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RESUMO

SANTOS, Telma Miranda dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2010. Diversidade genética de Prunus persica por meio de marcadores
microssatélites. Orientador: Claudio Horst Bruckner. Coorientadores: Cosme
Damido Cruz e Mércia Regina Costa.

O pessegueiro, planta predominantemente autbgama e com taxa de
cruzamento inferior a 5%, € uma das espécies frutiferas mais pesquisadas em todo
0 mundo. A presenca de variabilidade genética ¢ fundamental para progressos no
melhoramento de plantas. Os marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis para
detectar variacdes no genoma, e marcadores microssatélites tém demonstrado ser
altamente eficientes na analise genética de espécies como 0 pessegueiro, que tem
baixa diversidade genética. Este estudo objetivou avaliar a informatividade de 22
locos Simple Sequence Repeats (SSR) e avaliar a similaridade genética entre
cultivares de pessegueiro. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, MG. Foram calculadas a frequéncia
alélica, a heterozigosidade esperada e observada e o conteddo médio de informacéo
polimorfica (PIC). A similaridade genética entre dois cultivares foi calculada pelo
indice ponderado, a partir do niamero de alelos comuns que eles compartilham. Com
esses dados, gerou uma matriz de dissimilaridade, que foi utilizada para realizar a
analise de agrupamento utilizando o método hierarquico aglomerativo UPGMA.
Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa GENES. Dos 22
primers SSR, oito foram polimorficos, e os demais ndo amplificaram. Um total de 53
alelos foram amplificados, sendo o nimero médio de alelos por loco 6,625, que

oscilou entre 4 e 9. A frequéncia alélica variou de 0,0072 a 0,4928 quando foram
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utilizados os primers UDP98 411 e UDP98 022. A heterozigosidade esperada variou
de 0,5143 a 0,8579, com media de 0,7105, sendo a observada de 1,0. Os locos mais
informativos foram UDP96 005, UDP98 021 e UDP98 407, com PIC de 0,8142,
0,8258 e 0,8416, enquanto os menos informativos foram UDP98 022 e UDP98 411,
com PIC 0,3963. A média desse pardmetro em todos os locos foi 0,6553. A anélise
dos dados dos 53 alelos resultantes da amplificacdo de oito primers SSR néo
distinguiu todos os cultivares analisados. A maior dissimilaridade encontrada foi de
87,74%. A dissimilaridade média foi de 49,97%, entre meios-irmé&os foi de 44,87% e
entre irmdos completos, 11,85%. N&o foram diferenciados os cultivares Joia 3 de
Joia 4 e Aldrigui de Gaicho nem Campinas 1 de Olimpia. Cultivares de pessegueiro
que apresentavam caracteristicas fenotipicas diferentes ndo puderam ser separados

com base nas informacdes dos primers.
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ABSTRACT

SANTOS, Telma Miranda dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July of
2010. Genetic diversity of Prunus persica using microsatellite markers. Adviser:
Claudio Horst Bruckner. Co-Advisers: Cosme Damido Cruz and Marcia Regina
Costa.

The peach tree, a predominantly autogamous plant with an outcrossing rate of less
than 5%, is one of the most researched fruit species worldwide. The presence of genetic
variability is crucial for progress in plant breeding. Molecular markers are useful for
detecting variations in the genome, and microsatellite markers have been shown to be highly
efficient in genetic analysis of species such as the peach, which has low genetic diversity.
This study aimed to evaluate the informativeness of 22 Simple Sequence Repeats (SSR) loci
and assess the genetic similarity between peach cultivars. The study was conducted at the
Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal of the Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal de Vigosa, in Vicosa, MG. We calculated the allele frequency, the
expected and observed heterozygosities and the average polymorphic information content
(PIC). The genetic similarity between two cultivars was calculated by the weighted index,
based on the number of common alleles that they share. With these data, a dissimilarity
matrix was generated that was used to perform a cluster analysis using the UPGMA
hierarchical clustering method. All statistical analyses were performed using the GENES
program. Of the 22 SSR primers, eight were polymorphic, and the others were not amplified.
A total of 53 alleles were amplified, and the mean number of alleles per locus was 6.625,
which ranged between 4 and 9. The allele frequency ranged from 0.0072 to 0.4928 when we
used primers UDP98 411 and UDP98 022. The expected heterozygosity ranged from 0.5143
to 0.8579, averaging 0.7105, with the observation at 1.0. The most informative loci were
UDP96 005, UDP98 021 and UDP98 407, with PIC of 0.8142, and 0.8258 0.8416, while the
least informative were UDP98 022 and UDP98 411 with PIC 0.3963. The average of this

parameter for all loci was 0.6553. Data analysis of 53 alleles resulting from the amplification
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of eight SSR primers did not distinguish all analyzed cultivars. The greatest dissimilarity
found was 87.74%. The average dissimilarity was 49.97%, with those between half-siblings
at 44.87% and between siblings, 11.85%. There were no differences in the Joia 3 of Joia 4
and Aldrigui of Gaucho cultivars or of Campinas 1 of Olympia. Peach varieties that had
different phenotypic characteristics could not be separated based on information from the

primers.



1. INTRODUCAO

Prunus persica (L) Batsch pertence ao género Prunus (L.) (Rosaceae), dentro
do qual é a espécie de maior interesse comercial e com maior nimero de cultivares
explorados no mundo. Sdo conhecidas trés variedades boténicas de P. persica:
vulgaris, nucipersica e platycarpa (RASEIRA; NAKASU, 2002). P. persica (L.)
Batsch var. vulgaris: suas frutas tém epiderme pilosa e podem apresentar polpa
branca ou amarela, ser mais ou menos fibrosa e servir para conserva ou para
consumo in natura, incluindo a maioria dos cultivares de valor econémico. P.
persica var. nucipersica produz frutos com epiderme glabra e geralmente muito
colorida. S@o as nectarineiras, cujo nimero de cultivares com valor comercial é
consideravel (SACHS; CAMPOQOS, 1998). P. persica var. platycarpa produz frutos de
forma achatada, conhecidos como péssegos chatos ou peentoo. E espécie diploide,
com o0 ndmero-base de cromossomos X = 8 e 2n = 16, e predominantemente
autégama, com taxa de cruzamento inferior a 5%, embora percentagens mais altas,
como 14 e até 33% de polinizacdo aberta, tenham sido obtidas em algumas pesquisas
(HESSE, 1975). Sua origem é chinesa, encontrando-se referéncias sobre a existéncia
da cultura desde 20 séculos antes de Cristo. O nome da espécie foi atribuido como se
ela fosse originaria da Pérsia. Entretanto, provavelmente foi levada da China para a
Pérsia, onde foi conhecida pela civilizagdo ocidental, e a partir dessa regido
espalhou-se para o resto do mundo, por meio de sementes (LAYNE, 1987; SACHS;
CAMPOS, 1998). O pessegueiro ¢ uma espécie frutifera de clima temperado,
apresentando genoétipos com capacidade de adaptacdo em ampla faixa de condigdes
ambientais, sendo cultivada em regides de clima temperado, subtropical e tropical de
altitude (SILVEIRA, 2003).



