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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CULTIVARES DE PESSEGUEIRO E
NECTARINEIRA COM MICROSSATELITES

VALMOR JOAO BIANCHI?, JOSE CARLOS FACHINELLO?®, MARCIA WULFF SCHUCH?, SILVIERO SANSAVINI*

RESUM O - Nacertificacdo de mudas de plantas frutiferas, aidentificacdo genética € importante em todas as etapas do processo de producdo. Em
pessegueiro, a identificagdo de gendtipos baseada somente em caracteristicas morfofenol 6gicas deixa davidas quanto a verdadeira identidade de
algumas cultivares. Marcadores mol ecul ares de microssatélies foram utilizados objetivando a caracterizaco molecular de 8 cultivares de nectarineira
€28 de pessegueiro. Paraaanalise, foram utilizados 13 incializadores de microssatélites (primers), sendo que todos foram marcadores produzindo
polimorfismo suficiente paraidentificar 32 das 36 cultivares analisadas. A maior similaridade genéticaverificadanas cultivares paraconsumo in natura
foi entre Cora e Planalto (0,94) e entre Della Nona e Marfim (0,90), enquanto, para 0s pessegueiros para industria, foi de 0,93 entre Jubileu e
Capdeboscq e de 0,92 entre Jade e Esmeralda. Os marcadores de microssatélites permitiram separar em grupos distintos as nectarineiras e os
pessegueiros de consumo in hatura dos de indUstria, havendo uma elevada concordancia entre os dados geneal 6gicos das cultivares e os dados
gerados pel os microssatélites, confirmando a grande utilidade da técnica para a caracterizag@o genética.

Termos par aindexacao: Pruus persica, simples sequénciasrepetidas, fingerprinting.

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PEACH AND NECTARINE CULTIVARS THROUGH
MICROSATELLITES MARKERS

ABSTRACT - Genetic identification of fruit tree plantsisimportant in all phases of the production process. On peach the genotypes identification
based only on the morphologic and phenologi ¢ characteristicsleaves doubts on the true identity of some cultivars. Microsatellite markers were used
aiming at themolecular characterization of eight nectarine and 28 peach cultivars. Thirteen microsatellite primerswere used and al of them generated
enough polimorfismthat may identify 32 out of 36 of the analysed cultivars. The greatest genetic similarity wasfound between thefresh market * Coral’
and ‘ Planalto’ (0,94) and between the ‘DellaNona and ‘Marfim’ cultivars (0,90), whereas for caning peaches the similarity was 0,93 between the
‘Jubileu’ and ‘ Capdeboscq’ cultivars and 0,92 between the * Jade’ and ‘ Esmeralda’ ones. The microsatel lite markers made possible to separate into
distinct groups of the nectarines and fresh market peaches from those caning cultivars that showed a high agreement among geneal ogical data and

those of microsatellite markersthat confirm thathistechniqueisuseful for genetic characterization.

Index terms: Prunus persica, single sequence repeat, fingerprinting.
INTRODUCAO

Até meados da década de 60, a diferenciacéo de gendtipos nos
estudos de genética e melhoramento estava associada as caracteristicas
morfofenol gicas das plantas. Porém, este método de andlise tem como
limitagdes as influéncias ambientais sobre o fendtipo, além do gasto
excessivo de tempo e dinheiro (Sansavini, 1998). Dentro do género
Prunus, o pessegueiro e a nectarineira pertencem a espécie de menor
variabilidade genética, possuindo baixo polimorfismo das caracteristicas
morfofenol égicas (Vinatzer et al., 1999) deta maneiraque, muitasvezes,
aidentificacao entre cultivares baseada somente no fendtipo deixamuitas
dividas quanto a verdadeira i dentidade dos gendtipos (Pancaldi et al.,
1999). Buscando superar estefator limitante, novos métodos de andlise
foram sendo introduzidos em auxilio a caracterizag@o genética de
cultivares. Inicialmente, aandliseisoenziméticatem sido empregadapara
identificac&o de cultivares (Pancaldi & Battistini, 1991); entretanto, esta
técnica néo fornece polimorfismo suficiente para uma caracterizacao
detalhada de genétipos de baixa variabilidade, como € o caso do
pessegueiro, ndo permitindo aindividualizagdo, mas somente aseparacdo
em grupos (Arulsekar & Parfitt, 1986; Lima, 2001). Porém, quando se
utilizam marcadores moleculares, a possibilidade de identificagdo de
gendtipos aumenta consideravelmente em todas as espécies fruticolas
(Mulcahy et al., 1993), nas quais a combinacdo de poucos marcadores
sdo suficientes para diferenci&las, produzindo um tipo de impresséo
digital molecular da planta, também conhecida como fingenprinting
varietal, aqual éobtidaapartir daandisedo DNA dasmesmas (Sansavini,
1998).

