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RESUMO

NOGUEIRA-MACHADO, Luciana Rodrigues. Caracterizagcdo da descendéncia
hibrida e segregacdo de marcadores microssatélites em uma populacéo F, de
Prunus sp.. 2011. 56f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagdo em
Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O pessegueiro (Prunus persica (L) Batsch) é a frutifera de caroco mais predominante
em todo mundo, porém, no Brasil, devido a fatores como incidéncia de pragas nos
pomares, baixa qualidade fitossanitaria do material propagativo e falta de porta-
enxertos adequados para a cultura, a producdo ainda € considerada baixa. Neste
contexto, existe a grande necessidade de desenvolver novos porta-enxertos de
Prunus, mais adaptados as condi¢cbes edafoclimaticas da Regido Sul do Brasil e
portadores de genes de resisténcia a pragas, dentre as quais os fitonematoides. No
presente trabalho, locos de microssatélites (SSR) foram utilizados com o objetivo de
verificar a descendéncia e a segregacao de marcadores em genotipos hibridos da
populacdo F, de porta-enxertos de pessegueiro, obtida a partir de cruzamento
controlado, gerando dados para auxiliar na selecdo assistida por marcadores (SAM)
de novos genotipos portadores de genes de resisténcia a nematoides das galhas.
Esta dissertacdo foi dividida em dois artigos, no primeiro, foi realizado um teste de
paternidade, para verificar a descendéncia de 13 hibridos provenientes de diversos
cruzamentos controlados entre diversos porta-enxertos e copas com caracteristicas
agrondmicas desejaveis. Obteve-se confirmacdo da paternidade para 11 dos 13
hibridos analisados. Dois gendtipos, supostamente descendentes de Prunus mume
como parental masculino, foram confirmados como sendo gerados por
autofecundacéao da cultivar Aldrighi. No segundo artigo, foi construido um mapa de
ligacdo para uma populacdo de 50 plantas F, obtidas por autofecundacdo de um
hibrido F1, proveniente do cruzamento entre os pessegueiros cv. ‘Capdeboscq’ X
‘Flordaguard’, onde a segregacdo de 37 locos SSR foi avaliada e 11 marcadores
apresentaram ligacdo, permitindo a elaboracdo de um mapa com dois grupos.
Verificou-se que os marcadores BPPCT004, CPDCT044, BPPCT034 e BPPCT002
foram agrupados de forma similar ao encontrado no GL2 do mapa de referéncia de
Prunus. Com os dados obtidos, sugere-se que estes locos SSR, estejam associados
a genes de resisténcia a Meloidogyne spp., em diferentes populacbes de
mapeamento, sendo neste caso herdados do porta-enxerto ‘Flordaguard’ e poderao
ser utilizados diretamente em SAM e melhoramento genético de porta-enxertos do
cruzamento entre 0s pessegueiros cv. ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’.

Palavras-chave: Prunus persica, porta-enxerto, resisténcia a nematoides, teste de

paternidade, mapeamento genético, microssatélites.



ABSTRACT

NOGUEIRA-MACHADO, Luciana Rodrigues. Characterization of hybrid offspring
and segregation of microsatellite markers in an F2 population of Prunus sp..
2011. 56f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The peach (Prunus persica (L) Batsch) is the predominant stone fruit around the
world, but in Brazil, due to factors such as incidence of pests in orchards, low quality
plant propagation material and the lack of suitable rootstocks culture, the productivity
is still considered low. In this context, is necessary to develop new rootstocks of
Prunus, more adapted to the ecological conditions of the Southern region of Brazil
and carrying genes for pests resistance such as nematodes. In this study,
microsatellite loci (SSR) were used to verify the hybrid offspring of genotypes and
makers segregation in an F, population of peach rootstocks, obtained from controlled
crosses, generating data to marker-assisted selection (MAS) of new genotypes
carrying genes for nematode resistance. This work was divided in two articles; the
first was a paternity test to verify the paternal and maternal offspring of 13 hybrids
from controlled crosses between several rootstocks and scion with desirable
agronomic traits. We obtained confirmation of paternity for 11 of the 13 hybrids
analyzed. Two genotypes, presumably descendants of Prunus mume as male
parent, were confirmed as being generated by selfing of genotipe Aldrighi P1. In the
second article, a linkage map was constructed for a population of 50 F, plants
obtained by selfing of F; hybrid, derived from a cross between the peaches
‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard'. The segregation of 37 SSR loci was evaluated and 11
markers showed a link, allowing us to build a map with two groups. It was found that
the markers BPPCT004, CPDCT044, BPPCT034 and BPPCT002 were grouped in a
manner similar to that found in the GL2 Prunus reference map. With the data
obtained suggests that these SSR loci are associated with genes for resistance to
Meloidogyne spp. in different mapping populations, in which case inherited from the
rootstock 'Flordaguard’, and may be used directly in SAM and improvement genetic
peach rootstocks derived from a cross between ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’.

Keywords: Prunus persica, rootstock, root-knot nematodes resistance, paternity test,
genetic mapping, microsatellite markers.
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1 INTRODUCAO GERAL

A familia Rosaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.000 espécies,
sendo uma das maiores familias de Angiospermas e uma das mais importantes do
ponto de vista econdmico, estando concentrada no Hemisfério Norte. No Brasil, sdo
cultivados nove géneros e cerca de vinte e cinco espécies. Um dos membros desta
familia € o género Prunus, que compreende o pessegueiro (Prunus persica L.)
Batsch), a nectarineira (Prunus persica var. nucipersica), a ameixeira européia
(Prunus domestica L.), ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl) a amendoeira
(Prunus dulcis Mill.) D. A. Webb), o umezeiro (Prunus mume Sieb & Zucc.), as
cerejeiras (Prunus avium L. e Prunus cerasus L.) e o damasqueiro (Prunus
armeniaca L.).

O pessegueiro € uma espécie dipléide nativa da China, com 2n=16 e n=8
cromossomos, predominantemente autdgama, com menos de 5% de fecundacao
cruzada (SCORZA; MEHLENBACHER; LIGHTNER, 1985). E uma das frutiferas de
caroco mais predominantes em todo mundo, cuja distribuicdo mundial é reflexo do
seu cultivo extensivo. Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) em 2008, a producdo mundial de péssegos ultrapassou os 18
milhdes de toneladas, sendo a China, Itélia, Estados Unidos e Espanha os maiores
produtores.

Na América do Sul, destacam-se a Argentina, o Chile e o Brasil, que ocupa a
décima segunda posicdo mundial, com uma producéo anual de 190 mil toneladas,
(IBGE, 2008) onde 54% desta producéo esta concentrada no estado do Rio Grande
do Sul (AGRIANUAL, 2008). Embora o RS seja o principal produtor brasileiro, a
producdo média do estado ainda € considerada baixa, em 2008 foram colhidas cerca

de 129 mil toneladas (IBGE, 2008).
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Aliada a essa baixa producéo estdo diversos fatores, dentre eles a incidéncia
de pragas de solo e a falta de porta-enxertos adequados para a cultura. No Brasil,
ao contrario de outros paises, o melhoramento genético de porta-enxertos para
frutiferas de caroco tem assumido importancia apenas ha poucos anos (CAMPOS,
2005). Dentre as pragas e doencas que afetam a producdo de frutiferas de clima
temperado, os fitonematdides assumem grande importancia em virtude dos sérios
prejuizos causados as plantas (RASEIRA; QUEZADA, 2003).

O nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) é um fitonematdide que ataca
guase todas as culturas de alimentos no mundo, constituindo grandes ameacas a
fruticultura mundial, no caso do pessegueiro, € fator limitante a producédo, causando
sérias perdas econdmicas, podendo levar a morte do pomar em casos de infestacao
intensa (ROSSI; FERRAZ; MONTALDI, 2002; BALDWIN; NADLER; ADAMS, 2004).
Os nematoides causadores de galhas sédo endoparasitas sedentarios, e formam uma
interacdo muito complexa com a planta hospedeira (FRAGOSO et al., 2005),
alterando sua fisiologia e formando sitios de alimentacdo permanentes, cujas
consequéncias sdo colheitas reduzidas, produtos de baixa qualidade ou n&o
comercializaveis.

Dentro do género Meloidogyne, que contém mais de 70 espécies descritas,
as quatro espécies mais comuns (Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica,
Meloidogyne arenaria e Meloidogyne hapla) correspondem por 95% de todas as
infestacBes em areas agricolas, causando perdas econémicas mundiais de US$ 125
bilhdes anualmente (DHANDAYDHAM et al., 2008). Além destas espécies, 0
nematoide anelado, Mesocriconema xenoplax, associado a morte precoce do
pessegueiro, leva a perdas consideraveis, principalmente em solos arenosos, onde

a vida util dos pomares € menor se comparada aos conduzidos em solos argilosos.
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O controle quimico dos fitonematdides através do uso de nematicidas é
antieconémico e antiecologico, uma vez que 0 custo pode chegar a trés vezes a
soma dos gastos com controle de outras pragas e além de ser pouco eficiente, pode
causar serios problemas a saude humana. E no Brasil, ndo ha nematicida registrado
para a cultura do pessegueiro.

Desta forma, em funcdo da elevada demanda por outras tecnologias para o
controle de fitonematéides, uma solucdo tém sido identificar e utilizar gendtipos
contendo genes de resisténcia a esta praga (R genes), que para Huang (2006) € o
método mais eficaz e ambientalmente sustentavel para reducdo dos danos
causados as culturas de alimentos. Sendo assim, o desenvolvimento ou utilizacéo
de métodos que busquem melhorar a eficiéncia de selecdo e cultivo em frutiferas de
caroco, tém valor consideravel e a aplicacdo da selecdo assistida por marcadores
(SAM), bem como a correta identificacdo varietal das cultivares, vém a ser uma

alternativa na busca de genes de resisténcia.

A busca por porta-enxertos resistentes a nematoide das galhas € um projeto
longo e envolve varios paises, dentre eles o Brasil, que realiza diversas pesquisas
nesta area. Desde 1998, a Universidade Federal de Pelotas desenvolve um trabalho
de avaliacdo de porta-enxertos de Prunus, visando selecionar genotipos mais
adaptados as condi¢cfes climaticas locais e que possuam resisténcia a nematodide

das galhas (Meloidogyne spp.).

Atualmente a Universidade Federal de Pelotas conta com um banco de
germoplasma com porta-enxertos de diversas partes do mundo, dentre eles, as
cultivares Nemaguard, Nemared e Okinawa que sao as trés cultivares comumente

conhecidas por apresentarem resisténcia a nematdide das galhas, porém varias das
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cultivares introduzidas séo deficientes em uma ou mais caracteristicas, como a alta
necessidade de frio para a superacao da dorméncia, o que resulta em problemas de
adaptacédo climéatica a regido sul do Brasil. A cultivar Flordaguard é uma terceira
geragdo de ‘Okinawa’, proveniente da Florida, apresenta folhas avermelhadas e
resisténcia a nematoides, ja as cultivares copa Capdeboscq e Aldrighi, sdo materiais
selecionados no Brasil e sucetiveis a Meloidoyne spp., porém requerem baixa

exigéncia em frio, estando bem adaptadas as condi¢des ambientais sul brasileiras.

Sendo assim, visto que existe grande necessidade de desenvolver novos
genotipos mais adaptados as condicbes edafoclimaticas do sul do Brasil, e
portadores de genes de resisténcia a nematdide das galhas, pesquisadores da
Universidade Federal de Pelotas realizaram diversos cruzamentos entre porta-
enxertos com caracteristicas agrondémicas desejaveis, obtendo genoétipos hibridos

entre os anos de 2003 a 2006.

O objetivo deste trabalho foi confirmar a descendéncia destes novos
hibridos, através de teste de paternidade, e verificar a ligacdo de marcadores
moleculares em uma populacdo de mapeamento, gerada a partir de um destes
hibridos, contribuindo com dados que auxiliem na selecéo assistida por marcadores
(SAM) de novos gendtipos portadores de genes de resisténcia a nematdide das

galhas.

Esta dissertacdo foi escrita na forma de dois artigos cientificos, o primeiro
trata da comprovacdo da descendéncia de hibridos provenientes de diversos
cruzamentos entre porta-enxertos e cultivares copa de Prunus. No segundo artigo foi
estudada a segregacdo de marcadores em uma populacdo F, obtida de um hibrido

derivado do cruzamento entre os porta-enxertos ‘Flordaguard’ e ‘Capdeboscq’.
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ARTIGO 1

COMPROVAGCAO DA PATERNIDADE E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
PORTA-ENXERTOS DE PESSEGUEIRO COM MARCADORES
MICROSSATELITES

(De acordo com as normas da revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira)
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Comprovacao da paternidade e caracterizagao molecular de

porta-enxertos de pessegueiro com marcadores microssatélites

Luciana Rodrigues Nogueira Machado®™; Luis Willian Pacheco Arge®” e Valmor Joao Bianchi®

@ Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Biologia, Departamento de Botanica, CEP 96010-900 - Capao do Leéo,
RS - Caixa-Postal: 354. Email: luciana.r.nogueira@gmai.com, valmorjb@yahoo.com, Iwillianpacheco@ hotmail.com

Resumo- Treze genotipos hibridos provenientes de cruzamentos controlados entre
porta-enxertos de pessegueiro foram avaliados para comprovar a descendéncia
paterna e materna. A determinacdo da paternidade foi realizada para todos os
individuos descendentes, através de um processo continuo de exclusdao de
paternidade, que incluiu caracterizacdo da cor das folhas e identificacdo de alelos.
Foram avaliados 13 locos de microssatélites, dos quais 10 locos foram marcadores,
com média de 4.3 alelos por loco. A caracterizacdo molecular permitiu a separacdo
dos gendtipos de acordo com sua origem ou descendéncia. De um total de oito
cruzamentos controlados, obteve-se confirmacdo de descendéncia para todos 13
genotipos, sendo 11 deles hibridos e dois gendtipos comprovadamente gerados por
autofecundacdo. Os marcadores BPPCT008 e BPPCT024 segregam entre oS
parentais e permitem diferenciar todos os genotipos com polimorfismos entre 265 e
115 pares de base, exceto as plantas de ‘Aldrighi’ e seus descendentes por
autofecundacéo. Sendo assim, estes marcadores podem ser empregados em estudos
de melhoramento genético e identificacdo varietal de porta-enxertos de pessegueiro
descendentes de ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’.

Termos para indexacdo: Prunus persica; descendéncia hibrida; SSR melhoramento
genético; identificacao varietal



19

Parentage testing and molecular characterization in peach
rootstocks with microsatellite markers

ABSTRACT- Thirteen hybrid genotypes from different controlled crosses between
peach rootstocks were assessed to establish the paternal and maternal descent. The
determination of paternity was performed for all genotypes descended through a
continuous process of paternity exclusion, which included determination of leaf color,
identification of alleles and grouping (cluster). We evaluated 13 loci microsatellite and
identified 10 loci markers with 4.3 alleles per locus. Of the eight crosses made, was
obtained confirmation of paternity for all, 11 derived from crossing and two genotypes
generated by selfing. The markers BPPCT008, BPPCT024 segregate between the
parents and allow to differentiate all genotypes with polymorphisms between 265 and
115 base pairs, except ‘Aldrighi’ plants and their progeny by selfing. Thus, these
markers can be used in studies of breeding and varietal identification of rootstocks of
peach descendants ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard.’

