 1500 - 1300 -
Pluma 7 1900 - 1400 1500 -
Ameérica 1900 - 1500 1500 - 1200 460
Rosa Mineira 800 - 600 500 - 400 -
Amarelinha 1900 - 800 1500 — 400 -
The First 1500 1200 -
Harry Pickstone 1900 - 1500 1500 — 1200 -
Gulfblaze (SP) - 1200 -
Gulfblaze (Guaiba) 1500 1200 460

Essa auséncia de amplificacdo pode ocorrer em alguns casos, significando
que se trata de alelos nulos para aquele loco génico da cultivar sob avaliagao. Alelos
nulos sdo descritos em diversos sistemas de microssatélites e sdo o resultado de
mutacodes, tais como substituicdo, insercées e delecdbes em uma ou em ambas as
regides de anelamento dos primers no DNA (CALLEN et al., 1993).

Os primers utilizados foram construidos, de acordo com a literatura, tendo
como local de referéncia a regido conservada entre diferentes espécies de
Rosaceas. Na figura 3, observa-se um esquema dessas regioes e os locais de onde
foram obtidos os primers. De acordo com Beppu et al. (2002), da regiao C3 se
obteve o primer PCE-R e, encontra-se entre as regides C2 e C5 das quais foram
obtidos Pru-C, e Pru-Cs, respectivamente. O fragmento amplificado pelo par de
oligonucleotideos Pru-C,/PCE-R tende a ter um menor nimero de bases do que o
fragmento amplificado pelo par de oligonucleotideos Pru-C,/Pru-Cs. Tais diferencas
no tamanho dos alelos amplificados foram observadas no presente trabalho, quando

comparados os conjuntos de primers, conforme apresentado na figura 1.
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Os “primers especificos” 1Z /1Z4, foram identificados por Sapir et al. (2004), a
partir da clonagem do alelo S4 e foram utilizados para confirmar a compatibilidade

entre cultivares.

| |
Pru-Cs> PCE-R P1u-Cs
| RHV | |
| | i
1 C2 3 C4 5

Figura 3 — Representagdo esquematica das regides conservadas para alelos-S
em Roséaceas, C1, C2, C3, C4 e C5 conforme Beppu (2002). Localizacao dos
primers utilizados em analise de PCR, Pru-C,, PCE-R e Pru-Cs e, uma regiao
hipervariavel (RHV).

4.1.2 Compatibilidade entre cultivares e suas polinizadoras

A auto-incompatibilidade de muitos genétipos de ameixeira japonesa é
conhecida e tem sido determinada através de métodos convencionais de polinizacao
e testes de crescimento do tubo polinico. Na tabela 6 sdo apresentadas as cultivares
utilizadas nesta pesquisa, com suas respectivas polinizadoras, indicadas através de
estudos morfolégicos. De acordo com Barbosa (2006), a caracteristica basica da
polinizadora € que floresca junto com a cultivar produtora e, essencialmente, devera
ser compativel com a mesma, ou seja, seu pdlen devera efetivamente fecundar o
pistilo da cultivar produtora, caso contrario nao havera produgéo.

A plena floragao da cultivar ‘Gulfblaze’, no Estado de Sao Paulo, ocorre entre
fins de julho até meados de agosto, dependendo do local de cultivo e do tipo de
manejo das plantas (BARBOSA, 2006), sugerindo que o periodo de floracdo das
polinizadoras apesar de bem conhecido, pode ser influenciado por condigdes
climaticas, como chuva, vento, geadas, seca, entre outros, e assim ocasionar
variacdo na polinizagdo efetiva. Portanto, a escolha da planta polinizadora que
ofereca as melhores caracteristicas € essencial para garantir a producao.
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Tabela 6 - Relagao das cultivares de ameixeira japonesa utilizadas em analises de
PCR e suas respectivas polinizadoras. UFPel/Pelotas 2008

Cultivares Produtoras Cultivares Polinizadoras

Santa Rosa Santa Rita, The First ou Wickson
Santa Rita Santa Rosa, Methley ou The First
Reubennel Rosa Mineira, Amarelinha ou Pluma 7
Pluma 7 Blood Plum, Amarelinha

América Reubennel, Rosa Mineira

Rosa Mineira Relativa auto-fertilidade
Amarelinha Blood Plum, Pluma 7 e Friar

The First Santa Rita, Santa Rosa ou Methley
Harry Pickstone Wade, Wickson

Gulfblaze (Sao Paulo) Selecdes Fla 87-1 e Fla 87-2
Gulfblaze (Clone Guaiba) Nao relatado

Fonte: EMBRAPA/2008

De acordo com a figura 1, na amplificagdo com os primers Pru-C,/Pru-Cs e
Pru-C./PCE-R, a cultivar ‘Santa Rosa’ apresentou, com o primeiro conjunto de
primers, alelos de tamanho em torno de 1900 e 1500pb, e de 1500 e 1200 pb, com o
segundo, padrées semelhantes as das cultivares ‘América’ e ‘Harry Pisckstone’.
Estas evidéncias sugerem que estas trés cultivares apresentam auto-
incompatibilidade e, dentre as 11 testadas, sdo as Unicas com incompatibilidade total
entre elas.

