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INTRODUCAO

A cultura do pessegueiro tem sido tradicionalmente cultivada no Estado do Rio Grande do
Sul (RS). Pelotas e municipios vizinhos formam o principal pélo de producdo de péssego no Brasil,
principalmente destinado a industria de conservas. Embora essa seja uma regido de referéncia na
producdo, a produtividade média dos pomares € baixa. Um dos fatores associados ao problema é o
tipo de porta-enxerto empregado na formagédo de mudas. No RS predomina a enxertia de borbulhas
sobre porta-enxertos obtidos a partir de sementes, provenientes do descarte dos carocos da
agroindustria, 0s quais nao tem garantia de idoneidade genética (TOFANELLI et al., 2001).

A variabilidade genética entre porta-enxertos de um mesmo pomar, juntamente com outros
fatores de ordem climatica e de manejo, influenciam negativamente a producéo de frutas de coroco
no RS. Além disso, vem sendo registrado uma alta frequéncia de morte de plantas em pomares
comerciais do RS, que tem sido associada ao porta-enxerto, produzido na sua grande maioria pelo
uso de misturas de carocos de cultivares-copa tardias, obtidos nas industrias de conservas, e que
apresentam grande variabilidade genética. A caracteriza¢do da variabilidade dos porta-enxertos é de
fundamental importancia para definir estratégias de propagacéo, de selecdo e de uso dos melhores
genotipos, com caracteristicas mais adequadas. Dentre as metodologias de caracterizagdo genética,
os marcadores moleculares se destacam pela eficiéncia, rapidez e baixo custo.

O presente estudo teve por objetivo caracterizar o polimorfismo de locos de microssatélites de

porta-enxertos de pessegueiro, coletados em pomares comerciais na regido de Pelotas-RS e com
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ocorréncia de morte precoce, a fim de e elucidar a relagcdo genética destes acessos com genétipos de
Aldrighi e Capdeboscq.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados neste estudo 21 acessos do banco de germoplasma de porta-enxertos de
Prunus, da EMBRAPA Clima Temperado, originalmente selecionados em diferentes pomares
comerciais localizados nos municipios de Pelotas e Morro Redondo (MAYER et al., 2009),
conservados de forma ex situ. Os pomares onde se coletou 0s porta-enxertos apresentavam histérico
de morte precoce, cujos porta-enxertos das mudas foram obtidos de misturas varietais de diferentes
cultivares-copa tardias obtidos na industria de conservas. Para a analise de locos microssatélites,
DNA gendmico foi extraido a partir de 150 mg de folhas jovens completamente expandidas
utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1987). Apds a extracdo o DNA foi quantificado e diluido
para a concentracdo de 20 ng pL-1.

A amplificacdo de DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada de acordo
com o seguinte protocolo: tampéo 10x 2,5 uM; MgCI2 2 mM; dNTPs 12 uM; 0,125 uM de cada
primer; 40 ng de DNA genémico; 1 unidade de Taq polimerase (Ludwig®) e agua milli-Q estéril. A
PCR foi realizada em termociclador Bio-Rad modelo ICycler® usando o seguinte perfil térmico: 1
ciclo de 94°C por 5 min.; 35 ciclos de 94°C por 45 seg.; temperatura de anelamento entre 58 a 60°C
por 1 min.,; 72°C por 2 min. e 30 seg.; 1 ciclo de 72°C por 10 min. Os pares de oligonucleotidos
iniciadores ou primers empregados neste estudo estdo descritos na tabela 1.

Os produtos de PCR foram desnaturados com 32% de solucdo desnaturante por 5 min a
95°C, posteriormente 4,5 puL de cada amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida 5%. A
revelacdo foi realizada com nitrato de prata conforme o protocolo de Bassam et al. (1991). Os perfis
eletroforéticos foram analisados e registrados quanto a presenca e a auséncia de bandas, ou seja, “1”
para presenca do alelo e “0” para auséncia. Os parametros genéticos avaliados para cada locus
foram: nimero de alelos por locus (Na), heterozigosidade observada (Ho) e poder de discriminagédo
(PD). Os parametros Na e Ho foram calculados no software POPGENE Ver. 1.32 (YEH et al.,
1997), e o parametro PD de acordo com a seguinte formula: PD = 1 - Y gij2. O dendograma foi
gerado pelo software NTSYS-PC Ver. 2.1 (ROHLF, 2000) através da analise de agrupamento
UPGMA a partir da matriz de similaridade genética gerada pelo coeficiente de Dice.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Treze loci foram avaliados neste estudo, sendo que todos se mostraram polimorficos
(Tabela 1) e permitiram a identificacdo de 35 alelos, variando de 2 (BPPCT002, BPPCT24,
BPPCT026, BPPCT30, UDP96019, UDP98025 e UDP98412) a 5 (UDP98414) com média de 2,7
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alelos por locus. A heterozigosidade observada variou de 0,10 (BPPCT024) a 0,57 (UDP96018) e 0
poder de discriminagéo variou de 0,33 (BPPCT034) a 0,78 (UDP96003, UDP96013 e UDP96018).