Index terms: Prunus persica; hybrid offspring; SSR; genetic improvement; varietal
identification
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Introducéo

O género Prunus inclui uma grande diversidade de espécies, originadas
principalmente no hemisfério Norte e distribuidas por todo mundo. A classificacao
botanica das espécies, dentro deste género é, as vezes, controversa, devido a
facilidade de cruzamentos interespecificos, onde surgem varios hibridos

intermediarios, quebrando limites entre as espécies (Casas et al., 2004).

A identificacdo de hibridos do género Prunus, através de caracteristicas
morfofenoldgicas, pode deixar duvidas sobre a verdadeira identidade dos acessos,
devido as semelhancas entre estas caracteristicas, facilmente influenciaveis por
fatores relacionados ao ambiente e o0 estagio de desenvolvimento da planta. No caso
de porta-enxertos, € muito dificil observar suas caracteristicas apos a enxertia, e
ainda ha um problema adicional em diferenciar cultivares derivadas do mesmo
cruzamento, ou que possuam parentes em comum, onde nesses casos, as

diferencas se tornam ainda menores (Bianchi et al., 2004; Casas et al., 2004).

Além dos dados morfofenoldgicos, a verificacdo da descendéncia, através de
marcadores moleculares, é um passo fundamental para estimar com precisao
parametros genéticos e de diversidade entre gendtipos, dando garantias de
fidelidade genética em qualquer estagio do desenvolvimento da planta,
principalmente quando se trata de cruzamentos que envolvem varios genitores em

comum (Bianchi et al., 2004; Cupertino et al., 2009).

Em funcdo da estreita base genética dentro do género Prunus e devido a
baixa variabilidade entre muitos genotipos, a identificacdo é dificil com marcadores

bioquimicos como isoenzimas, ou moleculares como RAPD, que apresenta baixa
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reprodutibilidade dos resultados e possui carater dominante, ndo permitindo

diferenciar alelos homozigotos de heterozigotos.

Atualmente, para estudos de diversidade e caracterizacdo genética de
cultivares tém sido dada grande énfase ao uso de dos marcadores moleculares de
microssatélites (SSR), que apresentam altos niveis de polimorfismo, heranca
codominante e possibilitam resultados confiaveis em analises de diversidade
genética (Yamamoto & Hayashi, 2002). A variabilidade destes marcadores ja foi
observada em diferentes espécies do género Prunus (Sosinski et al., 2000; Testolin

et al., 2000; Aranzana et al., 2002; Bianchi et al., 2004ab; Bouhadida et al., 2009).

A elevada freqiéncia polimérfica dos marcadores de microssatélites € uma
das caracteristicas importantes que permitiu a Tetsuya (2004) determinar a
paternidade de 60 variedades de péra japonesa (Pyrus pyrifolia) de seis géneros da
Asia, enquanto que Cupertino et al. (2009) determinou o grau de parentesco de 14
familias de irmédos completos de gendtipos elite de Eucalyptus. Grattapaglia et al.
(2004) demostraram que a utilizacdo de marcadores de microssatélites foi uma
estratégia eficiente para determinar a paternidade, na criacdo de novos genaotipos e

melhoramento genético de Eucalyptus.

A caracterizacdo molecular associada a estudos de variabilidade genética
permite selecionar individuos que poderdo compor um banco de germoplasma, ou
ainda, serem utilizados em melhoramento genético. Estudos de similaridade
genética e frequéncia alélica possibilitam compreender de que forma um alelo
aparece em uma determinada populacdo e simplificam a identificagdo em casos de
sinonimia e homonimia em um amplo nimero de cultivares, facilitando a sele¢do dos

individuos e resolvendo casos de controvérsias de denominacao (Paula, 2009).
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Considerando a estreita base genética do pessegueiro, o presente trabalho
objetivou testar o poder discriminatério de marcadores de microssatélites para
comprovar a descendéncia e verificar a diversidade genética, de hibridos derivados

de cruzamentos controlados entre diferentes genoétipos de porta-enxertos de Prunus.

Material e métodos

No presente trabalho foram avaliados 21 genotipos, dos quais 13 sao hibridos
obtidos por cruzamentos controlados, realizados entre os anos de 2003 a 2006, e os
demais sdo porta-enxertos e cultivares copa de pessegueiro que foram utilizadas
como parentais, conforme apresentado na Tabela 1. Para as andlises, foram
coletadas folhas jovens completamente expandidas, no més de dezembro de 2010 e
armazenadas em ultrafreezer até o processamento. Para alguns cruzamentos, o
caractere morfolégico cor da folha foi utilizado como controle do cruzamento, onde o
doador de pdlen tinha cor avermelhada da folha, uma vez que esta caracteristica é

dominante sobre a cor verde.

As analises para determinacdo da paternidade foram realizadas no
Laboratério Cultura de Tecidos de Plantas, Departamento de Botéanica, Instituto de

Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Brasil.

O DNA foi extraido a partir de amostras contendo 50 mg de folhas jovens e
frescas, usando o método descrito por Doyle & Doyle (1991) e depois quantificado
em gel de agarose 0,8%, usando como padrdao o DNA de Fago Lambda digerido

com Hind Ill, ap6s procedeu-se a diluicdo das amostras para a concentracédo de 10

ng pL™.
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As reagbes de PCR foram feitas com 20 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 DNTPs; 0,8U de Taqg polimerase e agua Milli-Q para um volume final de 25 pl. As
amplificagbes foram realizadas em aparelho termociclador, da marca Bio-Rad
modelo Icycler, de acordo com o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 94°C por
3 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50-60°C por 45s, 72°C por 1 min, e 1 ciclo de
72°C por 10 min, 4°C por 5 min. Treze locos microssatélites foram incluidos neste
estudo, sendo que somente dez foram efetivamente utlizados (Tabela 1). Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%,
segundo o0 método descrito por Bassan et al. (1991).

O perfil eletroforético da populacéo foi registrado para presenca (1) e para
auséncia de alelos (0) em cada loco, os dados binarios foram utilizados para o
célculo da similaridade genética e elaboracdo do dendrograma, para as demais
analises estatisticas o perfil eletroforético foi codificado como: (11) homozigoto
dominante, (22) homozigoto recessivo e (12) heterozigoto. O calculo do coeficiente
de endogamia (F), heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade observada
(HO) e conteudo de informacéo polimorfica (PIC), foram calculados utilizando-se o
software Genes (Cruz, 2008).

A determinacdo da paternidade foi realizada para todos os individuos
descendentes através de um processo sequencial de exclusdo de paternidade, que
incluiu avaliacdo do caractere morfolégico cor de folha e identificacdo de alelos. A
caracterizacado molecular dos individuos foi realizada por analise de agrupamento a
partir dos dados obtidos (dendrograma), onde similaridade genética foi calculada

pelo Coeficiente de Jaccard e o agrupamento dos gendétipos foi realizado pelo
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método UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Average), utilizando o software

NTSYS pc verséo 2.1 (Rohlf, 2001).

Resultados e discussao

Treze locos microssatélites foram avaliados, e destes, 10 (77%) apresentaram
polimorfismo e foram empregados na determinacdo da paternidade. Apenas o loco
BPPCT033 apresentou amplificacdo inconsistente, o loco BPPCT018 foi
monomorfico para todos os genotipos (com um alelo de aproximadamente 330 pares
de base). O loco UDP97-402 gerou apenas um polimorfismo para o genoétipo Prunus
mume e para os demais genaotipos de P. persica avaliados apresentou apenas um
alelo de aproximadamente 110 pares de base (pb), ndo sendo empregado nas
analises de diversidade genética e agrupamento.