Baseando-se nos resultados de amplificacdo com os diferentes pares de
primers, a relacao de auto-incompatibilidade e incompatibilidade de alelos-S entre as
cultivares, pode ser analisada (Tabelas 7 e 8). Através desta anélise pode-se obter a
planta mais adequada para ser usada como polinizadora. Verificou-se semi-
compatibilidade (SC) entre algumas cultivares, as quais tiveram amplificados dois
alelos distintos, porém apresentaram apenas um alelo em comum. Outras, também
amplificaram dois alelos, mas se mostraram compativeis (C), por nao terem
apresentado nenhum alelo em comum. Enquanto algumas cultivares, que tiveram
amplificado apenas um alelo, podem ser consideradas com auto-incompatibilidade
parcial (AIP), como no caso de ‘The First' e ‘Gulfblaze’ (clone de Guaiba) na
amplificagdo com os primers Pru-C,/Pru-Cs e também com Pru-C, e PCE-R. Com
este ultimo par de primers, a cultivar ‘Pluma 7’, também demonstrou apresentar
auto-incompatibilidade parcial, com a amplificacdo de apenas um alelo, porém com
os primers Pru-C./Pru-Cs mostrou-se auto-incompativel, amplificando dois alelos. A
possibilidade da presenca de alelos nulos, ja mencionados anteriormente, deve ser

levada em consideracao também nesta andlise.
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Tabela 7 — Relagdo de compatibilidade gametofitica entre cultivares de ameixeira
japonesa baseada nos alelos-S do loco Pru-C./Pru-Cs, amplificados por PCR.

UFPel/Pelotas, 2008

Primers: Forward: Pru-C, Reverse: Pru-Cs

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Santa Rosa (1) Al C SC SC | C §SC SsC l NA SC
Santa Rita (2) Al C SC C SC SC C C NA C
Reubennel (3) Al SC SC C SC C SC NA C
Pluma 7 (4) Al SC C SC C SC NA C
América (5) Al C SC SC l NA SC
Rosa Mineira (6) Al SC C C NA C
Amarelinha (7) Al C SC NA C
The First (8) AIP  SC NA SC
Harry Pickstone (9) Al NA SC
Gulfblaze (SP) (10) NA NA
Gulfblaze (Guaiba) (11 AIP
Al — Auto-incompativel; SC — Semi-compativel; C — Compativel; e | — Incompativel; AIP — Auto-

incompatibilidade parcial; NA — N&o amplificou.

Tabela 8 - Relagdo de compatibilidade entre cultivares de ameixeira, baseada nos
alelos-S do loco Pru-C,/PCE-R, amplificados por PCR. UFPel/Pelotas 2008

Primers: Forward: Pru-C, Reverse: PCE-R

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Santa Rosa (1) Al C SC SC | C SC SC | SC SC
Santa Rita (2) Al C C C SC SC C C C C
Reubennel (3) Al SC SC C SC C SC C C
Pluma7 (4) AP SC C SC C SC C C
América (5) Al C SC SC l SC SC
Rosa Mineira (6) Al SC C C C C
Amarelinha (7) Al C SC C C
The First (8) AlIP  SC SC SC
Harry Pickstone (9) Al SC SC
Gulfblaze (SP) (10) Al SC
Gulfblaze (Guaiba) (11) AIP
Al — Auto-incompativel; SC — Semi-compativel; C — Compativel; e | — Incompativel; AIP — Auto-

incompatibilidade parcial.
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A partir da identificacdo dos alelos-S foi possivel estabelecer uma nova
relacdo de polinizadoras para as cultivares estudadas (Tabela 9). Nesta relacao,
primou-se por usar somente cultivares que mostraram compatibilidade completa e,
mesmo assim pbdde ser verificado um numero consideravel de polinizadoras para
algumas cultivares.

A cultivar ‘Rosa Mineira’ & conhecida por apresentar relativa auto-fertilidade.
Nesta relacéo de polinizadoras estabelecidas (Tabela 9), ela se mostrou compativel
com um numero maior de cultivares do que as demais, confirmando o que o0s

estudos e as praticas de selecdo convencional ja haviam estabelecido.

Tabela 9 - Relacdo de cultivares de ameixeira japonesa e suas polinizadoras
estabelecidas a partir das andlises de compatibilidade dos alelos-S amplificados.
UFPel/Pelotas/2008

Cultivares Cultivares

Produtoras Polinizadoras

Santa Rosa Santa Rita, Rosa Mineira

Santa Rita Santa Rosa, Reubennel, América , The First, Harry
Pickstone, Gulfblaze (Guaiba)

Reubennel Rosa Mineira, The First, Gulfblaze (Guaiba)

Pluma 7 Rosa Mineira, The First, Gulfblaze (Guaiba)

América Rosa Mineira, Santa Rita

Rosa Mineira Santa Rosa, Reubennel, Pluma 7, América, The First, Harry
Pickstone, Gulfblaze (Guaiba)

Amarelinha The First, Gulfblaze (Guaiba)

The First Santa Rita, Reubennel, Pluma 7, Rosa Mineira, Amarelinha

Harry Pickstone Santa Rita, Rosa Mineira

Gulfblaze (Sao Paulo) Reubennel, Pluma 7, Rosa Mineira, Amarelinha

Gulfblaze (Guaiba) Reubennel, Pluma 7, Rosa Mineira, Amarelinha

Baseando-se nestes dados de compatibilidade, a escolha das melhores
polinizadoras devera ser feita levando em consideracdo, ainda, a variabilidade das
condicdes de clima, principalmente de temperatura e da época de floracdo. Sendo
adequado o uso de mais de uma polinizadora por cultivar comercial, uma vez que,
sob determinadas condi¢cbes, a floracdo poderd nao coincidir completamente
(EMBRAPA, 2005).