O péssego é a oitava fruta mais produzida no mundo e uma das mais
consumidas in natura. A producdo mundial de péssegos e de nectarinas, em 2008, foi
de 18.000.853 toneladas (FAO, 2010). O Brasil € o décimo terceiro produtor, apesar
de seus 22.398 hectares de area colhida (AGRIANUAL, 2010). A producdo €
insuficiente para o abastecimento interno (SATO, 2001) em razdo, principalmente,
da sazonalidade da producdo, baixa produtividade, problemas de logistica e alta
perecibilidade dos frutos.

A producéo brasileira de péssego no ano de 2007 foi de 185.959 toneladas
(AGRIANUAL, 2010). O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor, com
94.056 toneladas em 14.857 hectares, seguido por Sdo Paulo (38.537 toneladas em
2.001 hectares) e Minas Gerais, com 26.475 toneladas em 1.015 hectares, tendo este
ultimo a maior produtividade do pais, com mais de 26 t/ha (AGRIANUAL, 2010).

Sua base genética foi drasticamente estreitada na segunda metade do século
19, quando algumas plantulas de péssego tipo Chinese Cling foram introduzidas, a
partir do Sul da China, nos Estados Unidos e amplamente propagadas. Esses
gendtipos foram repetidamente utilizados como genitores em programas de
melhoramento genético devido ao grande tamanho dos seus frutos, firmeza e
qualidade da polpa, levando a altos niveis de endogamia e coascendéncia, agora
encontrada entre cultivares de péssego (SCORZA et al., 1985). O baixo grau de
heterogeneidade torna dificil a diferenciacdo de genotipos e a determinacdo da
diversidade genética em germoplasma de pessegueiro (LI et al., 2008).

Até meados da década de 1960, a diferenciacdo de genotipos nos estudos de
genética e melhoramento estava associada as caracteristicas morfofenoldgicas das
plantas. Porém, esse método de analise tem como limitacdes as influéncias
ambientais sobre o fendtipo, além do gasto excessivo de tempo e dinheiro
(SANSAVINI, 1998). Adicionalmente, dentro do género Prunus o pessegueiro e a
nectarineira pertencem a espécie de menor variabilidade genética, possuindo baixo
polimorfismo das caracteristicas morfofenoldgicas (VINATZER et al., 1999), de tal
maneira que, muitas vezes, a identificacdo entre cultivares baseada somente no
fenotipo deixa muitas dividas quanto a verdadeira identidade dos genotipos
(PANCALDI et al., 1999). Buscando superar esse fator limitante, novos métodos de
anélise foram sendo introduzidos em auxilio & caracterizacdo genética de cultivares.
Inicialmente, a analise isoenzimatica foi empregada para identificacdo de cultivares
(PANCALDI; BATTISTINI, 1991), entretanto essa técnica ndo fornece

2



polimorfismo suficiente para caracterizagdo detalhada de gendtipos de baixa
variabilidade, como € o caso do pessegueiro, ndo permitindo a individualizagdo, mas
somente a separacdo em grupos (ARULSEKAR; PARFITT, 1986; LIMA, 2001;
MONET et al., 1985; DURHAM et al., 1987; MESSEGUER et al., 1987; MOWREY
et al., 1990). Porém, quando se utilizam marcadores moleculares de DNA a
possibilidade de identificacdo de gendtipos aumenta consideravelmente em todas as
espeécies fruticolas (MULCAHY et al., 1993), nas quais a combinacdo de poucos
marcadores é suficiente para diferencia-las, produzindo um tipo de impressao digital
molecular da planta, também conhecida como fingenprinting varietal, a qual é obtida
a partir da anélise do seu DNA (SANSAVINI, 1998).

No melhoramento genético de plantas tem-se buscado, cada vez mais, a
selecdo assistida por marcadores moleculares, visando obter maior eficiéncia na
transferéncia de fatores genéticos. Os marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis
para detectar variagdes no genoma aplicaveis em identificacdo de cultivares, na
analise de pedigree ou na identificacdo das fontes de germoplasma distantes; por
isso, podem ser usados em diferentes fases do melhoramento, aumentando o poder de
andlise genética das plantas. Segundo Aranzana et al. (2002), a selecdo precoce com
marcadores seria particularmente interessante em péssego e outras culturas do género
Prunus, dado o seu longo periodo de geracdo (3 a 5 anos). No entanto, esses
marcadores eram utilizados apenas de forma limitada no melhoramento de
pessegueiro, principalmente pelo fato de esta planta possuir baixo nivel de
variabilidade genética devido ao seu sistema de acasalamento predominantemente
autogamico (MILLER et al., 1989) e por apresentar estreita base genética, uma vez
gue a maioria se originou de um ndmero limitado de genitores (SCORZA et al.,
1985).

Atualmente existe grande variedade de marcadores moleculares disponiveis
para diferentes espécies vegetais. O uso de marcadores moleculares baseado em
DNA resulta em consistente e robusto método para identificar material vegetal com
base na estabilidade em diferentes condi¢cGes ambientais ou diferentes tecidos.
Analises moleculares foram anteriormente executadas no género Prunus utilizando
diferentes marcadores, como isoenzimas (MESSEGUER et al., 1987; MOWREY;
WERNER, 1990), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLPs) (KANEKO
et al., 1986; UEMATSU et al., 1991; BADENES; PARFITT, 1995; BOUHADIDA
et al., 2007), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (GOGORCENA;
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PARFITT, 1994; WARBURTON; BLISS, 1996; LU et al., 1996; CASAS et al.,
1999), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLPs) (ARANZANA et al.,
2003; ARADHYA et al., 2004, FANG et al., 2006) e Single-Nucleotide
Polymorphism (SNPs) (FANG et al., 2006). Tais métodos foram amplamente
utilizados para caracterizar e classificar cultivares ou para estimativas de relagéo
entre os membros do género Prunus e estudos de diversidade em pessegueiro.
Marcadores RAPD e AFLP foram avaliados para seu potencial uso na identificacéo
de cultivares de pessegueiro (DIRLEWANGER et al., 1998), mas sua expressdo
dominante, baixa reprodutibilidade (RAPDs) ou a complexidade do método (AFLPS)
limitam a sua utilizagdo como marcadores de rotina para essa finalidade.