No dendrograma (Figura 1), baseado na similaridade média de 0,39, € nitida a
tendéncia de agrupamento dos 21 genotipos em funcéo de sua regidao de origem e
descendéncia. O genétipo Prunus mume (Sieb & Zucc) ficou posicionado
separadamente dos demais gendtipos, ndo compartilhando alelos com os demais
genodtipos avaliados, justificavel por se tratar de uma espécie diferente. Para Mayer
(2001), a utilizacdo do Prunus mume (umezeiro ou damasqueiro-japonés) como
porta-enxerto de Prunus sp. vem despertando grande interesse em funcdo de sua
rusticidade, resisténcia a pragas e doencas, adaptacao e, principalmente, por reduzir
0 porte de pessegueiros e nectarineiras. Estas caracteristicas foram levadas em
consideracao na escolha dos genitores no presente trabalho, na tentativa de obter
hibridos interespecificos com melhor adaptacdo e compatibilidade de enxertia com

gendtipos de pessegueiro.
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O resultado do cruzamento dirigido entre Aldrighi P1 (genitor materno) e
‘Prunus mume’ (genitor paterno) resultou nos gendétipos NR0580601 e NR0580602,
0s quais foram avaliados quanto a descendéncia hibrida. Verificou-se que ambos os
gendtipos apresentaram 100% de similaridade com a planta mae, revelando se tratar
de materiais obtidos por autofecundacdo e nao derivados do cruzamento, pois
conforme pode ser observado na Tabela 1, estes genoétipos possuem alelos
idénticos as cultivares Aldrighi P1 e P2.

Foi observado que as cultivares copa de pessegueiro Aldrighi e Capdeboscq,
ficaram agrupadas proximas, com cerca de 60% de similaridade. Estes resultados
corroboram com o encontrado por Paula (2009) em estudos de diversidade genética
entre porta-enxertos de pessegueiro, onde estas duas cultivares também ficaram
agrupadas proximas, como similaridade genética média em torno de 67%.

As cultivares Aldrighi e Capdeboscq foram selecionadas na regido de Pelotas-
RS-Brasil, sendo empregadas por décadas pelas industrias conserveiras, e seus
carocos foram aproveitados por muito tempo para producéo de porta-enxertos para
pessegueiro e ameixeira, devido a boa taxa de germinacdo e adaptacdo as
condicBes climaticas da regido. Ambas cultivares sao utilizadas em cruzamentos
controlados para transferir estas caracteristicas. Entretanto, ambas sao suscetiveis a
M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, desta forma, € necessario cruza-las com
genotipos que apresentem resisténcia a pragas, para incorporar essa caracteristica
ao porta-enxerto.

Muito embora os dois gendtipos de ‘Aldrighi’, (‘Adrighi P1’ e ‘Aldrighi P2’)
avaliados sejam seedlings obtidos por livre polinizagéo, verifica-se que se trata de
material com alto nivel de homozigose, uma vez que ndo foi possivel detectar

variabilidade genética entre as plantas, com o0s locos microssatélites testados
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(Figura 1; Tabela 1). Entretanto, no caso do cruzamento entre (‘Flordaguard’ x
‘Capdeboscq’), o hibrido NR0O080408 apresentou 77% de similaridade com o genitor
feminino ‘Flordaguard’, e os demais hibridos derivados do mesmo cruzamento
(NRO080407 e NR0O080412), apresentaram similaridades em torno de 53 a 65% com
a planta mae, mostrando que neste cruzamento ocorreu variabilidade genética
mesmo entre irmdos completos (Figura 1). Este fato também foi relatado por
Grattapaglia et al. (2004) em plantas de Eucalyptus analisadas por marcadores
microssatélites.

O agrupamento formado pelas cultivares de origem japonesa, Tsukuba_1 e
Okinawa, confirma claramente a separacdo dos genotipos de acordo com suas
origens e a associa os hibridos derivados destes cruzamentos com pelo menos uma
das cultivares. Estes resultados concordam com o encontrado por Cheng & Huang
(2009) em trabalhos realizados para Prunus persica de origem chinesa
caracterizados com sete marcadores microssatélites, onde as 32 cultivares
agruparam-se de acordo com a regido de procedéncia.

Dos oito cruzamentos realizados, obteve-se confirmacdo de descendéncia
para os 13 genotipos analisados, destes, 11 sédo hibridos e dois sdo derivados de
autofecundacéo. A avaliacao do caractere cor da folha corrobora com os resultados,
pois a excec¢ao dos hibridos NR0170301 e NR0170302, derivados do cruzamento
entre ‘Okinawa’ e ‘Nemaguard’, ambos com folhas verdes, os demais hibridos tém
folna avermelhada, tendo herdado essa caracteristica dos pais, confirmando a

descendéncia pela analise deste caractere.

No presente estudo, foram observados 2 alelos por genétipo, comprovando

gue todos o individuos avaliados séo diploides.
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Ao avaliar os dados de diversidade, observa-se que o valor médio de 4,3
alelos identificado por loco (Tabela 1) Este valor é bastante similar ao encontrado
por Testolin et al. (2000) e Sosinski et al. (2000) onde 4,5 e 3,0 alelos por loco foram
encontrados em 50 e 28 cultivares de P. persica, respectivamente. Aranzana et al.
(2002) obtiveram 7,3 alelos por loco em um conjunto de 212 cultivares de
pessegueiro analisada com 16 marcadores microssatélites polimérficos. Desta
forma, € visto que o nimero médio de alelos por locos o nimero de alelos por loco
esta associado com o niumero de amostras e numero de SSRs utilizados no estudo,
isto ocorre também em comparacdo com a outras espécies, como améndoeira (P.
dulcis) com valor médio de 6,6 em 31 marcadores SSRs avaliados (Shiran et al.,
2007).

A heterozigosidade observada (Ho) foi menor que a esperada (He) para todos
os locos, enquanto que a heterozigosidade média revelada no presente estudo foi
0,34, sendo considerada baixa se comparada com 0,45 obtida para cultivares de
pessegueiro chinés (Cheng & Huang, 2009) e também em comparagao com outras
espécies do género, como damasqueiro (P. armeniaca) com 0,52 (Zhebentyayeva et
al., 2003) e cerejeira (P. avium) com 0,95 (Cantini et al., 2001).

Em geral, a baixa diversidade de alelos registrada, em comparacdo com
outras cultivares e espécies do género Prunus se da pelo compartiihamento de
alelos entre os gendtipos, devido ao modo como o0s cruzamentos foram
desenvolvidos, onde varios parentais sdo comuns, além da presenca de alelos
nulos, principalmente verificados em elevado nimero em P. mume (Tabela 1).

Considerando que os locos SSR avaliados sao todos derivados do genoma
do pessegueiro, verificou-se que apenas 30% dos locos nao produziram

amplificacdo no gendtipo P. mume, gerando os chamados alelos nulos, sendo um
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resultado esperado quando se trata de espécies diferentes, porém 70% dos locos
apresentaram transferabilidade em Prunus mume. Este dado € muito similar ao
verificado por Pierantoni et al., 2004, os quais obtiveram uma transferabilidade de
aproximadamente 78% dos marcadores SSRs desenvolvidos para macieira, em uma
populacdo de pereiras Européias. Os dados aqui obtidos, embora ligeiramente
abaixo deste valor, evidenciam que é possivel avaliar a diversidade genética de
espécies relacionadas, através de marcadores moleculares microssatélites.