No estudo de Beppu et al. (2002), foram analisadas diversas cultivares,
usando os primers Pru-T,/PCE-R, dentre elas ‘Santa Rosa’, Late Santa Rosa’ e
‘Beauty. A cultivar ‘Santa Rosa’ amplificou alelos de tamanho em torno de 1420 e
1170 pb, os quais foram denominados de S° e S°. Estas trés cultivares, foram
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consideradas auto-compativeis e constatou-se que elas possuem em comum 0S
alelos S° e S° Outras cultivares testadas apresentaram o alelo-S° porém
mostraram-se auto-incompativeis, como ‘Oishiwasesumomo’ e ‘Tayo’. Ja a cultivar
‘Rio’, que amplificou o alelo-S°®, apresentou crescimento do tubo polinico, ou seja, se
mostrou auto-compativel, o que demonstra que o alelo-S°® pode ser o responsavel
pela inversao da auto-incompatibilidade presumida na cultivar ‘Santa Rosa’.

Tao et al. (2000, 2002 a, b) também encontraram em cultivares de
damasqueiro-japonés (P. mume Sieb & Zucc) um gene para S-RNase que poderia
ser utilizado como marcador molecular de auto-compatibilidade, assim como o alelo-
S°, citado anteriormente, que quando detectado em ameixeira japonesa também
podera ser utilizado para esta finalidade.

A partir destas informagdes, ou seja, o conhecimento dos alelos-S
responsaveis pela incompatibilidade, bem como do conhecimento de um alelo-S que
possa reverter esta incompatibilidade, ha a possibilidade, através de métodos
biotecnol6gicos, da transferéncia de alelos entre cultivares semi-compativeis, mas

que apresentem sincronia de floracao.

4.1.3 Analise de Seqlienciamento de alelos amplificados

Com a finalidade de confirmar que se tratava de seqliéncias codificadoras de
S-RNases, bem como averiguar a denominacgéo relacionada a sequéncia dos alelos
obtida conforme a literatura, parte dos fragmentos foram seqlenciados e a sua
sequéncia parcial (Anexo B) comparada com as de alelos-S de P. salicina
depositadas no GenBank. O seqlenciamento foi necessario para permitir a
identificagdo de parte da composigdo e a ordem de nucleotideos de alelos
amplificados para o alinhamento com as sequUéncias depositadas nas bases de
dados, com o intuito de encontrar seqiiéncias similares.

Varias tentativas de isolamento e purificagdo de bandas amplificadas nas
diferentes cultivares foram feitas, porém somente nas cultivares ‘América’, ‘Rosa
Mineira’, ‘Santa Rita’ e ‘Santa Rosa’ foi possivel obter DNA para a etapa de
sequenciamento.

Através da comparacdo de seqliéncias, conforme tabela 10, foi possivel
verificar que o produto da amplificacdo com os primers 1Z1/1Z4, sequenciado com o
uso do primer 1Z4, a cultivar ‘América’ apresentou 100% de identidade com o alelo S°
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(SAPIR; GOLDWAY, 2006 - BLAST) e, 99% de identidade com o alelo S* conforme
Sapir e Goldway - BLAST (2001), enquanto na cultivar ‘Santa Rosa’, apresentou
99% de identidade com o alelo S° e, também, 99% de identidade com o alelo S*
(SAPIR; GOLDWAY, 2006, 2001- BLAST). O que sugere tratar-se do mesmo alelo,
ja que na visualizacado dos produtos amplificados (Figura 2), constataram-se bandas
de tamanho semelhante. Pequenas diferencas podem ser em funcédo da perda de
algumas bases durante o processo de isolamento e purificacdo das bandas ou
mesmo da perda das extremidades durante o seqlenciamento.

De acordo com Schifino-Wittmann; Dall’Agnol (2002), existem algumas
espécies que possuem o sistema de auto-incompatibilidade gametofitico, porém na
pratica apresentam certa fertilidade. Isto aconteceria em funcdo da ativacdo de
genes que tem como funcgéo restaurar a fertilidade, de modo a permitir que ocorra o
crescimento do tubo polinico e a conseqiiente fecundagdo. Como no caso do alelo S'
em damasqueiro, que ocorre naturalmente ou surgem como resultado de mutagdes
ou poliploidizagao.