Entre os marcadores molecul ares disponivel s atualmente para
andlise genética, osmicrossatélites ou SSR representam regides de DNA
de seqiiénciarepetidaem nimero variavel. Os microssatél ites apresentam

como vantagens o caracter co-dominante, elevado polimorfismo e alta
reprodutibilidade, caracteristicas importantes para analise baseada em
marcadores molecul ares (Sansavini, 1998; Sosinski et al ., 2000).
Garantias de idoneidade genética do material vegetal € um
atributo qualitativo de grande importancia para o setor viveiristico e
fruticola, paraaformagdo de pomares de qualidade. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi verificar a viabilidade de utilizagdo dos marcadores
microssatélites na caracterizagdo de um grupo de cultivares de
pessegueiro e de nectarineira deimportanciaecondbmicano Brasil.

MATERIAL EMETODOS

No presente estudo, foram analisados 36 gendtipos de Prunus
persica, sendo 8 cultivaresde nectarineira, 14 cultivares de pessegueiro
para consumo in natura, 4 de dupla finaidade e 10 do tipo indUstria
(Tabela1). Asandlises moleculares foram realizadas nos L aboratdrios
deBiologiaMolecular, daUniversitaDegli Studi di Bologna—Itdia, eno
de Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de Botanica da
Universidade Federa de Pelotas, Pelotas-RS. Asandisesforam repetidas
em ambos os|aboratorios apartir de DNA extraido de folhas col etadas
de duas plantas diferentes.

O material vegetal utilizado nasandlisesfoi obtido naEmbrapa
Clima Temperado, Pelotas-RS e no Viveiro Quinta Marli, Pelotas-RS.
Para as andlises, a extragdo do DNA foi realizada utilizando amostras
com 50 mg de folhas liofilizadas, conforme metodologia descrita por
Mulcahy et d. (1993) e com modificacfes conforme Bianchi et a. (2002);
0DNA obtidofoi diluido em TE pH 8,0 e, apdstratamento com RNAse,
foi quantificado com fluorimetro (Hoefer Instrument, TK100 Model) e
diluido com &guaestéril paraaconcentracdo fina de20 ng.uL 1, paraser
utilizado na Reag&o da Polimerizagcdo em Cadeia (PCR).

1 (Trabalho 012/2004). Recebido: 28/01/2004. Aceito para publicacdo: 13/08/2004. Trabalho desenvolvido com apoio financeiro do CNPg, CAPES e Fapergs.
2Eng®Agre, Dr., Bolsista Prodoc/CAPES, Departamento de Fitotecnia, Areade Fruticultura de Clima Temperado, FAEM/UFPel, C.P. 354, 96010-900, Pelotas-RS.

Fone: (53) 2757124 - E-mail: valmorjb@yahoo.com.

3 Eng° Agre, Dr., Prof. de Fruticultura, FAEM/UFPel, C.P 354, 96010-900, Pelotas-RS.
4 Prof. Fruticultura, Dipartimento di Colture Arboree— Universita Degli Studi di Bologna, Bologna, Italia.
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TABELA 1 - Cultivares de pessegueiro e de nectarineira analisadas com marcadores microssatélites e respectivos dados de geneal ogia, Pelotas-RS,