O coeficiente de endogamia (F) teve média 0,50, demonstrando que o niUmero
de alelos idénticos por descendéncia ndo € demasiadamente elevado, mesmo se
tratando de individuos aparentados. O conteudo de informagédo polimorfica (PIC),
revelou valores superiores a 0,50 para todos os locos (média 0,62), destacando-se
BPPCTO008 e BPPCT024, que permitiram diferenciar todos os genotipos, revelando
apenas 1 e 2 alelos nulos, respectivamente, e os polimorfismos gerados tiveram
tamanho aproximado de 265 a 115 pares de base (Tabela 1).

Os hibridos que tiveram sua descendéncia confirmada estdo em fase de
avaliacdo para resisténcia a nematdide das galhas, dos quais o genaétipo
NRO0080407 (Paula, 2009) e NR0040412 e NR0130408 (Bianchi et al., 2010) ja
foram testados e mostraram-se imunes a M. incognita (Kofoid e White) Chitwood e
poderdo ser utilizados como novos porta-enxertos no melhoramento genético de
Prunus. Embora o namero de cultivares e locos SSRs empregados neste estudo
seja limitado, os dados gerados apresentam potencial para uso em estudos de

comprovacao genética e identificacdo de cultivares de pessegueiro.
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Conclusao

1. Todos os gendétipos avaliados no trabalho séo claramente distinguiveis por
teste de paternidade, utilizando marcadores de microssatélites.

2. Os marcadores SSRs demonstraram alto poder discriminatério entre os
genotipos, e podem ser utilizados com seguranca e rapidez para comprovar a
descendéncia, bem como em analises de diversidade genética entre gendtipos

hibridos, mesmo em espécies com estreita base genética como o pessegueiro.
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Figura 1. Analise de agrupamento de uma populacdo de 21 gendtipos de porta-enxertos de Prunus spp., utilizando o método
UPGMA
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Tabela 1. Tamanho estimado em pares de base dos alelos de dez locos microssatélites para treze hibridos e seus genitores .

Locos SSR
Cruzamentos
/G:f‘b't%esm CF?  BPPCT002 BPPCT008 BPPCTO013 BPPCT024 BPPCT025 BPPCT026 BPPCT034 BPPCT041 UDP98025 UDP98407
10rdos
Flordaguard ** R 575 500 250 225 300 280 120 120 415 415 255 240 575 540 530 510 250 250 490 490
NR0040407 R 600 500 250 225 --- 280 120 115 415 415 255 240 575 540 --- 510 300 250 490 490
NR0040412 R 600 500 250 225 --- 280 120 115 415 415 255 240 575 540 530 530 300 250 490 490
Aldrighi-P1 \ 600 600 250 250 290 290 115 115 415 415 240 240 540 540 530 530 300 300 490 490
Aldrighi-P1
NR0010301 R 600 575 250 225 --- 280 115 115 415 --- 255 240 540 540 530 530 300 250 490 490
Tsukuba 1 ** R 575 575 250 225 280 280 120 115 430 430 255 255 540 540 530 530 250 250 490 490
Tsukuba 1 **
NR0130401 R 575 575 265 225 280 280 115 115 430 310 255 255 575 540 530 530 250 --- 490 455
NR0130402 R 575 575 265 225 280 280 120 115 430 310 255 255 575 540 530 530 250 220 490 455
OKinawa-P1 \Y 575 575 265 265 280 280 115 115 415 310 255 255 575 575 530 530 220 220 455 455
Tsukuba 1** R 575 575 250 225 280 280 120 115 430 430 255 255 540 540 530 530 250 250 490 455
NR0170301 R 575 550 225 210 280 250 120 115 430 430 255 240 600 540 530 530 300 250 490 455
NR0170302 R 575 575 225 210 280 250 120 120 430 430 255 240 540 540 530 530 300 250 490 455
Nemaguard \% 575 550 210 210 250 250 120 120 430 430 240 240 600 540 530 530 300 300 455 455
Nemaguard
NR0190301 R 575 500 225 --- 280 250 120 120 --- 415 255 240 575 540 530 530 300 250 490 455
Flordaguard ** R 575 500 250 225 300 280 120 120 415 415 255 240 575 540 530 510 250 250 490 490
Flordaguard **
NR0080407 R 575 575 250 225 290 --- 120 115 415 415 240 240 540 540 510 510 330 250 490 490
NR0080408 R 575 500 250 225 300 280 120 120 415 360 260 240 575 540 510 510 330 250 490 490
NR0080412 R 600 500 250 250 280 --- 120 115 415 415 260 240 575 540 510 510 330 250 490 490
Capdeboscq \% 600 575 250 250 290 290 120 115 415 360 260 240 540 540 530 530 330 330 490 490
Prunus mume ** Vv 500 450 250 250 170 170 - - 310 310 240 240 540 540 240 240
NR0580601 \% 600 600 250 250 290 290 115 115 415 415 240 240 540 540 530 530 300 300 490 490
NR0580602 \% 600 600 250 250 290 290 115 115 415 415 240 240 540 540 530 530 300 300 490 490
Aldrighi P1 \ 600 600 250 250 290 290 115 115 415 415 240 240 540 540 530 530 300 300 490 490
Aldrighi P2 \ 600 600 250 250 290 290 115 115 415 415 240 240 540 540 530 530 300 300 490 490
@ ** indica genitor masculino, - indica alelos nulos. ® CF indica ‘cor da folha’, R=folha avermelhada, V=folha verde. ® Hibridos

identificados pelas iniciais NR.
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Tabela 2. Numero de alelos, heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade

observada (Ho) coeficiente de endogamia (F) e conteddo de informacgédo polimérfica

(PIC) de 10 locos microssatélites avaliados em 21 porta-enxertos de Prunus spp..

Loco Alelos He Ho F PIC
BPPCT002 4 0,66 0,28 0,57 0,59
BPPCTO008 4 0,70 0,38 0,45 0,63
BPPCTO013 4 0,70 0,27 0,61 0,65
BPPCT024 4 0,70 0,42 0,38 0,63
BPPCT025 4 0,66 0,41 0,38 0,60
BPPCT026 5 0,70 0,27 0,61 0,64
BPPCT034 5 0,74 0,42 0,42 0,70
BPPCT041 5 0,70 0,36 0,48 0,64
UDP98025 4 0,66 0,31 0,52 0,59
UDP98407 4 0,64 0,27 0,58 0,58

Média 4,3 0,68 0,34 0,50 0,62
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ARTIGO 2

SEGREGACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES EM UMA POPULACAO DE
PORTA-ENXERTOS DE PESSEGUEIRO

(De acordo com as normas da revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira)
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Segregacao de marcadores microssatélites em uma populacao de

porta-enxertos de pessegueiro

Luciana Rodrigues Nogueira Machado™; Luis Willian Pacheco Arge™® ;Willian Silva Barros® e

Valmor Jo&o Bianchi®”

@ Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Biologia, Departamento de Botanica, CEP 96010-900 - Capé&o do Ledo, RS
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@ Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Fisica e Matematica, Departamento de Matematica e Estatistica,
willian.barros@ufpel.edu.br

RESUMO: A segregacdo de marcadores SSR foi avaliada em uma populacdo de 50
plantas F;, obtidas por autofecundagéo de um hibrido F; proveniente do cruzamento entre
0s pessegueiros cv. Capdeboscq x Flordaguard, suscetivel e resistente a Meloidogyne
spp, respectivamente. Objetivou-se comparar o grupo de ancoramento de marcadores
moleculares SSRs desta populacdo F, segregante com o mapa genético de porta-
enxertos de Prunus spp. resistentes a nematodide das galhas. Foi testada a segregacao
de 37 locos SSRs e um marcador fenotipico referente a cor da folha. O ancoramento dos
marcadores (mapeamento genético) foi realizado utilizando-se um LOD=3. O teste de
qui-quadrado foi utilizado para verificar a significancia dos dados, evidenciando que pelo
menos 10 marcadores SSR e o fenotipico estdo associados em dois grupos de ligacao.
Embora exista a necessidade de saturar o mapa com maior nimero de marcadores, foi
possivel comprovar que os locos marcadores BPPCT004, CPDCT044, BPPCT034 e
BPPCTO002 agruparam de forma similar ao encontrado no GL2 do mapa de referéncia de
Prunus. Possivelmente estes locos estdo associados a genes de resisténcia a
Meloidogyne spp., sendo herdados do porta-enxerto ‘Flordaguard’ e podem ser utilizados
em selecdo assistida por marcadores (SAM).