Na cultivar ‘Rosa Mineira’, os alelos amplificados para os locos Pru-C,/Pru-Cs
e Pru-C,/PCE-R foram seqlienciados com cada um dos primers individualmente.
Com Pru-C,, conforme Beppu et al. (2002), foi encontrada 87% de identidade com o
alelo S'; com Pru-Cs 94% de identidade com o alelo S' e, de acordo com Tao et al.
(2006 - BLAST), foi observada 88% de identidade com o alelo S%; enquanto com o
primer PCE-R foi verificado 90% de identidade com o alelo S" (ZHANG et al., 2006;
BEPPU et al., 2002- BLAST) e 82% de identidade com S* (TAO et al., 2006-
BLAST).

Nas cultivares ‘Santa Rita’ e ‘América’, os alelos amplificados com os primers
Pru-C,/Pru-Cs, foram sequienciados com Pru-Cs. ‘Santa Rita’ apresentou 94% de
identidade com o alelo S" (BEPPU et al., 2002) e ‘América’ ndo apresentou
identidade com nenhuma sequéncia de S-RNases. Conforme se pode observar na
tabela 10, a seqUéncia isolada da cultivar ‘América’ foi consideravelmente pequena,
supondo-se insuficiente para uma analise adequada, devido ao grande numero de
regides em tandem que ha no genoma da ameixeira.

Para analisar alelos-S de cultivares de P. salicina, adequadas as condicoes
climaticas de Israel, Sapir et al. (2004) testaram diversas combinagcdes de primers
nas cultivares ‘Wickson’, ‘Royal Zee’ e a polinizadora ‘Red Beaut’ e obtiveram a

amplificacdo de alguns alelos com a combinagao Pru-C,/Pru-C4R. Estes alelos foram
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identificados como S', S8 S* S° e S°. A andlise da seqiiéncia do alelo S revelou

que ele é idéntico ao alelo S?, isolado e analisado por Yamane et al. (1999).

Tabela 10 — Comparacao entre as sequéncias dos alelos-S, de Prunus salicina,
obtidas por meio de sequienciamento, com as seqiéncias depositadas no banco de
dados de nucleotideos no BLAST do NCBI. UFPel/Pelotas/2008

. , Tamanho Acesso . Referéncia
Cultivar Primer Alelo (pb) Descricao
100 % de Sapir e Goldway,
500 DQ646489.1  yontidade S° 2006 - BLAST
América 1Z1 .
99 % de Sapir e Goldway,
500 AF4324181  jentidade S* 2001 - BLAST
99 % de Sapir e Goldway,
500 DQ646489.1 | jontidade S° 2006 - BLAST
Santa Rosa 1Z1 .
99 % de Sapir e Goldway,
500 AF4324181  jentidade S° 2001 - BLAST
Rosa Mineira Pru-C2 670 AB084149.1 87 % de , Beppu et al.,
identidade S' 2002- BLAST
Beppu et al.
94 % de :
800 AB084149.1 identidade S 2002 - BLAST
Rosa Mineira Pru-C5 88 % de Tao et al., 2006 -
800 AB252411.1 identidade S° BLAST
Zhang et al.
90 % de i
420 DQ512914.1 identidade S" 2006 - BLAST
Rosa Mineira PCE-R 90 % de Beppu et al.,
420 AB084148.1 identidade S" 2002 - BLAST
Rosa Mineira PCE-R 420 AB252411.1 82 % de Tao et al., 2006 -
identidade S® BLAST
Santa Rita Pru-C5 900 AB084149.1 94 % de Beppu et al.,
identidade S" 2002 - BLAST
América Pru-C5 500 *

*paixa identidade com alelos-S

Nesta pesquisa, a amplificagdo usando os primers Pru-C,/PCE-R na cultivar
‘Rosa Mineira’ mostrou dois fragmentos, um com 400 pb e outro com 500 pb, os
quais podem ser comparados aos encontrados no estudo de Beppu et al. (2002),
que fizeram uso do mesmo par de primers, e encontraram fragmentos com tamanho
em torno de 470, 1540, 1170, 1290, 1420, 1120, 1230, 520 e 410 pb, aos quais
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denominaram de S?, S°, S°, S9 S°, S S9 S"e S, respectivamente. Os fragmentos
com tamanho aproximado de 400 pb e 500pb, obtidos no presente trabalho, se
assemelham a S' e a S?, respectivamente.

Na amplificagdo da cultivar ‘Santa Rosa’, com os mesmos primers, se
obteve dois alelos, 1500 pb e 1200 pb. O alelo com 1500 pb pode ser o mesmo alelo
S° obtido por Beppu et al. (2002), pois como o tamanho dos alelos é determinado
pela comparacdo com o marcador, poderdo ocorrer pequenas diferencas de
visualizagdo na estimativa do tamanho dos alelos.

Comparando as sequéncias parciais, como também o tamanho dos alelos
obtidos (Tabela 3), supde-se que os alelos identificados nestas cultivares de P.
salicina estudadas sdo, quando comparados os resultados com os de Sapir et al,
(2004), S' em ‘Rosa Mineira’, S* em ‘América’ e ‘Santa Rosa’ e, de acordo com
Beppu et al. (2002), S'e S? (S') em ‘Rosa Mineira’.