2002,

Cultivares Dados genealégicos
Nectarineiras

01 - Sunred Fla R9T10 x Panamint {(Gold Mine x Rio Oso Gem) x (Babcok x Boston)}
02 — Mara Nectared 9 x Sunred
03 — Armking Palomar x Springtime {(Luken’s Honey x Juli Elberta) x Robin}
04 — Sungold NJ 5107397 x Okinawa
05 — Sunlite Fla.8B-27 (Okinwa x Panamint) x NJN21
06 — Anita 77.2163 (Introducao de New Jersey)
07 — Dulce 77.2162 (Introducao de New Jersey)
08 — Bruna Introdugdo Americana

Pessegueiros para consumo in natura

09 — Pampeano
10 - Coral

11 - Marli

12 — Chiripa

13 - Della Nona
14 — Chimarrita
15 — Planalto

16 — Pialo

17 - Chirua

18 - Vila Nova
19 - Saco de Touro
20 — Premier

Nao disponivel

{Delicioso (Introducdo 619 - E.E. Pomicultura Taquari)} x {Interladio (Jewel x Southland) PL}
Delicioso x Preludio

Delicioso x Nectared 5

{Delicioso} x {Nectared 5 (Introdug@o 763 - New Jersey— EUA)} PL
Babcock x Flordabella

Coral x Babcok (Introdugao - E. E. Sdo Pedro-Argentina)

Vespertino PL

{BR-1 (Delicioso x Panamint)} x {Cascata 277 (Princesa x Colibri)}
Cristal x Princesa

Nao disponivel

(Cardeal x 15 de Novembro) PL

21 — Charme Cascata 340 x BR1

22 — Marfim Coral x Gang Shan Shang
Pessegueiros dupla finalidade

23 — Riograndense Brilhante x NJC 97 (EUA)

24 — Leonense
25 - Eldorado

F2 O Brilhante x NJC 97 (EUA)
{Gaudério (Delicioso x Interlidio) PL} x {Serrano (City Row 29) PL}

26 — Maciel {Conserva 171 (Aldrighi — Sele¢ao 493 x Pelotas 76)} x {Conserva 334 (selec de sementes dos EUA)}
Pessegueiros tipo indistria

27 — Jubileu Bolinha x Conserva 662

28 — Pepita Precocinho PL {Capdeboscq (Lake City x Intermediario) PL x {Madrugador (Aldrighi x Taquari Precoce PL)}

29 — Adrighi Selecao 439 (Pelotas-RS) PL

30 — Diamante
31 — Precocinho
32 — Esmeralda
33 — Jade

34 — Capdeboscq

35 — Granada
36 — Magno

{Convénio} x {Pelotas 77 (Aldrighi — Selecéo 439 x Cardeal - [-57-100-3)}

Diamante PL

{Alpes (Aldrighi — Selec&o 439 x Tapes)} x {RR 37-201 (EUA)}

{Alpes (Aldrighi — Selegdo 439 x Tapes)} x {RR 53-272 (EUA)}

{Lake City (Introdugdo 625 — E.E. Pomicultura Taquari)} x {Intermediario (S -56-37 seleg¢do da Colonia de
Pelotas)} PL

{Alpes (Aldrighi — Sele¢ao 439 x Tapes)} x {Conserva 102 — I-67-5-56}

Ambrosio Perret x Tapes

PL: Polinizaggo livre

Fonte: Arquivos da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS (2002).

Os primers microssatélites utilizados foram o UDP96-001,
UDP96-003, UDP96-005, UDP96-008, UDP96-013, UDP96-018, UDPI6-
019, UDP97-402, UDP98-022, UDP98-024, UDP98-407, UDP98-412 e
UDP98-414, cujas sequiéncias sdo descritaspor Cipriani et a. (1999). As
reagOes de PCR foram conduzidas em aparel ho termociclador “MJPTC-
100" em volume de 25 uL contendo 10 mmol.L* Tris-HCI pH 9,0; 50
mmol.L*KCl, 1,5mmol.L*MgCl.; 0,2mmol.L* decadadNTP; 0,2mmol.L-
L decadaprimer; 0,1 Unidades de Taq polimerase (Amersham Pharmacia
Biotech); 50 ng de DNA gendmico e, ao final, adicionou-se umagotade
oleo mineral. O perfil térmico utilizado foi umcicloa95°C por 5min, 35
ciclosa94°C por 455, 57°C por 45se72°C por 45 s, seguindo-sedeum
ciclofina a72°C por 8 min.