Termos para indexa¢ao: Prunus persica; mapa de ligacéo; resisténcia a nematoide
das galhas; SSR; SAM.
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Segregation of SSR markers in a population of peach rootstocks

ABSTRACT: Segregation of SSR markers was assessed in a population of 50 F, plants
obtained by selfing of F; hybrid derived from a cross between peaches rootstock cv.
Capdebocq x Flordaguard, susceptible and resistant to Meloidogyne spp, respectively.
The objective was to compare the anchoring group of molecular markers SSRs
segregating F, population of the genetic map of rootstocks of Prunus spp. resistant to
root-knot nematodes. We tested the segregation of 37 loci SSRs and thephenotypic
marker leaf color. Eleven markers showed a link, allowing us to build a map with two
linkage groups. The genetic map was performed using a LOD = 3. The chi-square test
was used to assess the data significance, showing that at least 10 SSR markers and
one phenotypic are associated in two linkage groups. Although, it is necessary to
saturate the map with more markers, it was found that the marker loci BPPCT004,
CPDCTO044, BPPCT034 and BPPCTO002 were grouped in a similar way with GL2 Prunus
reference map. Possibly these loci are associated with genes for resistance to
Meloidogyne spp., being inherited from the rootstock 'Flordaguard' and can be used in
marker-assisted selection (MAS).

Index Terms: Prunus persica; linkage map; root-knot nematode resistance; SSR;

MAS.
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Introducéo

O cultivo do pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) é severamente afetado
pela presenca de nematodides causadores de galhas (Meloidogyne spp.), pragas de
solo facilmente propagaveis que podem inviabilizar &reas de viveiro e pomares, e
causam anualmente perdas estimadas em milh8es de dolares em todo mundo, uma
vez que € praticamente impossivel elimina-los das raizes de arvores frutiferas

perenes (Lecouls et al., 1999; Yamamoto & Hayashi, 2002).

Uma estratégia promissora para contornar este problema €& usar porta-
enxertos que sejam resistentes a nematoides causadores de galhas, pois o controle
guimico com nematicidas é pouco eficiente e de alto custo, além de ndo existirem
produtos registrados para uso no Brasil. Extensivos trabalhos tém sido realizados
buscando a determinagédo genética da resisténcia a nematéides em Prunus spp. (Lu
et al.,1999; Yamamoto & Hayashi, 2002; Claverie et al., 2004; Gillen & Bliss, 2005).
Diversos genes de resisténcia a nematoides também tém sido detectados em outras

culturas como: tomate, batata, feijao, soja e cereais.

Em pessegueiro, varios genes de resisténcia (R genes) dominantes ou
parcialmente dominantes foram identificados e mapeados (Yamamoto & Hayashi,
2002; Claverie et al., 2004; Dirlewanger et al., 2004; Blenda et al., 2007; Hwang et
al., 2010), entretanto ainda existem duvidas sobre o tipo de heranca e quais sao 0s

genes realmente envolvidos nesta caracteristica, dentro do género Prunus.
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Todos 0s genes de resisténcia a nematdides das galhas descritos até o
momento, em Prunus spp., foram idenficados em dois grupos de ligacdo (GL2 e
GL7). Dentre eles estdao dois genes (mi e MJ) que conferem resisténcia a
Meloidogyne incognita e M. javanica, respectivamente, o gene Mij relatado por Lu et
al. (1998), determina resisténcia a ambas as linhagens. Yamamoto e Hayashi (2002),
elaboraram uma genética complexa, com duplo loco (Mjl/mjl e Mj2/mj2) para
assegurar a resisténcia a M. javanica em pessegueiro. A introgressao da resisténcia
entre gendtipos pode ser conseguida com relativa facilidade e acompanhada por

marcadores moleculares.

Com isso, a busca por marcadores moleculares ligados a resisténcia a pragas
e doencas facilita o processo de melhoramento tradicional através da selecéo
assistida por marcadores (SAM) e possibilita o desenvolvimento de novas cultivares

resistentes de forma mais rapida e eficiente (Morceli et al., 2008).

O mapa de ligacdo elaborado por Dirlewanger et al. (2004) para o porta-
enxerto GxN22, derivado do cruzamento entre ‘Garfi’ x ‘Nemared’ (amendoeira e
pessegueiro, respectivamente) apresenta oito grupos de ligacdo, dentre eles os
grupos de ligacédo 2 (GL2) e grupo de ligacdo 7 (GL7), onde foram mapeados dois
genes de resisténcia a nematoides Ryianem € Ma . O GL2 apresenta 0 gene Ryiianem
gue confere resisténcia a M. incognita (Kofoid e White) Chitwood, M. javanica e M.
arenaria no porta-enxerto ‘Nemared’ e o GL7 possui o gene Ma, que confere

resisténcia a Meloidogyne arenaria em amexeira Mirabolano (P. cerasifera).
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Este mapa de ligagdo tem sido utilizado como referéncia em trabalhos de

herdabilidade e mapeamento genético de caracteristicas, dentro do género Prunus.

Esmenjaud et al. (2009) observou que a heranca destes R genes pode variar
de acordo com as espécies parentais e geralmente apresenta distor¢cdes de
segregacao, principalmente em relacdo ao alelo de resisténcia dominante, onde o
esperado foi uma segregacdo 1R:1S (resistente:suscetivel), enquanto o observado

foi de 18R:23S para 0 gene Ma e 5R:18S para 0 gene Ryianem-

A herdabilidade dos genes de resisténcia pode ser acompanhada através da
associacao de marcadores moleculares com caracteres qualitativos e quantitativos,
permitindo detectar marcadores polimérficos reprodutiveis e herdaveis tanto
dominantes como codominantes, dentro e entre populacfes relacionadas. Estes
marcadores quando mapeados proximos a regides-alvo, Como genes que governam
caracteristicas de interesse, a exemplo de sequéncias relacionadas a resisténcia a
pragas e doencas, geram dados importantes para o melhoramento genético de uma
espécie e permitem sua aplicacdo em Selecdo Assistida por Marcadores (SAM), (Lu

et al., 1999).

O presente trabalho foi realizado com objetivo de verificar se a ligacdo de
marcadores SSR em uma populacédo F, segregante (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’),
ocorre de forma similar ao verificado no mapa de referéncia de Prunus, bem como
gerar dados que auxiliem na selecéo assistida de novos porta-enxertos resistentes a

Meloidogyne spp., para utiliza-los no melhoramento genético de Prunus.
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Material e métodos

As analises foram realizadas durante o ano de 2010, no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas, Departamento de Boténica, do Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Brasil. O material vegetal utilizado foi proveniente de
uma populagéo de 50 individuos F; obtida por autofecundacéo a partir de um hibrido F;
(NR0O080407) originado do cruzamento entre ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’, sendo o
primeiro gendtipo uma antiga cultivar copa de pessegueiro suscetivel a Meloidogyne
spp. com coloracédo verde nas folhas, o segundo gendtipo € um porta-enxerto resistente
a Meloidogyne spp. e apresenta folhas com coloracdo avermelhada, sendo o doador de
polen. O hibrido F; (NR0O080407) derivado do cruzamento teve sua descendéncia
confirmada e foi autofecundado, dando origem a geracdo F,. A fenotipagem para a cor

da folha foi realizada aos seis meses de idade das plantas F».