Microssatélites sdo sequéncias simples repetidas (SSRs), as quais consistem
em um a seis nucleotideos repetidos em tandem. Determinado microssatélite € um
loco polimoérfico, e os diferentes numeros de unidades repetidas em dado
microssatélite constituem os alelos desse loco. Cada alelo produz fragmento de
tamanho diferente, gerando “bandas” distintas que sdo visualizadas em géis. Nesse
polimorfismo, os gendtipos homozigotos apresentam apenas uma “banda”, enquanto
os heterozigotos amplificam duas “bandas” (CAIXETA et al., 2009). So abundantes
em genomas procarioticos e eucarioticos (WEBER, 1990; FIELD; WILLS, 1996).
Esses marcadores tém demonstrado ser altamente eficientes para a analise genética
de espécies, como 0 pessegueiro, que tém baixa diversidade genética (ARANZANA
et al., 2001; ARUS et al., 2003), devido ao seu elevado polimorfismo e
reprodutibilidade (GUPTA; VARSHNEY, 2000; WUNSCH; HORMAZA, 2002).
Eles tém sido eficientes para a identificacdo de genotipos tanto em plantas quanto em
animais. Mais de 100 marcadores microssatélites foram relatados em pessegueiro
(CIPRIANI et al., 1999; SOSINSKI et al., 2000; TESTOLIN et al., 2000;
ARANZANA et al., 2002, 2003; WANG et al., 2002; DIRLEWANGER et al.,
2002).

Microssatélites foram usados como marcadores genéticos para identificar
cultivares e acessos de germoplasma em muitas fruteiras, como videira (Vitis sp.)
(LAMBOY; ALPHA, 1998; SCHUCK et al.,, 2009), Malus hupehensis (Damp.)
Rehd. (BENSON et al., 2001), citros (GULSEN; ROOSE, 2001), cereja-azeda (P.
cerasus L.) (CANTINI et al., 2001), kiwi (Actinidia Lindl.) (ZHEN et. al., 2004),
abacate (Persea americana Mill.) (ALCARAZ; HORMAZA, 2007), abricos
(MESSINA et al., 2004), ameixas (DECROOCQ et al., 2004; MNEJJA et al., 2004),
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cerejas (WUNSCH ; HORMAZA, 2002; VAUGHAN; RUSELL, 2004) e améndoas
(TESTOLIN et al., 2004). Esses marcadores também tém sido usados para
construcdo de mapas de ligacdo interespecificos (FOOLAD et al., 1995;
DIRLEWANGER et al., 2004) e intraespecificos (HOWAD et al., 2005), e os
microssatélites tém auxiliado na construgdo do mapa genético de Prunus
(ARANZANA et al., 2003).

Marcadores SSR oferecem algumas vantagens em relacdo aos outros
marcadores moleculares, incluindo a heranca codominante, hipervariabilidade e
transmissibilidade (TAURAZ, 1989; BELL; ECKER, 1994; GUILFORD et al.,
1997; SOSINSKI et al., 2000). Além de sua codominancia, reprodutibilidade e
facilidade de serem detectados pelo PCR, sdo ideais para 0 mapeamento do genoma,
assim como para estudos de genética populacional (DAYANANDAN et al., 1998).

Aranzana et al. (2002), utilizando 35 primers SSR para comparar 14
cultivares de pessegueiro e 11 cultivares de nectarineira, constataram que 24 pares de
primers produziram bandas polimdrficas; uma taxa de polimorfismo de 69%, em que
cada loco continha, em média, 3,2 alelos. Quando 16 pares de primers SSR foram
utilizados em 212 cultivares de pessegueiros e nectarineiras para a analise da
diversidade genética, 87% foram separados (ARUS et al., 2003). Esses marcadores
foram utilizados para genotipagem de pessegueiros e nectarineiras (CIPRIANI et al.,
1999; ARANZANA et al., 2003).

Em 1986, a Universidade Federal de Vigosa iniciou o Programa de
Melhoramento Genético de Pessegueiro, visando a obtencdo de cultivares de mesa
adaptados as condicdes edafocliméticas da regido. Dentro desse programa, espera-se
selecionar, em populagdes segregantes derivadas de hibridagdes, gendtipos favoraveis,
ou seja, que produzam frutos de boa qualidade e tenham baixa necessidade de frio para
superar o periodo de dorméncia (ALBUQUERQUE et al., 2000).

A presenca de variabilidade genética é fundamental na obtencdo de
progressos no melhoramento de plantas por meio de selecdo, viabilizando o emprego
de técnicas que possibilitem a identificacdo de genotipos superiores (CARVALHO;
FEDERIZZI, 1989).

O melhoramento de plantas tem por base ampliar a variabilidade por meio de
cruzamentos controlados. Por isso, € fundamental o conhecimento das populacGes
formadas, a fim de prever o potencial das combinagdes a partir de diferentes

genitores, o que vai permitir maior amplitude de selecdo para o carater desejado,
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aumentando, dessa forma, o ganho genético (HARTWIG et al., 2007). Cruzamentos
recombinam a variabilidade existente. Dessa forma, a realizacdo de selegéo eficiente

depende do entendimento da heranca e da variabilidade genética.



2. OBJETIVO

Objetivo principal:
- Avaliar a diversidade genética de Prunus persica da colecdo da UFV,

utilizando-se marcadores moleculares microssatélites.

Os objetivos especificos foram avaliar:

A diversidade alélica de 22 marcadores SSR:
- NUmero de alelos por loco.

- Frequéncia alélica.

- Heterozigosidade.

- Contetido Médio de Informacéo Polimdrfica (P1C) dos primers.

A distancia genética e diversidade:

- Dissimilaridade entre cultivares.

- Dissimilaridade entre irmaos completos.
- Dissimilaridade entre meios-irmaos.

- Andlise de agrupamento.



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia e
Melhoramento Vegetal do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal

de Vicosa, em Vigosa, MG, entre setembro de 2009 e marc¢o de 2010.

3.1. Material vegetal

Amostras de 69 cultivares de pessegueiro e nectarineira pertencentes a
colecdo da Universidade Federal de Vicosa foram analisadas. Entre o0s
cultivares, 27 foram lancados pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e
25 pela Embrapa Clima Temperado (EMBRAPA-CPACT), sendo os demais de
outras origens (Quadro 1). A principal diferenca entre o programa de
melhoramento do IAC e 0 da EMBRAPA-CPACT é que o primeiro se dedica,
principalmente, a obter cultivares para consumo in natura ou de dupla
finalidade e que sejam adaptados a condi¢des subtropicais (inverno com 40 a
120 horas de temperatura abaixo de 7,2 °C). O programa do CPACT, além de
visar cultivares com essa finalidade, visa a criacdo de cultivares cujos frutos se
destinam a industrializacdo. Quanto a adaptacdo, embora esse programa trabalhe
com cultivares e sele¢bes cuja necessidade de frio hibernal vai desde 150 até
500 horas, a concentracdo maior esta em torno de 300 horas
(RASEIRA; NAKASU, 2002).