Aos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 10 pL de
s0lucdo desnaturante (98% formamida, 10 mmol.L* EDTA, 0,05% azul de
bromofenol e 0,05% xyleno cyanol), seguido de tratamento térmico a
95°C por 5 minutos. Umaaliquotade4,5 uL de cadaamostraamplificada
foi aplicadaao gel. A eletroforesefoi conduzidaem gel depoliacrilamida
a6%, emtampdo 1X TBE a7 V.cm, pel o periodo de 2 horas e 30 minutos.
A colorag&o do gel foi realizada utilizando nitrato de prata, segundo a

metodologiadescritano Manual Promega*“ Silver Sequencing” (Promega,
Madison, Wisconsin, USA).

Os produtos da amplificacdo visualizados no gel, produzidos
por cada primer, foram utilizados na elaboracdo de uma matriz de
similaridade genética, por meio do registro dapresenca (1) edaauséncia
(0) de bandas no perfil eletroforético de cada gendtipo, e serviu paraa
diferenciac8o dascultivares. A similaridade genéticafoi cal culadausando-
se o coeficiente de Dice e, paravisualizar aforma de agrupamento das
cultivares, foi elaborado o dendrograma empregando-se 0 método
UPGMA (Unweighted pair group mean average), utilizando o software
NTSY S.pcversio 2.1 (Rohlf, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nimero de alelos amplificados com cada primer variou de
tréscom UDP96-019, UDP97-402 e UDP98-022 até sete com UDP98-414,
enguanto o nimero de bandas amplificadas variou de uma a trés por
gendtipo (FiguralA e 1B).

Os13 primersutilizadosamplificaram umtotal de56 aelos, dos
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FIGURA 1 - Produtos da amplificacdo gerados pelos marcadores SSR
UDP96-018 (A) e UDP96-008 (B) nascultivares: 1-Sunred,
2-Mara, 3-Armking, 4-Sungold, 5-Sunlite, 6-Anita, 7-Dulce,
8-Bruna, 9-Pampeano, 10-Cora, 11-Marli, 12-Chiripa, 13-
DellaNona, 14-Chimarrita, 15-Planato, 16-Fiadlo, 17-Chirua,
18- VilaNova, 19-Saco de Touro, 20-Premier, 21-Charme,
22-Marfim, 23-Riograndense, 24-L eonense, 25-Eldorado,
26-Macie, 27-Jubileu, 28-Pepita, 29-Aldrighi, 30-Diamante,
31-Precocinho, 32-Esmeralda, 33-Jade, 34-Capdeboscq, 35
Granadae 36-Magno. A esquerdadafiguraestaindicado
o tamanho dos alel os. Pelotas-RS, 2002.

Mevlarineirme |

R —

quais 55 (98,2%) foram polimérficos e permitiram adiferenciacéo de 32
gendtipos dos 36 analisados. Somente UDP98-022 apresentou umabanda
monomorfica para as cultivares testadas. Este resultado deve-se,
principalmente, a presencade cultivares pertencentes ao grupo industria,
duplafinalidade e consumo in natura, o qual contribui paraaumentar a
propor¢do de aelos distintos.

Com a repeticéo das andlises em dois laboratérios distintos,
verificou-se que gendtipos iguais, porém, de diferente procedéncia,
apresentaram perfiseletroforéticosiguais, confirmando aconfiabilidade
datécnica, também verificadanaanalise genéticade diferentes espécies
do género Prunus (Pancaldi et al.,1999; Bianchi et a., 2002). Essa
confiabilidade e o poder da técnica SSR foi também demonstrada por
Sosinski et a. (2000) nadiferenciacio de pessegueirosdacv. Springcrest,
nos quais os microssatélites detectaram variabilidade entre plantas da
mesmacultivar, porém originadas de trésfontes diferentes.