Os resultados obtidos sugerem que o alelo S°, considerado um alelo de
auto-compatibilidade, esta presente na cultivar ‘Santa Rosa’, bem como nas outras
cultivares que mostraram compartilhar do mesmo alelo. As comparagodes realizadas
mostraram que alelo S° pode ser o fragmento de tamanho maior na cultivar ‘Santa
Rosa’, bem como nas demais cultivares, independente da combinacdo de primers
usada. Mas € necessario que novos estudos sejam feitos, bem como, o
aprimoramento das técnicas que permita uma determinacdo exata de toda a
seqUéncia deste alelo-S. A partir deste estudo podera se fazer uso deste
conhecimento em programas de melhoramento de ameixeira, através da obtengéo
de novas cultivares por meio de técnicas de transformacgédo genética ou mesmo pelo
simples fato de fazer a combinacdo mais adequada entre planta produtora e planta
polinizadora. Medidas estas que auxiliariam na reducdo de alguns dos problemas
que limitam a producéao desta frutifera.
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4.2 Experimento 2 - Diferenciacdao genético-molecular de genétipos de
ameixeira japonesa pela analise de locos microssatélites (SSR)

4.2.1 Amplificacao dos locos SSR

Dentre os 13 locos microssatélites ou SSR testados (Tabela 4), cinco
produziram bandas nitidas e de boa repetibilidade. Ndo se obteve produtos
amplificados no genotipo ‘Rosa Mineira’ com os primers UDP 98407 e UDP 96019 e
também, em ‘América’ com o primer UDP 96005 e, em ‘The First’ com UDP 96019.
Um exemplo do padrao eletroforético obtido com primers SSR é apresentado na
Figura 4. O numero de alelos amplificados em cada genétipo e em cada loco foi de
um ou dois, enquanto o niumero de perfis polimérficos variou de cinco a sete. Os
primers UDP 96013 e UDP 98407 revelaram o maior numero de polimorfismos, com
sete alelos distintos amplificados em 11 gendtipos. UDP 96019 amplificou seis alelos
e UDP 96005 e UDP 96008 amplificaram cinco alelos. No total, os cinco locos
avaliados revelaram um total de 30 polimorfismos.

De acordo com McCouch et. al. (2001), muitos estudos relatam diversidade
alélica significativamente maior de marcadores microssatélites do que outros
marcadores moleculares. O que justifica 0 seu uso para a diferenciacao de cultivares
que apresentam na sua constituicdo genética ancestrais em comum e por
consequéncia, gendtipos muito semelhantes. Para Borém; Caixeta (2006), variagdes
nas regides dos microssatélites resultam em grande numero de alelos detectados
por loco genético, apresentando elevado poder discriminatério. Por esse motivo,
normalmente poucos locos garantem a completa diferenciacdo dos genétipos de
interesse, 0 que € importante, considerando-se a necessidade de discriminacao de
cultivares geneticamente muito préximas, ou essencialmente derivadas.

Os dados de frequéncia alélica estao apresentados na tabela 11. Os alelos
receberam denominacdes simbdlicas e foram analisados separadamente para cada
loco. Em relagdo a andlise de freqiéncia alélica, houve grande variacao, onde a
maior freqliéncia apresentada foi do alelo E (0,41), no loco UDP 96008; seguido por
G (0,36) em UDP 96013; B e F (0,28) em UDP 96019; C, D e E (0,25); em UDP
96005; e, F (0,25) em UDP 98407.
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Primer UDP 96013

Gendtipos

Primer UDP 98407

Gendtipos

Alelos S 8 9 o 11 13 14 18 23 24 Alelos B 8 9 10 11 13 14 18 3 24
A —_ —_ A —_— —_
B —_ —_ B —_— —_— — —_
C — — C = _—
D — — D —
E — — E = —
F — F — — —_— = —_—
G e e — — G — —_—
CG D5 BG AG C5 BG AG DF EE EE EG EF EG __AC DD BF AE BF CF_C3 BF
Primer UDP 96005 Genotipos
Alelos 5 8 9 o 11 13 14 18 3 M4
A —_ —_ - —
B —
C — — — —
D — — — — —
E — — — — —
DE AE CD DE AL DE DE ©CC  AC
Primer UDP 96008 Gendtipos Primer UDP 96019 Gendtipos
Alelos 5 8§ 9 10 11 13 14 18 23 24 Alelos 5 8 9 o 11 13 14 18 23 24
A _ A —_ S —
) _ _ B — —_ - _— -
Z — —
C = — o _ _
D - - E —
E - - - - - F — — — — —
CE EE EE BB ©C BRH AA EE EE 0D 0D BE AF BD BF ©D FF BCF AB AF

Figura 4 - Perfis eletroforéticos gerados por cinco locos SSR em 11 gendtipos de
ameixeira japonesa: 5-Santa Rosa, 7-Santa Rita, 8—Reubennel, 9-Pluma7, 10—
América, 11—Rosa Mineira, 13—Amarelinha, 14-The First, 18—Harry Pickstone, 23—
Gulfblaze (SP), 24—Gulfblaze (Guaiba).