A combinacdo dos resultados dos diferentes loci SSR avaliados foi capaz de distinguir os
21 acessos sob analise. A similaridade genética variou de 0,48 a 0,97 indicando existir variabilidade
genética relativamente alta entre estes acessos de porta-enxertos coletados em diferentes pomares
nos municipios de Morro Redondo e Pelotas, em relacdo aos genoétipos Aldrighi e Capdeboscq,
utilizados como padrdo de comparacao.

A andlise de agrupamento permitiu distinguir os acessos em trés grupos principais. O
grupo | abrange o genétipo Capdeboscq e trés acessos coletados nos dois municipios, o grupo Il
abrange dois acessos de Aldrighi, juntamente com outros sete acessos provenientes dos dois
municipios. Os acessos do grupo 11 parecem ter maior contribuicdo genética de outras cultivares de
péssego tipo industria, cujos carocos foram utilizados para produgdo dos porta-enxertos. Os
genotipos de Aldrighi e Capdeboscq foram utilizados por muito tempo como materiais de referéncia
para obtencdo de porta-enxertos, porém, no presente estudo, verificou-se que cerca de 44% dos
acessos amostrados, possuem baixa similaridade com os referidos gendtipos, comprovando a falta
de identidade genética dos porta-enxertos obtidos a partir de carogos provenientes da industria
conserveira e a substituicdo dos dois genotipos antigos.

Tabela 1 - Pardmetros de variabilidade genética obtidos pela avaliacdo de 13 loci SSR em 21
acessos de porta-enxertos de pessegueiro.

Locus NUmero de alelos por heterozigosidade Poder de discriminacao

I6cus (Na) observada (Ho) (PD)
BPPCT002 2 0,52 0,61
BPPCT024 2 0,10 0,33
BPPCT026 2 0,43 0,58
BPPCT030 2 0,19 0,54
UDP96003 3 0,52 0,78
UDP96008 3 0,43 0,62
UDP96013 3 0,43 0,78
UDP96018 3 0,57 0,78
UDP96019 2 0,33 0,50
UDP98025 2 0,14 0,39
UDP98407 3 0,43 0,71
UDP98412 2 0,19 0,58
UDP98414 5 0,29 0,72
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Figura 1 - Dendograma obtido pelo método UPGMA a partir da similaridade calculada pelo
coeficiente de DICE de 21 acessos pertencente ao banco de germoplasma de porta-enxerto de
Prunus da EMBRAPA CPACT. (*) Municipio de coleta: 1- Pelotas, 2- Morro Redondo e E-
EMBRAPA CPACT.

Os marcadores SSR tem sido empregados com eficiéncia na caracterizacdo de diferentes
espéecies do género Prunus (BIANCHI et al., 2004a; BIANCHI et al., 2004b). Neste estudo a
utilizacdo desta classe de marcadores moleculares foi eficaz para diferenciacdo e na elucidacdo da
relacdo genética dos 18 acessos avaliados, revelando que o material vegetal utilizado na producéo
de porta-enxertos de pessegueiro € bastante variavel, podendo sim ser um dos fatores associados a

heterogeneidade das plantas no pomar e a mortalidade de plantas.

CONCLUSOES
Acessos de porta-enxerto de pessegueiro, selecionados e coletados em diferentes pomares
comerciais dos municipios de Pelotas e Morro Redondo, apresentam variabilidade genética
relativamente alta entre si e possuem baixa similaridade com Aldrighi e Capdeboscq.
A andélise com marcadores microssatélites é eficiente para comprovar e estimar o nivel de

variabilidade existente entre gendtipos de porta-enxertos de pessegueiro avaliados.
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