Quadro 1 - Origem, caracteristicas e genealogia de 69 variedades de pessegueiro

CULTIVAR | Genealogia Pol | Car | Fin | N.F. | Orig
Aldrigui Selegdo do Rio GrandedoSul |A |P C 350 | EM
Alb dogura Autof. de Cristal B |P M IAC
Argel -
Aurora 1 Poli. aberta de Ouromel-3 A |P M IAC
Aurora 2 Poli. aberta de Ouromel-4 A |P M IAC
Baronesa (Hawaiia X Southland)F3 A |MS | M 400 EM
Belvedere Delicioso X Interludio A |S M 400 EM
Biuti Halford-2 X Rubi A |P M/C IAC
Bolio (Angel X Rosado de B |s M IAC
Itaquera)F1
Bolinha Poli. aberta de Aldrigui A [P |C 288 EM
Br-1 Delicioso X Panamint B [P M 300 EM
Campinas 1 | Autof. de Lake City A |P C IAC
Capdesbosq | Lake City X S56-87 A |P C 300 EM
Cardeal F2 do Cruzamento 338-90F.V |A |MS | M 250 EM
Cascata 580 | - EM
Centenaria Poli. aberta Dogura 2 A |S M 80 IAC
Centenario Poli. aberta Ouromel 2 A |S M IAC
Cerrito (Lake City X S56-32) F2 A |P C 200 EM
Chula Delicioso X Panamint B |S M 350 EM
Colibri Autof. De Cristal B [P M IAC
Convénio (Amsdem X Abobora) F2 A |P C 400 EM
Coral Delicioso X Interludio B |S M 350 EM
Cristal Suber X Pérola De Itaquera B |P M IAC
Cristal
taquari )
Delicioso Supermel X Rubrosol B |S M IAC
Precoce
Diamante Convénio X Pelotas 77 C 300 EM
Douradéo Poli. aberta de Dourado 1 A |S M 200 IAC
Dourado 1 Tutu X Maravilha A |S M IAC
Elberta - AM
FlordaPrince | Fla 2-7 X Maravilha A |MS | M 150 EUA
Flordasun | (Southland X Hawaiian)F3 X1y 1o 1oy 300 | EUA
Springtime
Galcho Robusto x Panamint M EM
Joia 1l Nectar X Maravilha B |S M 100 IAC
Joia 2 Tutu X Colombina B |S M 100 IAC
Joia 3 Catita X Rubrosol B |S M 100 IAC
Joia 4 Catita X Rubrosol B |S M 100 IAC
Josefina Poli. aberta (Ouromel X B |s M IAC
Rubrosol)
Lakecity
amarelo i
Continua...




Quadro 1 - Cont.

CULTIVAR | Genealogia Pol | Car | Fin | N.F. | Orig
Maciel Conserva 171 X Conserva334 |A | P M/C 588 EM
. Sun Red X Fla 28-48 (Okinawa
Maravilha X Highland) F2 MS |M 100 IAC
Marli (Delicioso X Interludio) F2 B |[MS | M 300 |EM
Minasul -
. Poli. aberta de Planta Nativa de
Okinawa Ilhas Ryuku - Okinawa B IS P.E 1100
Olimpia Bolinha x 7-28 EM
Ouronectar -
Pampeano Maravilha Ou Sentinela * BC|MS |M 200 |EM
Pérola de
ltaquera i
Petisco Campinas-1 x Tos China A |S M IAC
Pilcha Poli. Aberta de Precoce Rosado | A | P M 400 EM
Precocinho Poli. Aberta de Diamante A |P C 150 | EM
Premier Cardeal 15 de Novembro B |[MS | M 150 EM
Princesa (Hawai x Southland)F3 A |S M 250 | EM
Real Lake City X Rei Da Conserva | A |P C IAC
Régis Poli. Aberta de Petisco 2 A |P M/C IAC
Rei da
conserva i
Reliquia Rei da Conserva X Jewel B |P M IAC
Rubimel Chimarrita X Flor da Prince A |MS | M 588 EM
Rubrosol Poli. aberta [Panamint X
(Sunred) (Southland X Hawaiian) F2] A IMSIM EUA
Sentinela Poli. aberta de Premier B |P M 150 EM
Setembrino | Autof. de Tutu B |S M IAC
Talisma Rei da Conserva X Jewel B |P M IAC
Topazio Lake City X Intermediario C 350 |EM
Tropic : A |P 150 | EUA
Beauty
Tropical Poli. aberta de IAC 371-2 A |S M IAC
. 100-
Tropic Sweet | - A 200 EUA
UFV 186 - P.E UFV
UFV 286 - P.E UFV
UFV 107 Campinas 1 X Miraflores UFV
UFV 207 Campinas 1 X Miraflores UFV

Pol = polpa; Car = caro¢o;  Fin = finalidade; N.F = necessidade de frio; B = branca;
P =preso; M = mesa; Orig =origem; A =amarela; S = solto; C = conserva; Autof =
autofecundagéo; BC = branco-creme; MS = meio solto; M/C = mesa/conserva; Poli =
polinizacdo; IAC = Instituto Agronémico de Campinas; e EM = EMBRAPA.
*QOrigem desconhecida, acredita-se que tenha as cvs Maravilha ou Sentinela como
progenitores.
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3.2. Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido foliar jovem, utilizando-se o
método CTAB proposto por Doyle e Doyle (1990) com algumas modificacdes. O
tampé&o de extracdo continha 2% CTAB, 1,5 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris
pH 8,0, 2% PVP e 0,4% B-mercaptoetanol. A suspenséo foi incubada a 65 °C por 60
minutos, realizando-se a homogeneizacdo a cada 10 minutos. Posteriormente foram
adicionados 700 pL de cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1), sendo as suspensdes
homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos a 16.100 g, em temperatura
ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, repetindo-se o
passo anterior. O sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifuga,
adicionando-se isopropanol a 10 °C na propor¢do 1:1, e em seguida incubado em
geladeira por trés horas. Decorrido esse tempo, os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 16.100 g. O pelet foi lavado duas vezes com etanol 70% e uma vez com
etanol 95% e seco por 20 minutos em temperatura ambiente. Para a remocdo do RNA
contido no precipitado, 0 DNA foi ressuspenso em 300 pL TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA pH 8,0) contendo 40 pug de RNAse e incubado por 60 minutos a 37 °C.
Posteriormente, adicionaram-se 1/10 de cloreto de sddio (NaCl 5M) e 2/3 do volume
de isopropanol 10 °C. A solucdo foi homogeneizada suavemente e mantida em
freezer a —20 °C por trés horas. Novamente, 0os microtubos foram centrifugados a
16.100 g por 10 minutos e os sobrenadantes descartados, sendo o precipitado lavado
duas vezes com 300 pL de etanol 70% a 10° C e em seguida com etanol 95%. O
precipitado (DNA) foi ressuspenso em 200 puL TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
pH 8,0) e conservado em freezer a -20 °C.