Tabela 11 — FreqUéncia alélica de locos SSR, registrados em 11 gendtipos de
ameixeira japonesa. UFPel/Pelotas 2008

FREQUENCIA ALELICA
Alelos
Loco Alelo A Alelo B Alelo C Alelo D Alelo E Alelo F Alelo G
UDP 96013 0,09 0,09 0,09 0,09 0,23 0,05 0,36
UDP 98407 0,10 0,20 0,15 0,10 0,10 0,25 0,10
UDP 96019 0,17 0,28 0,11 0,11 0,06 0,28 -
UDP 96005 0,20 0,05 0,25 0,25 0,25 - -
UDP 96008 0,09 0,18 0,14 0,18 0,41 - -

A freqiiéncia com que um alelo aparece mostra 0 quanto pode ser Util para

ser usado para distinguir os genétipos, logo um alelo muito freqtiente, ndo € um bom

parametro de diferenciagéo.
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4.2.2 Anadlise genética dos locos SSR

Os cincos locos SSR foram utilizados para relacionar geneticamente as 11
cultivares. Uma matriz de similaridade genética foi elaborada com os dados
produzidos pelos primers e a similaridade calculada pelo Coeficiente Simple
Matching (Tabela 12). A partir dos dados desta matriz foi gerado um dendrograma
(Figura 5). A Similaridade Genética Média (SGM) obtida foi igual a 0,6. Embora
algumas das cultivares avaliadas possuam alguns dos progenitores em comum, a
baixa similaridade registrada entre as mesmas ja era esperado, uma vez que sao
genotipos originados de cruzamentos de diferentes espécies.

Tabela 12 — Similaridade genética de 11 gendtipos de ameixeira japonesa, estimada
pelo Coeficiente Simple Matching, a partir de marcadores de SSR. UFPel/Pelotas
2008

Genotipos 5 7 8 9 10 11 13 14 18 23 24
5 - 1.000
7 - 0.567 1.000
8 - 0.633 0.533 1.000
9 - 0.667 0.633 0.633 1.000
10 - 0.800 0.520 0.600 0.560 1.000
11 - 0.471 0.647 0.765 0.647 0.667 1.000
13 - 0.600 0.700 0.633 0.800 0.560 0.529 1.000
14 - 0.625 0.667 0.500 0.459 0.684 0.529 0.417 1.000
18 - 0.700 0.600 0.667 0.700 0.600 0.470 0.633 0.625 1.000
23 - 0.500 0.600 0.667 0.567 0.480 0.647 0.500 0.500 0.667 1.000
24 - 0.567 0.667 0.533 0.567 0.680 0.765 0.567 0.667 0.600 0.733 1.000

5-Santa Rosa, 7-Santa Rita, 8—-Reubennel, 9-Pluma7, 10-América, 11—-Rosa Mineira, 13-
Amarelinha, 14-The First, 18—Harry Pickstone, 23-Gulfblaze (SP), 24-Gulfblaze (Guaiba). Valores
sublinhados representam as maiores similaridades entre cultivares.

Conforme pode ser observado na tabela 12, as maiores similaridades entre
cultivares foram verificadas entre ‘Santa Rosa’ e ‘América’ (80%) e entre as
cultivares ‘Pluma 7‘ e ‘Amarelinha’ (80%), seguido por ‘Reubennel’ e ‘Rosa Mineira’
(77%); ‘Gulfblaze’ (Clone proveniente de Sao Paulo) e ‘Gulfblaze’ (Clone proveniente
de Guaiba) (73%). A relacdo de semelhanca entre a matriz de similaridade e o

agrupamento em dendrograma apresentou relativa similaridade (0,62), sendo um
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indicativo de que o numero de polimorfismos, revelados pelos cinco locos SSR, néao
suficientes para garantir um bom agrupamento das cultivares avaliadas.

O dendrograma gerado a partir dos marcadores obtidos com os primers SSR
evidencou a similaridade entre as cultivares e mostrou a formacao de trés grupos
distintos (Figura 5). Em um destes agrupamentos estdo as cultivares ‘Gulfblaze’
(Clone proveniente de Sao Paulo) e ‘Gulfblaze’ (Clone proveniente de Guaiba), que
embora apresentem a mesma denominacao, molecularmente verificou-se que séao
genotipos distintos, ou seja, que se trata de um caso de homonimia. Esta separacao
foi visualizada através da amplificacdo dos locos UDP 98407 e UDP 96019. Nao se
tem a informacdo a respeito dos progenitores destas cultivares, porém neste
agrupamento elas estdo reunidas juntamente com Reubennel’ e ‘Rosa Mineira’,
onde se sabe que ‘Reubennel’ é um hibrido de ‘Gaviota’ e ‘Methley’ x ‘Wickson’,
segundo Griesbach (2007).

Outro agrupamento foi formado pelas cultivares ‘Santa Rosa’, ‘América’,
‘Pluma 7°, Amarelinha e ‘Harry Pickstone’. De acordo com dados da EMBRAPA
(2005), ‘Santa Rosa’ é um hibrido das cultivares P. salicina x P. munsoniana x P.
americana e ‘América’ € um hibrido de P. salicina x P. munsoniana, esta base de
constituicdo genética comum entre as cultivares explica a relagdo de similaridade
apresentada entre elas. Os progenitores de ‘Pluma 7° e ‘Amarelinha’ ndo sao
descritos na literatura, porém ‘Harry Pickstone’, segundo Castro (2005), € derivada
do cruzamento de ‘Methley’ x ‘Wickson’. Os progenitores do terceiro grupo formado,
‘Santa Rita’ e ‘The First’, também nao foram encontrados descritos na literatura.