O DNA gendmico foi extraido dos individuos parentais, hibrido F; e F,, a partir de
amostras de 50 mg de folhas jovens frescas usando o método descrito por Doyle &
Doyle (1991). Realizou-se a quantificacdo do DNA em gel de agarose 0,8%, usando
como padrdo o DNA de Fago Lambda digerido com Hind 11, e logo apés uma aliquota
foi diluida para uma solucéo de trabalho na concentracdo de 10 ng pL™.

Nas reacfes de PCR foram utilizados 20 ng de DNA genémico de cada amostra;
2,5 yl de 10x PCR buffer; 1,7 mM de MgCl,; 0,5 uM de cada primer; 0,2 uM de DNTPs;
0,8U de Taq polimerase e agua Milli-Q para completar o volume final de 25 pl. As

temperaturas de anelamento (T°A) para cada primer foram determinadas apos
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realizagcdo de um teste de gradiente de temperatura onde foram estabelecidas as
temperaturas 6timas de anelamento. As reacdes de PCR foram realizadas em aparelho
termociclador, da marca Bio-Rad modelo Icycler, utilizando-se o seguinte protocolo de
amplificacdo: desnaturacédo inicial a 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50-
60°C por 45s, 72°C por 1 min, e 1 ciclo de 72°C por 10 min, 4°C por 5 min.

Foram avaliados 37 locos de microssatélites (Tabela 1) e um marcador fenotipico
(cor da folha) para a construcdo do mapa de ligacdo. Os locos utilizados neste estudo
foram escolhidos com base nos grupos de ligacdo do mapa genético elaborado por
Dirlewanger et al. (2004), utilizado como referéncia para o género Prunus.

Os produtos da PCR foram analisados apés eletroforese em cuba de
sequenciamento utilizando gel de poliacrilamida 6% e corados com nitrato de prata,
segundo o método descrito por Bassan et al. (1991). O perfil eletroforético de cada loco
foi registrado como (11) homozigoto dominante, (22) homozigoto recessivo e (12)
heterozigoto. Os marcadores microssatélites foram integrados aos mapas de ligacéo
através do software Ggmol (Cruz & Schuster, 2005). A analise de mapeamento foi
realizada utilizando um LOD escore de 3,0 e 30% de recombinacdo maxima. As
frequéncias de recombinacdo foram convertidas em distancia genética através da
funcdo de Kosambi, o teste qui-quadrado (x2) foi utilizado para testar a hipotese de

segregacao independente dos locos SSR analisados (Tabela 2).
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Resultados e discusséo

Dos 37 locos microssatélites testados, 23 amplificaram, destes 20 geraram boa
amplificacdo e polimorfismo, sendo utilizados para o teste de segregacéo e elaboracéo
do mapa de ligagcdo. Os locos BPPCT013, BPPCT001 e CPPCTO036 geraram
amplifica¢des inconsistentes e de dificil interpretagéo, ndo sendo usados na andlise de
segregacao. Os locos CPSCT007a, CPSCT021, UDP98407 e BPPCTO018 revelaram
bandas monomorficas para as amostras avaliadas (Tabela 1).

Pelo teste do qui-quadrado, 11 marcadores co-segregaram e foram agrupados
em dois grupos de ligacdo, designados como GL1 e GL2, cobrindo uma distancia total
de 125,20 cM (Figura 1). O GL1 reuniu o marcador fenotipico “cor da folha” e os
marcadores BPPCT019, CPPCTO009, BPPCT033, BPPCT026, BPPCT012, BPPCT004,
CPDCTO044 e UDP96013. Neste grupo de ligacdo, o marcador fenotipico “cor da folha”
encontra-se a uma distancia aproximada de 52.5 cM do marcador BPPCT033 (Tabela
2), isso corresponde a uma distancia muito similar aquela descrita no mapa de
referéncia de Prunus elaborado por Dirlewanger et al. (2004), onde a distancia entre
tais marcadores foi de 57.3 cM, sendo ambos mapeados no grupo de ligacdo seis
(GLS).

Com isso, observa-se que existe homologia entre as distancias, porém no
presente trabalho ndo ocorreu o posicionamento destes marcadores no GL6 e sim no
GL1, indicando que possivelmente nesta populacdo de mapeamento o marcador

BPPCTO033 néo esteja ligado a coloragédo da folha, possivelmente por estar localizado
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em outro cromossomo ou em uma distancia muito grande dentro do mesmo
Cromossomo.

Neste estudo, o marcador BPPCT004 segregou a distancia de 26.50 cM de
CPDCTO044 (Tabela 2), enquanto que no mapa de referéncia de Prunus, estes
marcadores foram localizados a 6,7 cM entre si, e aproximadamente 29 e 22 cM
respectivamente do gene Rwianem. EStas diferencas, segundo Wunsch (2009), podem
ocorrer devido a eventuais distorcbes de segregacdo entre 0os locos SSR e ao
polimorfismo entre gendtipos da mesma espécie, em funcdo da origem dos parentais
e/ou translocagdes no genoma.

Em geral, os genes de resisténcia a nematoides sdo membros de familias
multigénicas, organizadas em regibes cromossdmicas relacionadas. A quantidade
desses genes € enorme e representa a capacidade da planta em perceber o patégeno,
de modo que as plantas séo selecionadas evolutivamente para manter muitos genes R.
Entretanto, a variabilidade entre os genes é necessaria, e € obtida principalmente
através de cruzamentos entre individuos, com fontes de resisténcias diferentes. Assim,
existem mecanismos genéticos para gerar diversidade nos genes de resisténcia, de
forma mais réapida e eficiente que mutacbes pontuais e aleatérias, como a
recombinacédo desigual e a conversdo génica (Fragoso et al., 2007).

No presente mapa, a fonte de resisténcia utilizada é o porta-enxerto
‘Flordaguard’, um hibrido entre P. persica x P. davidiana, que apresenta vigor médio,
baixa resisténcia a asfixia de raizes e resisténcia a nematéides (Fachinello, 2000). A
resisténcia de ‘Flordaguard’ é herangca do ancestral ‘Okinawa’, considerada uma das

principais fontes de resisténcia a Meloidogyne spp. (Lu et al.,, 1999). O mapa de
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referéncia de Prunus, que foi elaborado a partir de um cruzamento GxN22, cuja fonte
de referéncia foi o porta-enxerto ‘Nemared’ , tem como ancestral o porta-enxerto
‘Nemaguard’, esta entre as principais fontes de resisténcia a Meloidogyne spp, em
Prunus persica, porém de acordo com Lu et al. (1999) esses dois porta-enxertos sao
genotipos recombinantes que apresentam fontes de resisténcia diferentes.

O segundo grupo de ligacdo (GL2) associou fortemente dois marcadores,
BPPCT034 e BPPCT002. No mapa elaborado por Dirlewanger et al. (2004), para o
porta-enxerto GxN22, estes marcadores co-segregaram no GL2 a uma distancia de
48,6 cM do gene Ryianem € @ 0 cM entre eles, porém no presente mapa a co-segregacao
também foi observada mas a uma distancia de 12.80 cM entre os marcadores (Tabela
2). Esses resultados permitem inferir que os dois marcadores possivelmente estejam
localizados em uma regido altamente conservada do genoma e que a segregacao
ocorre de forma similar entre diferentes populacbes de mapeamento, sendo estes
marcadores possiveis candidatos a serem usados para selecdo assistida (SAM) para
populacdes derivadas de cruzamentos entre ‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’.