Para verificacdo da qualidade do DNA, utilizou-se um minigel de agarose
0,8%, corado em solucdo de brometo de etideo (0,2 mg/L). A concentra¢do do
DNA foi quantificada espectrofotometricamente, e as amostras foram lidas nas
absorvancias de luz UV 260 e 280 nanémetros em espectrofotbmetro modelo
Genesys 10°S-Thermo Scientific. O DNA extraido foi diluido a 10 ng/mL em TE

e armazenado em freezer a — 20 °C, para amplificacdes de PCR.
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3.3. Amplificacdo do DNA

Vinte e dois pares de marcadores SSR previamente desenvolvidos para
pessegueiro foram estudados (Tabela 1). As reacGes de amplificagdo foram
preparadas em um volume final de 20 puL contendo 40 ng de DNA genémico, tampé&o
de PCR 1X (Promega), 1,2 mM de MgCI2, 50 mM de cada dNTP (Promega), 1 uM
de cada iniciador e 0,5 U de Tag DNA Polimerase (Promega). As amplificagdes
foram realizadas em termociclador Primus 96 Plus (MWG AG Biotech). O seguinte
programa de amplificacdo foi utilizado: (i) desnaturacdo inicial de trés minutos a 94
°C, (ii) 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento do primer
(realizado gradiente de 57,9 a 67,9 °C) por 45 segundos, 72 °C por 30 segundos e
(iii) extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Apos a amplificacdo, adicionaram-se aos
produtos da reacdo 5 pL de uma solucdo de corante (formamida 98%, 10 mmol/L
EDTA pH 8,0, azul de bromofenol 0,002%, 0,002% xileno cianol). A mistura foi
desnaturada a 95 °C por cinco minutos, refrigerada; posteriormente, 4 uL foram
aplicados no gel de poliacrilamida desnaturante 6% (acrilamida 6%/bisacrilamida
(19:1) e 7,5 M/L de ureia-gel) previamente aquecido em tampdo TBE 1X (100
mmol/L Tris, 100 mmol/L de &cido bérico, 2 mmol/L EDTA), para ser separado por
eletroforese a 100 V, por quatro horas e corado com solugéo de nitrato de prata 0,2%
por 20 minutos, como descrito em detalhes por Creste et al. (2001). Os fragmentos
amplificados foram visualizados e digitalizados, utilizando-se o escaner da
impressora HP PSC 1510.

Tabela 1 - Sequéncia, temperatura e tamanho dos fragmentos de 22 primers SSR

PRIMER Tipo de repeti¢do Tme°C Pb Referéncia

BPPCT 001 (GA) » 62,7° 124-195 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 006 (AG) 19 63,2° 111-137 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 007 (AG)2(CG),(AG), 59,90 123-167 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 008 (GA)z6 62,5° 100-156 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 015 (AG)13 62,5° 164-258 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 017 (GA) 61,1° 139-181 | Dirlewanger et al. (2002)
BPPCT 038 (GA) s 61,6° 103-139 | Dirlewanger et al. (2002)
CPPCT 022 (CT),sCAA(CT)y 53,5° 214-306 | Aranzana et al. (2002)
CPPCT 029 (CT)a4 61,6° 129-196 | Aranzana et al. (2002)
CPPCT 030 (CT)ao 54,40 160-190 | Aranzana et al. (2002)
UDP96 003 (CT)12(CA)2 63,9° 143 Cipriani et al. (1999)
UDP96 005 (AC)1TG(CT),CA(CT)yy 64,0° 155 Cipriani et al. (1999)
UDP96 015 (CA)x 62,6° 174 Cipriani et al. (1999)
UDP98 021 (GA),(CA)y; 63,7° 145 Testolin et al. (2000)

Continua...
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Tabela 1 - Cont.

UDP98 022 (TC)1,(AG)a 62,20 113-139 | Testolin et al. (2000)
UDP98 025 (CA)1 63,3° 101-159 | Testolin et al. (2000)
UDP98 407 (GA)z 63,4° 166-240 | Cipriani et al. (1999)
UDP98 408 (CT)ws 64,6° 100-108 | Cipriani et al, (1999)
UDP98 411 (TC)e 64,4 150 Testolin et al. (2000)
UDP98 412 (AG).g 63,3° 129 Testolin et al. (2000)
UDP98 414 (TC)2a 62,5° 150 Testolin et al. (2000)
PSOF8 49,30 - -

3.4. Numero de alelos por loco

O nuamero de alelos por loco foi determinado a partir da analise do perfil do
gel. Apesar de os cultivares estudados neste trabalho ndo estarem em equilibrio de
Hardy-Weinberg, por serem de diferentes origens e cruzamentos, utilizou-se esse

procedimento como fonte de informacao quanto a qualidade dos primers.

3.4.1. Frequéncia alélica

Esta frequéncia foi estimada a partir do numero de ocorréncias das diferentes
classes genotipicas. Assim, denominando a ocorréncia de homozigotos na populagéo

de n;j; e de heterozigotos de n;;, tem-se:

2nii + inu
f(Ai) =pi= —ZI\JIZ“:I

Sendo a o numero de alelos apresentados por loco i € N o numero total de

individuos na populacéo.

3.4.2. Heterozigosidade

A heterozigosidade observada é:

2N
H — j=1,)=i
"N
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A heterozigosidade esperada foi calculada em funcdo da frequéncia de
heterozigotos numa populacdo supostamente em equilibrio de Hardy-Weinberg,

sendo:

f(Heterozigoto sop eqw)= He = 1- i p;
=L

3.4.3. Conteudo Médio de Informacéo Polimorfica (PIC)

Uma informagdo importante para caracterizar a diversidade genética da

populacéo é o conteudo médio de informacéo polimérfica (PIC), expresso por:
PIC=1- 3p2 -3 3 pip?
i=1 iLj=1 (i#j)

Um loco foi considerado polimoérfico quando o PIC > 0,1 (que corresponde
aproximadamente a situacdo em que o alelo mais frequente tem frequéncia menor
que 0,95) e altamente polimoérfico quando PIC > 0,7. Os dados foram analisados por
meio do programa estatistico GENES (CRUZ, 2008).

3.4.4. Dissimilaridade

A similaridade genética entre dois cultivares foi quantificada a partir do

namero de alelos comuns que eles compartilham:

1 L
Sip = _Z PiCi
25

em que:
aj . : :
pi = Xj : peso associado ao loco j, determinado por:

a; : nimero total de alelos do loco j; e

A : nimero total de alelos estudados.