Através destes dados pode-se observar que houve polimorfismo em todos os
gendtipos, mostrando que a analise de locos SSR permite diferenciar de maneira
segura 0s genotipos de ameixeira analisados. Resultados semelhantes foram
obtidos Bianchi et al. (2004), os quais atribuiram o alto polimorfismo a presenca de
diferentes espécies na constituicdo das cultivares de ameixeira, as quais foram
analisadas através de marcadores SSR, RAPD e AFLP. Ja Ortiz et al. (1997)
atribuem esta alta variabilidade genética observada em cultivares de ameixeira a
auto-incompatibilidade que existe entre os diferentes gendtipos.

A confiabilidade e poder da técnica de andlise de SSR foi demonstrada por
Sosinski et al. (2000), na identificacdo de diferengcas 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
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diferentes. O mesmo foi verificado por Venturi et al. (2002) em espécies do género
Prunus. Esta técnica também tem sido utilizada com bastante sucesso em plantas
de videira, na andlise de fingerprinting de 74 cultivares (SILVESTRONI et al., 1997)
e na verificagdo de casos de sinonimia e homonimia (FILIPPETTI et al., 1999), na
herdabilidade de caracteres e estabilidade em diversas espécies frutiferas
(CIPRIANI et al., 2000) e na identificagcdo do sexo de mamao papaya (PARASNIS et
al., 1999).

A diferenciagao de cultivares com a técnica SSR tem sido demonstrada em
diversos estudos, dentre eles, Aranzana et al. (2002) analisaram genétipos de
pessegueiro com primers SSR, diferentes dos que se fez uso neste trabalho, mas
obtiveram alto polimorfismo e conseguiram diferenciar 24 dos 25 gendétipos que
foram analisados. Mostrando com isto a alta precisdo da técnica para a analise em
questdo. Na analise de ameixeiras, Bianchi et al. (2002) fizeram uso de 11 primers
SSR e com cinco deles (UDP 96001, UDP 96008, UDP 96013, UDP 97403, UDP
98409) conseguiram distinguir as cultivares ‘Settembre Rosa’ e ‘Autumn Giant’,
consideradas muito similares. Enquanto as cultivares de ameixeira européia,
‘Empress’ e ‘Grossa di Felisio’, mostraram perfis idénticos com todos os 11 primers
SSR testados, porém resultados semelhantes foram obtidos por Pancaldi et al.
(2000), supondo que as cultivares européias correspondem ao mesmo genétipo.
Bianchi et al. (2002) também avaliaram as cultivares ‘Santa Rosa’, ‘Santa Rita’,
‘Pluma 7’ e ‘América’, as quais, mostraram agrupamento semelhante ao do presente
estudo.

A técnica de SSR utilizada neste estudo permitiu a diferenciagdo entre as
cultivares de ameixeiras analisadas, fazendo uso de poucos locos. Estes resultados
permitem supor que esta técnica tende a ser um instrumento extremamente Util na
caracterizacao de cultivares comercialmente difundidas e, complementar as analises

morfofenolégicas.
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Figura 5 — Dendrograma de similaridade genética de 11 cultivares de P. salicina, gerado pelo método UPGMA, baseado na analise

de marcadores cinco locos SSR. Similaridade Genética Média (SGM)= 0,6.



5 CONCLUSOES

As condicbes de PCR utilizadas, bem como as combinagcdées de primers
utilizadas, permitem a efetiva caracterizagao de alelos-S nas cultivares de P. salicina

estudadas.

O conhecimento dos alelos-S permite a escolha satisfatéria de cultivares

polinizadoras mais compativeis com as cultivares produtoras.

O seqglenciamento dos alelos-S exige novos ensaios para a obtencao de

seqlUéncias mais exatas e completas.

Polimorfismo de cinco locos de SSR possibilita uma clara identificacdo em

gendtipos de ameixeira japonesa e resolver casos de homonimias.

Polimorfismos de apenas cinco locos de SSR nao sao suficientes para obter uma
boa estimativa da variabilidade genética e andlise de agrupamento em ameixeira

japonesa.
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APENDICE A — Zoneamento agroclimatico para ameixeira no Rio Grande do Sul.
EMBRAPA/2005.