Das 8 nectarineiras analisadas, 4 ficaram no mesmo grupo da
cultivar de pessegueiro Charme (Figura2). Ascultivaresde nectarineira
Armking e Sunlite, Anitae Dulceformaram doisgrupos distintos, porém
sempre relacionados com cultivares de pessegueiro para consumo in
natura. A similaridade genética estimadapara‘Dulce’ e*Anital com os
microssatélitesfoi de 0,82 (Figura2), sendo maior do que aquelaobtida
por Lima(2001) atravésdo polimorfismo do DNA amplificado ao acaso
ouRAPD (0,75). ParaascultivaresCora e Marfim, asmilaridade estimada
por RAPD foi de 0,87 (Lima, 2001), e de 0,85 com 0s microssatélites,
revelando boa concordéancia entre os dados gerados por ambos 0s
marcadores e o0s dados geneal 6gicos destas cultivares (Tabela 1).

Dentre 0s pessegueiros para consumo in natura, 0s maiores
valores de similaridade foram verificadas entre as cvs. Coral e Planalto
(0,94) e DellaNonaeMarfim (0,90) (Figura?2). Isto sedeve acongtituicdo
genéticadas 4 cultivares, jaque ‘Cora’ e ‘DellaNona possuem como
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FIGURA 2 —Dendrogramabaseado naandisede marcadores microssatélitesem 36 cultivaresde Prunus persica (L.) Batsch, calculado pelo método

UPGMA.. Pelotas-RS, 2002.
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ancestral comum acv. Delicioso, enquanto ‘ Planalto’ e Marfim’ temem
comum acv. Coral (Tabela 1). Esta mesma comparacdo pode ser feita
entreascvs. Marli e Chiripa, que possuem em comum acv. Delicioso e
estéo agrupadas mais proximasde‘ Marfim’ e DellaNona’, o que pode
ser atribuido ao fato de‘ DellaNona e Chiripd possuirem como genitor
comum acv. Nectared 5 (Tabelal).

Obteve-se umaclaraseparacdo dos pessegueirostipo indistria.
Osdeduplafinaidadeformaram um grupo separado, porém maisproximo
do tipo industria, com excegdo da cv. Eldorado (Figura 2). Neste caso,
também se observaumaestreitarel agdo entre os dados molecularese os
geneal 6gicos (Tabela 1) de ‘Riograndense’ e ‘Leonense’ com
similarididade estimadaem 0,83 (Figura2), ambos com origem dascvs.
BrilhanteeNJC97.

Deacordo comosdadosdaTabelal, existe um estreito grau de
parentesco entre as cultivares Precocinho e Diamante. Neste trabalho,
ndo foi possivel a diferenciagdo destas duas cultivares, possivelmente
em fungdo do nimero de primers edo alto grau de parentesco. A analise
com um maior nimero de primersmicrossatélites, possivelmente, podera
diferenciar estas duas cultivares, pois, de acordo com analise RAPD
realizadapor LIMA (2001), foi possivel diferenciar estesdoisgendtipos,
confirmando que néo setratadamesmacultivar. Para‘Pialo’ e Sacode
Touro', aandlise com 13 primers SSR produziram perfis el etrof oréticos
idénticos. Neste caso, andlises com maior nimero de primerseumanova
avaliacdo das caracteristicas morfofenolégicas das plantas se fazem
necessérias, aém da utilizagdo de outras técnicas moleculares como
RAPD e polimorfismo no comprimento dosfragmentos amplificadosou
AFLP, afim deverificar se esse €um caso de sinonimia.

Demaodo geral, um grande nimero de polimorfismo foi gerado
pel os marcadores microssatélites utilizados, principalmente por UDP98-
414, UDP96-005, UPD96-003. Verificou-se que a técnica apresenta
vantagens quando comparadaaos RAPD eisoenzimas, devido ao maior
nimero de polimorfismo e repetibilidade dos resultados. Além disso,
possui alta aplicabilidade entre espécies correlaciondas, conforme
verificado por Pancaldi et a. (1999) epor Cipriani et a. (1999), emvarias
espécies de Prunus spp..

CONCLUSDES

1) A técnicabaseada em marcadores de microssatélites produz
elevado polimorfismo entre cultivares de pessegueiro.

2) Marcadores de microssatélites podem ser utilizados na
certificacdo da idoneidade genética de plantas de pessegueiro e
nectarineiracultivadas no Brasil.
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