L
Sendo Z pi=1

=1
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L: nimero de locos.
Como esse indice reflete uma medida de similaridade entre cultivares,

utilizou-se para andlise de agrupamento uma medida de dissimilaridade definida por:
D=1-S.

Foi construido o dendrograma por meio do método do agrupamento
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Para verificagdo
do ajuste entre a matriz de similaridade e o respectivo dendrograma, foi estimado o

Coeficiente de Correlacdo Cofenética.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Numero de alelos por loco

Dos 22 primers avaliados, oito foram amplificados (Tabela 2) com o total de
53 alelos. Os primers UDP98 021 e UDP98 407 amplificaram o maior numero de
alelos em relacdo aos demais, enquanto UDP98 022 e UDP98 411, a menor
quantidade deles. O nimero médio de alelos amplificados foi 6,625.

Tabela 2 - Namero e tamanho dos alelos, Heterozigosidade esperada (He), observada
(Ho) e poder informativo de oito primers SSR avaliados em 69 cultivares

de péssego

Primer N°alelos Tamanho alelos (pb) He Ho PIC
BPPCT 007 6 150-175 0,7764 1,0 0,744
UDP96 005 8 155-195 0,8349 1,0 0,8142
UDP96 015 8 155-205 0,7058 1,0 0,6585
UDP98 021 9 150-185 0,8442 1,0 0,8258
UDP98 022 4 140-160 0,5143 1,0 0,3963
UDP98 407 9 175-225 0,8579 1,0 0,8416
UDP98 025 5 140-175 0,6359 1,0 0,5659
UDP98 411 4 140-185 0,5143 1,0 0,3963
Média 6,625 0,7105 1,0 0,6553
Total 53

Dos 53 alelos que foram amplificados, o nimero de alelos variou de quatro
a nove, valores superiores aos encontrados por outros autores. Cheng et al. (2009)
obtiveram média de 3,125 alelos por loco ao usarem sete pares de primers em
32 variedades de péssego. No trabalho de Shiran et al. (2007), o nimero de alelos

encontrados em amendoeira variou de 2 a 4, 0 que é considerado baixo em
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comparagdo com outras espécies do género Prunus, como améndoa (P. communis
Fritsch.), com valor médio de 6,64. Sosinski et al. (2000), avaliando 28 cultivares
de péssego com oito marcadores microssatélites, observaram 3,0 alelos em média
por loco. Testolin et al. (2000), utilizando 17 pares de primers SSR para estudar a
diversidade genética de 50 cultivares de péssegos e nectarinas, obtiveram
de 2-8 alelos amplificados em cada locos, com um nimero médio de 4,5 alelos.
Dirlewanger et al. (2002) selecionaram 41 pares de primers SSR para analise da
diversidade em 27 cultivares de péssego, obtendo, em cada loco, de um a nove
alelos amplificados, com média de 4,2. Aranzana et al. (2002), estudando
24 cultivares de péssego com 24 microssatélites polimorficos, encontraram a média
de 3,2 alelos por loco. Li et al. (2008) conseguiram um total de 111 alelos
identificados com 22 locos SSR em 51 cultivares de péssego na China, uma média
de cinco por loco. O valor encontrando neste trabalho esta préximo do informado
por Aranzana et al. (2003) em uma populacdo de 212 cultivares de péssego
utilizando 16 marcadores SSR, cuja média foi 7,3 alelos por loco.
Rojas et al. (2008) utilizaram nove primers SSRs, que amplificaram 59 alelos numa
populacdo de 117 cultivares, com média de 6,6 por loco. O nimero de alelos
observados por loco em péssego foi abaixo (4-9 neste trabalho) do verificado em
outras fruteiras, como macieira, na qual variou de 6 -13, uma média de
9,2 (GALLI et al., 2005). Esse valor, porém, foi mais alto que o determinado em
um grupo de 10 cultivares de cereja estudados com nove SSR, que apresentaram
variacdo de 3 - 6 alelos por loco, com média de 4,1 (KACAR et al., 2005).
Entretanto, nesse tipo de comparacdo tem-se que levar em consideracdo o numero

de genotipos em estudo.

4.1. Frequéncia alélica

A frequéncia alélica variou de 0,0072 a 0,4928 quando foram utilizados os
primers UDP98 411 e UDP98 022, constatando-se ainda a presenca de alelos raros,
uma vez que apenas um individuo apresentou alelos diferentes dos demais em ambos
0s casos. Rojas et al. (2008), avaliando 117 cultivares de péssego e nectarina com

nove marcadores microssatélites, obtiveram frequéncia alélica entre 0,004 e 0,846,

17



com média de 0,152, sendo mais da metade dos alelos (41) alelos raros. Essas
diferengas em conteudo de informacdo por marcador podem ser explicadas pelo
numero de cultivares estudados em cada caso, refletindo a chance mais alta de

encontrar mais alelos quando o nimero de genotipos também é maior.

4.2. Heterozigosidade

A heterozigosidade esperada variou de 0,5143 a 0,8579, uma média de
0,7105, porém a observada foi de 1,0, j& que todos os individuos se mostraram
heterozigotos. Em trabalhos realizados por Rojas et al. (2008), a Ho e He
encontradas foram de 0,345 e 0,552, respectivamente, valores esses proximos aos

encontrados por Aranzana et al. (2003) (0,350 e 0,500, respectivamente).

4.3. Contetdo médio de informacéo polimorfica

Os locos mais informativos foram UDP96 005, UDP98 021 e UDP98 407,
com PIC de 0,8142, 0,8258 e 0,8416, sendo os menos informativos UDP98 022 e
UDP98 411, com PIC 0,3963. A média desse coeficiente em todos os locos foi
0,6553. Esse alto valor se deve ao fato de os cultivares analisados serem de
diferentes origens e apresentarem maior ndmero de genitores com caracteristicas

contrastantes.

Foram considerados altamente polimérficos os primers BPPCT 007,
UDP96 005, UDP98 021 e UDP98 407, por apresentarem PIC > 0,7.

Bouhadida et al. (2007), caracterizando 19 clones relacionados ao cultivar
Miraflores e utilizando 20 pares de primers microssatélites, constataram que
BPPCT 007 foi monomorfico nos materiais vegetais analisados. A heterozigosidade
observada (Ho) variou de 0 a 0,70, com valor médio de 0,18. A heterozigosidade
esperada (He) alterou-se de 0 a 0,67, com valor médio de 0,29. O poder de
discriminacdo (PD) passou de 0 nos locos monomorficos para até 0,67, com valor

médio de 0,31. Tais resultados indicam baixa variabilidade do material estudado,
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0 que pode ser explicado pela estreita relacdo genética entre os acessos de péssego
estudados e, em particular, entre os clones de "Miraflores”. Neste estudo,

BPPCT 007 foi polimorfico, amplificando seis alelos.