;. Y 00O F ' i
¢ 11111118 jl a
: - 4 E [ 900.808 |

]
Bocnen oyt » ——




ANEXOS

46



47

Anexo A -

Gametophytic SI Sporophytic SI

pollen SI polien SI
phenotype _ phenotype

S152
pistil

Anexo A - llustracdo da base genética da auto-incompatibilidade (Al) gametofitica e
esporofitica. O cruzamento entre uma planta feminina S1S2 e uma planta masculina
S1S3 seria compativel se a espécie apresentasse o sistema gametofitico, mas seria
incompativel no caso do sistema esporofitico. No sistema gametofitico, o fenétipo
dos graos de pélen S1S3 serdo S1 e S3, respectivamente. O pdlen portando o alelo
S1 é rejeitado, pois encontra no pistilo da planta S1S2 um alelo idéntico, porém o
pbélen S3 é capaz de efetuar a fertilizacao (S1S3, S2S3). Ja no sistema esporofitico
os graos de pélen S1 e S3 se comportam como se portassem ambos os alelos (S1 e
S3), assim, estando presente o alelo S1 no pistilo, o pélen com fenétipo S1S3 nao
podera efetuar a fertilizacdo. (Adaptado de ZANETTINI, 2003; McCUBBIN; KAO,
2000).
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Anexo B - Seqléncias parciais de nucleotideos avaliadas através do software Vector e ClustalX, tamanho dos alelos e das
moléculas seqlienciadas (pb). UFPel/Pelotas 2008

Cultivar Primer  Alelo (pb) Sec}:(;r)lma Seqliéncia
CCACCTATTCTACCGTTTGACAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAGCGCAATAGAAAATTACCT-TCAAATGTATAAATTT-CTCT
TTAAAACATT-T-ATCCATAATATTTTCAAAAAGTAC-AAGGC-ATATAATTAAAAAACTAAAAGATCCTGAAAATCAAAATATTGGA

N GTAAAA-GATTTATTGA-GTCCATCAAACACAACTTGAT-CCTCTCCATATCTCAATTACTAATGATTAGCAAAGAAAAA-TAGCTT

America IZ1 460 448 GAATT-AATAA-TTAAAGGGTATTTTAGGAATAATGGTGGGTGGAAAGATAAGATTGTATTTTTTCAAATTTACATGGTGAGTGGG
AAAATAGGACATGGGGTGGAAATAAGAGCACTCTT-ATAAAAATATAAGCGATGTCAAC-GGAGTCTAGCATAGTGAAAAATGAC
ATTAACTTGCAAAGAA

GCATAGAAAAGTTACCGTTCAAATGTATAAATTTCTCTTTAAAACATTTATCCATAATATTTTCAAAAACTACAAGGCATATAATTA
AAAAAC-TAAAAGATCCTGAAAATCAAAATATTGGACTAAAACATTTATTGAGTCCATCAAACACAACTTGATCCTCTCCATATCT
Santa 1Z1 460 414 CAATTACTAATGATTAGCAAAGAAAAATAGCTTGAATTAATAATT-AAAG-GGTATTTTAGGAA-TAA-TGGTGGGTGGAAAGATAA-

Rosa GATTGTATTTTTT--CAAATTTAC-ATGG-TG-AGTGGGAAAATAGGAC-ATGGGGT-GGAAATAACAGC-ACTCTTATAAA-AATATA
AGC-GATGT-CAACGGAGTCTAGCATAGTGAAAAATGACATTAACTTGCAAACAACATGTCTCG
CTTACTGTTGCACGTCAGAGGGNGTATCTTCCAGTTGCTGATTTAATCGGGTGATGCTATGTCCGAGTACTTCCATGTTTGTGT

Rosa CGGATGTGTGTACGATTGAAGCGTTTTTAAGGATCTCCTGTAATATTGTGTGATTTCCACATTGATTGTGATCGCTGGAAGTATT

Mineira  Pru-C2 600 306 GCATTATGTTAATGTATCCGTTCTGGAACATGTACCATGTTTGTTCCATTCTGCCTTCCCAAAACTTTGTATCATTTGCCACTTTC
CACGTCTGGCCAAGACATACTTACAGTCTGGATCGTAAATAAGGAAACTCG
ACTCTCGTCTATATATCCTGGAGTTGTAATCTGCAACGAAGGAGGGGTGCCTTTGAGTTAAACTGCTTAAATATTTGATACTAT

Rosa Pru-C5 800 200 GTCGGAGTAGTGTCCATGTTTGTGTCGCACTTGGTACAGATTGAACGCATTATTTAAGGATATTGGTAATATTTGAACAATGTTC

Mineira CAGTANTTTCAGCTAGAGACTCGCTCGACAN
AAACCCTTTTGANTGCACTTTCCCCGTCGGGTNAAGACATCTTCAGTCTGGATCGCTAAATAAGGAAACTGAGGCATCCAAGT

Rosa PCE-R 500 110 ATACATATTACGAGAAAAAAGTAGAAA

Mineira
GTGCNGATCAGGTAAGCACGAAGGACGGGTGTCCCAGTTGNTGTTTAATGGGTGATCTATGTCCGAGCTACTTCCTGTATGTG

Santa Pru-C5 800 96 TCGGATGTGTACG

Rita
AAAAAATTTGCTTGCATTTTCCACCGTTCCGGGNTAAGATATCTTCAGTTTGGCATCGCAATCGGGGNAGTACTTGAGGACATC

Rosa PCE-R 500 110 CAAGCAATATAGATATATTTTG

Mineira

TTCCCGGCCCCGTCCGGGGGGGGTTTTTCC
América Pru-C5 1500 30
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