Para Lu et al. (1999), a SAM apresenta potencial para reduzir significativamente
0 tempo, espaco e custos necessarios para a manutencdo e avaliacdo de grandes
populacdes segregantes de pessegueiro em programas de melhoramento genético,
uma vez que pode ser utilizados como ferramenta para identificacdo de genotipos
resistentes a nematoides das galhas.

A segregacdo dos marcadores revelou a razao esperada para uma heranca
codominante (1:2:1), a excecdo dos marcadores BPPCT004 e BPPCTO033, que

segregaram na proporcéo (3:1), desviando significativamente da proporcdo esperada
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(Tabela 2). Este fato ja foi observado por Dirlewanger et al. (2002), onde 30% dos locos
microssatélites testados apresentaram distorcdo de segregacdo. Esmenjaud et al.
(2009), observaram que gene Rwia também foi herdado com distor¢des, geralmente
relacionadas ao alelo dominante do cruzamento. O marcador fenotipico “cor da folha”
segregou na proporcdo 3:1, estando de acordo com o esperado para um carater
dominante, essa relagdo corrobora com o obtido por Yamamoto et al. (2001).

Os valores do qui-quadrado foram altamente significativos, sugerindo que nao ha

hipétese de segregacao independente entre os marcadores utilizados para elaborar o
mapa de ligacdo. Portanto, pode-se inferir que pelo menos alguns desses marcadores
SSR estejam ligados a uma caracteristica em comum, que provavelmente seja a
resisténcia a nematoéide das galhas, e essa caracteristica tenha sido herdada do porta-
enxerto ‘Flordaguard’. Outros estudos conduzidos confirmam a imunidade deste porta-
enxerto a M. incognita (PAULA, 2009), porém neste trabalho, esta confirmacdo carece
de uma maior saturacdo do mapa e a analise fenotipica da populacdo de mapeamento
para a referida resisténcia.

Embora aqui, estes marcadores estejam reunidos em um mesmo grupo de
ligacdo, é de se esperar que aumentando a saturacdo do mapa, bem como o namero
de gendtipos avaliado, novos grupos de ligacdo sejam formados e alguns marcadores
figuem associados em grupos diferentes. Entretanto, as semelhancas entre distancias e
frequéncias de ligacdo confirmam a correspondéncia entre os mapas, sendo assim, a
transferabilidade e a ligacdo dos marcadores SSR entre as diferentes populacées de
Prunus sp. gera a possibilidade da utilizacdo destes marcadores na selecao assistida

de caracteristicas de interesse.
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Assim, a evidente associacdo dos marcadores entre diferentes populacdes de
mapeamento, geradas a partir de fontes de resisténcia diferentes, levanta a hipétese de
gue exista grande homologia entre estas fontes de resisténcia, provavelmente

derivadas de um ancestral em comum.

Conclusao

1. Existe ligacdo similar de marcadores SSR em diferentes populacdes de

Prunus, porém esta ligacéo nao se da de forma total.

2. Os marcadores BPPCT004, CPDCT044, BPPCT034 e BPPCT002 segregam

de forma semelhante ao encontrado em outras populacdes de mapeamento.
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Tabela 1. Locos microssatélites e seus respectivos grupos de ligagdo no mapa de
referéncia de Prunus, utilizados na analise de ligacdo em hibridos F, de pessegueiro

(‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’).

Loco Amplificacao™” Polimorfismo®  Grupo de ligagéo (GL) ©
UDP98411 A P G2
BPPCT002 A P G2
CPDCTO044 A P G2
BPPCTO034 A P G2
BPPCT004 A P G2
CPSCT034 A P G2
UDP98025 A P G2
CPDCT024 A P G2
BPPCTO030 A P G2
UDP96013 A P G2
CPSCT007a A M G2
CPSCTO021 A M G2
PCEGA34 NA - G2
MAQOO7a NA - G2
PCHGMS1 NA - G2
MAO024 NA - G2
PACITA27 NA - G2
CPPCT024 NA - G2
BPPCTO013 Al - G2
BPPCTO001 Al - G2
UDP 98406 NA - G2
UDP97403 A P G3
BPPCTO026 A P G5
CPPCTO036 Al - G5
CPPCTO009 A P G5
BPPCTO17 NA - G5
UDP 97401 NA - G5
UDP98407 A M G6
BPPCT018 A M G6
UDP 98412 A P G6
BPPCTO033 A P G6
BPPCTO008 A P G6
BPPCT025 A P G6
COR FOLHA - - G6
CPPCTO06 NA - G8
UDP 96015 A P G8
BPPCT012 A P G8
BPPCT019 A P G8

@ A= amplificacio, Al = amplificacdo inconsistente, NA= ndo amplificacio

@ p= polimérfico, M= monomorfico
®) Segundo Dirlewanger et al. (2004)
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Tabela 2. Analise de segregacdo de marcadores SSR e cor da folha em porta-enxertos de pessegueiro (‘Capdeboscq’ X

‘Flordaguard’).

MARCADOR  Segregacdo  Valor VR VR VR VR VR VR VR VR VR
em F; N BPPCT019 CordaFolha CPPCT009 BPPCT026 BPPCT033 BPPCT012 BPPCT004 CPDCT044 UDP96013

GL1

BPPCT019 1:2:1 0,157 - 0,525 0.525 0,525 0,295 0,525 0,525 0,525 0,525

Cor da Folha 1:211 1,50 0,525 - 0,286 0,240 0,525 0,240 0,30 0,326 0,525

CPPCT009 1:211 0,534 0,525 0,286 - 0,184 0,520 0,185 0,245 0,301 0,525

BPPCT026 1:211 0,134 0,525 0,240 0,184 - 0.015 0,060 0,120 0,227 0,525

BPPCTO033 31 1,470 0,525 0,525 0,520 0,015 - 0,030 0,086 0,213 0,326

BPPCTO012 1:211 1,192 0,525 0,240 0,185 0,060 0,030 - 0,100 0,229 0,525

BPPCTO004 31 1,50 0,525 0,300 0,245 0,120 0,086 0,100 - 0,265 0,525

CPDCT044 1:211 0,260 0,525 0,326 0,301 0,227 0,213 0,229 0,265 - 0,244

UDP96013 1:211 1,192 0,525 0,525 0,525 0,525 0,326 0,525 0,525 0,244 -

MARCADOR VR VR

GL2 BPPCT034  BPPCT002

BPPCTO034 1:211 0,342 - 0,128

BPPCTO002 1:211 0,278 0,128 -

VR = valor de recombinacao
GL1 = grupo de ligacdo 1
GL2 = grupo de ligacédo 2
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Figura 1. Mapa de ligacdo para 10 marcadores microssatélites e o caractere
cor vermelha da folha (‘FOLHA’), obtido de uma populagdo F, segregante
(‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’). Valor maximo de recombinacdo 30% e valor
minimo do LOD 3. Universidade Federal de Pelotas Pelotas-RS, 2010.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que a pesquisa e o
desenvolvimento de novos porta-enxertos sdo de extrema importancia para a
cultura do pessegueiro, e a biologia molecular € uma ferramenta muito
importante para complementar estudos tradicionais, possibilitando resultados
rapidos e confidveis, que poderdo ser empregados no melhoramento genético
da cultura.

Os marcadores moleculares microssatélites geram grande quantidade de
dados confiaveis e reprodutiveis, que podem ser empregados em inumeras
analises como mapeamento genético e selecao assistida, auxiliando processos
de selecao de novos gendtipos e a correta identificacéo varietal de cultivares.

Acredita-se que os dados gerados neste trabalho sirvam de base para
estudos futuros de biologia molecular e contribuam para pesquisa em

melhoramento de Prunus persica.