Alguns primers utilizados no trabalho de Bouhadida et al. (2007) foram
testados aqui, ndo fornecendo resultados satisfatorios de amplificacdo. Foram os
casos de CPPCT 022, CPPCT 020, CPPCT 030, UDDP98 408,
BPPCT 001, BPPCT 008, BPPCT 017 e BPPCT 038. Essa diferencga possivelmente

se deva ao fato de terem sido utilizados cultivares diferentes nos dois trabalhos.

Li et al. (2008), ao avaliarem a diversidade genética de 51 cultivares na
colegdo ndcleo primério na China, constataram alelos raros na maioria dos locos
SSR. Todos os primers selecionados foram altamente polimorficos e especificos. O
maior numero de alelos e alelos raros foi detectado com o primer BPPCT001,
0 que significa que BPPCTO001 foi o loco mais polimorfico entre todos os locos SSR
analisados. Neste estudo, a presenca de alelos raros foi detectada por dois primers,
que apresentaram apenas um individuo polimérfico: UDP98 411 (Okinawa) e
UDP98 022 (Cascata 580). Nao foram obtidas amplificacdes utilizando o primer
BPPCT 001.

O resultado deste trabalho estd de acordo com a base genética estreita
conhecida do péssego e da nectarina, pois em variedades modernas a fonte principal
de diversidade veio de um nimero reduzido de gendtipos originalmente criados no

Norte da América no final do século XIX.

4.4. Dissimilaridade

A analise dos dados dos 53 alelos resultantes da amplificacdo de oito locos
SSR ndo distinguiu todas as variedades analisadas. A distancia variou de zero a
87,74, sendo a distancia média de 49,97%.

Trés pares de cultivares ndo foram diferenciados pelos primers utilizados.
Eles compartilham 16 alelos em oito locos, séo eles: Joia 3 e Joia 4, Campinas 1 e
Olimpia, Aldrigui e Gaucho. Os péssegos Joia 3 e Joia 4 provém do cruzamento

Catita x Rubrosol, realizado em 1974, na Estagdo Experimental de Monte Alegre
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do Sul. Catita é um péssego de polpa branca, tenra, de caro¢o solto, sabor
doce-acidulado franco, agradavel, de alta produtividade, resultante de
autofecundacdo da variedade Taichi, que provém do cruzamento Rei da Conserva
x Jewel. Rubrosol, originariamente chamada de Sunred, ou seja, uma nectarina de
polpa amarela e caro¢co meio solto e de sabor agridoce marcante. Foi introduzida
da Florida e é originaria da polinizacdo livre de [Panamint x (Southland X
Hawaiian) F2] (OJIMA et al., 1987). Como foram obtidas a partir do mesmo
cruzamento e apresentam caracteristicas semelhantes, é natural que ndo sejam

distinguidas com facilidade, mesmo que em nivel molecular.

Campinas 1 é um cultivar de péssego para conserva obtido pela
autofecundacdo de Lake City. O cultivar Olimpia resultou de cruzamento
realizado em 1983 entre o cultivar Bolinha e uma sele¢édo introduzida do México,

7-28, lancado pela Embrapa em 2004. N&o hé relacdo genética entre elas.

Aldrigui é uma selecdo do Rio Grande do Sul, cultivar de péssego para
conserva, enquanto Gaucho é um cultivar para consumo in natura
(BRUCKNER, 1987). Também ndo existem relacBes genéticas entre Aldrigui e
Gaucho, mas, ao empregar maior nimero de primers, talvez seja possivel
distinguir esses cultivares que ndo foram diferenciados com os primers utilizados

neste trabalho.

A menor similaridade encontrada, compartilhando apenas trés alelos em
sete locos, foi entre o cultivar Okinawa e os cultivares Rubrosol, Diamante,
Ouronectar, Delecioso Precoce e Aurora 1, em que a dissimilaridade foi 87,74.
Apenas Aurora 1 tem o porta-enxerto Okinawa como ancestral, mas ha muitas
geracOes anteriores, pois Aurora 1 foi obtida pela polinizacdo aberta de Ouromel
3, que é uma selecdo do cruzamento entre Tutu e Colombina. Colombina resultou
na autofecundacdo de Sunlite, que foi obtido a partir do cruzamento de NJN-21 x
(Okinawa x Panamint) (OJIMA et al., 1989). As demais variedades néo

apresentam parentesco com Okinawa.

Para os cultivares UFV 107 e UFV 207, a dissimilaridade foi de 16,98%,
compartilhando 14 alelos em oito locos. Essas plantas foram obtidas na UFV
a partir do cruzamento entre Campinas 1 e Miraflores (BRUCKNER, 2010 —

comunicagao pessoal).
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UFV 186 e UFV 286 sdo materiais que podem ser utilizados como
porta-enxertos ananicantes para ameixa (BRUCKNER, 1988), e a dissimilaridade
entre eles foi de 25,47%. Ndo ha dados de genealogia desses dois genotipos,

que foram coletados em pomar de produtor.

As nectarineiras Josefina e Centenaria tiveram dissimilaridade de 49,06%,
compartilhando 10 alelos em oito locos. Josefina foi obtida da terceira geracdo de
polinizacdo aberta de hibridos do cruzamento entre o péssego Ouromel com a
nectarina Rubrosol (OJIMA et al., 1986). Centenaria, € originaria da polinizacao
aberta de Docura-2, que foi obtida a partir do cruzamento entre o péssego Cristal
e a nectarina Colombina (OJIMA et al., 1988). Colombina é uma nectarina
introduzida da Florida e provém da autofecundacdo de Sunlite, cuja origem é
(Okinawa x Panamint) x NJN 21.

A menor dissimilaridade encontrada no porta-enxerto Okinawa foi de
49,06% com FlordaPrince, que é uma introdugdo da Florida, lancada no Brasil
pelo IAC.

Entre os cultivares cujo grau de parentesco era de irmaos-completos, a
dissimilaridade média foi de 11,85% (Tabela 3). A maior semelhanca entre

irmaos-completos é esperada, uma vez que apresentam 0S mesmo genitores.

Tabela 3 - Dissimilaridade entre irmdos-completos

Cultivares Genitores Dissimilaridade
Al6-dogura e Colibri Autofecundacéo de Cristal 0,0754
Joia 3 e Joiad Catita x Rubrosol 0,0000
Belvedere e Coral Delicioso x Interludio 0,2547
Reliquia e Talismd Rei da Conserva x Jewel 0,0849
Baronesa e Princesa Hawaiian x Southland 0,1698
UFV 107 e UFV 207 Campinas 1 x Miraflores 0,1698
Chula e BR-1 Delicioso x Panamint 0,0754
Média 0,1185

A dissimilaridade média entre meios-irmaos foi de 44,87% (Tabela 4).
Apesar de apresentarem um genitor comum, a média da dissimilaridade dos meios-

irmdos ndo divergiu muito em relacdo a media geral dos 69 cultivares.
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Tabela 4 - Cultivares e seus respectivos genitores entre paréntese e a dissimilaridade
entre meios-irmaos

Cultivares e seus respectivos genitores entre paréntese Dissimilaridade
Belvedere (Delicioso x Interlidio) e BR-1 (Delicioso x Panamint) 0,3302
Gaucho (Robusto x Panamint) e BR-1 (Delicioso x Panamint) 0,4717
Belvedere (Delicioso x Interlidio) e Chula (Delicioso x Panamint) 0,4056
Coral (Delicioso x Interltdio) e Chula (Delicioso x Panamint) 0,3207
Coral (Delicioso x Interlidio) e BR-1 (Delicioso x Panamint) 0,2453
Gaucho (Robusto x Panamint) e Chula (Delicioso x Panamint) 0,5471
Dourado 1 (Tutu x Maravilha) e Flordaprince (Fla2-7 x Maravilha) 0,4339
Dourado 1 (Tutu x Maravilha) e Joia 3 (Nectar x Maravilha) 0,4528
Flordaprince (Fla2-7 x Maravilha) e Joia 3 (Nectar x Maravilha) 0,7169
Capdesbosq (Lake City x S56-87) e Real (Lake City x Rei da Conserva) 0,4528
Capdeshosq (Lake City x S56-87) e Topazio (Lake City x Intermediario) 0,6037
Real (Lake City x Rei da Conserva) e Topazio (Lake City x Intermediario) 0,3207
Real (Lake City x Rei da Conserva) e Reliquia (Rei da Conserva x Jewel) 0,4905
Real (Lake City x Rei da Conserva) e Talisma (Rei da Conserva x Jewel) 0,4905
Média 0,4487

4.5. Analise de agrupamento

A analise de agrupamento revelou um bom ajuste entre as distancias
apresentadas graficamente e a matriz original de distancias com um Coeficiente

de Correlacdo Cofenética de 0,6895.

Cultivares de pessegueiro que apresentam caracteristicas fenotipicas
distintas ndo puderam ser separados com base nas informacdes dos primers
utilizados, como observado no dendrograma da Figura 1. Cultivares de
pessegueiro e nectarineiras ficaram nos mesmos grupos, assim como péssegos

para consumo in natura ou de conserva, que apresentam polpa amarela ou polpa
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branca, assim como de maior ou menor necessidade de frio. S&o caracteristicas
de heranca monogénica: polpa branca dominante sobre a amarela, caro¢o solto
dominante sobre caroco aderente e pelicula pubescente (péssego) dominante
sobre glabra (nectarina). Enquanto caracteristicas como necessidade de frio e

época de maturacgdo sdo de heranca poligénica (RASEIRA; NAKASU, 2002).

Wiinsch et al. (2006), utilizando SSR para caracterizar o germoplasma
espanhol de pessegueiro, constataram que cultivares que podem ser facilmente
diferenciados morfologicamente ndo puderam ser distinguidos com SSR por
eles utilizados. Li et al. (2008), avaliando uma colecdo de pessegueiro na China,
verificaram que diferentes grupos de variedades ndo foram distinguidos com 22

marcadores microssatélites.
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Método de agrupamento: Ligacdo Média Entre Grupo (UPGMA)

Aldrigui
Gaucho
UFV-207

Cemito |
Biuti
UFV 107

Minasol

Cascata 580
Dourado 1
Real

Cardeal
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Campinas 1
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—
_ T
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Flor da Prince
I
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Tropic Sweet 1
Argel J '—

Pilcha

UFV 186 1
UFV 286 J
Ouronectar
Okinawa

Figura 1 - Dendrograma de 69 variedades de péssego avaliadas com oito primers
SSR.

O porta-enxerto Okinawa néo ficou dentro de nenhum grupo, apesar de estar
na genealogia de alguns dos cultivares avaliados. Cultivares lan¢ados pela Embrapa e
pelo IAC foram agrupados aleatoriamente no dendrograma, apesar de 0s genitores
utilizados nos dois programas serem diferentes, mostrando que existe variabilidade
consideravel entre os cultivares langados pelas duas instituigdes.

O cultivar Colibri e Al6 Dogura ficaram bem proximos no dendrograma,
sendo ambos provenientes da autofecundagdo do cultivar Cristal (BRUCKNER,

1987); a dissimilaridade entre eles foi de 7,5%, enquanto os valores de
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dissimilaridade entre Cristal e Colibri e Cristal e Al6 Docgura foi de 39,63 e 32,07%,
respectivamente.

Belvedere, Coral e Marli sdo cultivares provenientes do cruzamento
Delicioso x Interludio (BRUCKNER, 1987) e apresentaram dissimilaridades de
32,07% (Coral e Marli), 25,47% (Belvedere e Coral) e 40,57% entre Belvedere
Marli. Princesa e Baronesa sdo provenientes do cruzamento Hawaiian x Southland
(EMBRAPA, 1974) e ficaram dentro de um grupo maior, e sua distancia foi de
16,98%.

Os cultivares Joia 3, Joia 4, Josefina e Tropical tém a nectarina Rubrosol
como genitor, mas eles ndo foram agrupados. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bianchi et al. (2004), que, avaliando 29 porta-enxertos de Prunus
spp a partir de 5 primers, constataram que o agrupamento de alguns materiais ndo
mostrou concordancia com os dados de genealogia. Em contrapartida, Cheng et al.
(2009), utilizando sete primers microssatélites em pessegueiro, verificaram que a
analise de agrupamento separou os 32 cultivares avaliados em dois grupos distintos,
geralmente concordantes com a informacdo de genealogia conhecida. Cultivares
estreitamente relacionados nem sempre sdo agrupados a partir de anlises
moleculares.

Esses resultados indicam que a colecdo esta composta por cultivares
divergentes e os marcadores SSR podem ser utilizados para identificar alto nivel de

variagdo em pessegueiro.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel obter informatividade de oito primers SSR, encontrando-se de
quatro a nove alelos por loco, frequéncia alélica entre 0,0072 e 0,4928,
heterozigosidade média de 0,7105 e PIC médio de 0,6553.

A dissimilaridade entre os cultivares foi de 0 a 87,74%, mostrando que dentro
da colegédo existe variabilidade. Houve presenca de pares de cultivares com padréo
genotipico idéntico, apesar de fenotipicamente distintos. A dissimilaridade entre
irmaos-completos foi menor que entre meios-irmaos.

Diferentes grupos de variedades ndo puderam ser separados com base em

informagdes dos primers utilizados.
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