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Resumo — Em espécies de estreita base genética, como o0 pessegueiro e a nectarineira (Prunus persica
(L.) Batsch), a utilizac8o de marcadores moleculares para a caracterizagdo de cultivares é de grande
importancia, além do potencial de uso para fins de protecdo. As técnicas de eletroforese em gel e RAPD
foram empregadas com o0 objetivo de caracterizar as cultivares de pessegueiro Granada, Esmeralda, Jade,
Eldorado, Riograndense, Capdeboscq, Aldrighi, Precocinho, Diamante, Turmalina, Maciel, BR-1, Pepi-
ta, Coral, Chinoca, Marfim, Chiripa, Della Nona e Planalto, e as de nectarineira Dulce e Anita. Foram
analisadas isoenzimas de 6-fosfogluconato desidrogenase e fosfatase acida em polen, peroxidase,
fosfoglucoisomerase, aspartato transaminase e isocitrato desidrogenase em folhas, e malato desidrogenase,
leucina aminopeptidase e fosfoglucomutase em pélen e folhas. Dos 50 primers testados, 11 foram
escolhidos para analise de RAPD em folhas. As analises de similaridade e de agrupamento entre 0s
gendtipos foram feitas empregando-se o coeficiente de Jaccard e 0 método da média aritmética ndo
ponderada. Apesar das diferencas detectadas nas isoenzimas de malato desidrogenase em pdlen e folhas
de pessegueiro e nectarineira, o baixo polimorfismo apresentado pelos demais sistemas ndo permitiu a
caracterizacdo de todas as cultivares por essa técnica. Os marcadores RAPD, associados ou néo a
eletroforese de isoenzimas, foram eficientes para caracterizar as cultivares de pessegueiro e nectarineira.

Termos para indexacdo: Prunus persica, eletroforese, isoenzimas, polimorfismo genético.

Characterization of peach and nectarine cultivars through molecular markers

Abstract — In species with a narrow genetic basis, such as peach and nectarine (Prunus persica (L.)
Batsch), the utilization of molecular markers in cultivar characterization is very important, besides the
potential of use for protection. Gel electrophoresis and RAPD techniques were used to characterize
peach cultivars Granada, Esmeralda, Jade, Eldorado, Riograndense, Capdeboscq, Aldrighi, Precocinho,
Diamante, Turmalina, Maciel, BR-1, Pepita, Coral, Chinoca, Marfim, Chiripa, Della Nona and Planalto
and nectarine cultivars Dulce and Anita. Isoenzymes of 6-phosphogluconate dehydrogenase and acid
phosphatase in pollen, peroxidase, phosphoglucoisomerase, aspartate transaminase and isocitrate
dehydrogenase in leaves, malate dehydrogenase, leucine aminopeptidase and phosphoglucomutase in
pollen and leaves were analyzed. Fifty primers were tested and eleven were used to analyze RAPD
markers in leaf extracts. Similarity and cluster analysis were conducted using Jaccard coefficient and the
unweighted pair group method with arithmetic average. Despite the differences detected in malate
dehydrogenase in peach and nectarine pollen and leaves, the low polymorphism presented by the other
systems did not allow the characterization of all cultivars through gel electrophoresis. RAPD markers,
associated or not to isoenzyme analysis, were efficient to characterize peach and nectarine cultivars.

Index terms: Prunus persica, electrophoresis, isoenzymes, genetic polymorphism.
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s0s, morfoldgica e agronomicamente muito semelhan-
tes, o que dificulta o trabalho de identificacédo e ca-
racteriza¢do. A caracterizagdo de cultivares é extre-
mamente importante quanto a introdugdo de novas
variedades com a finalidade de testar a DHS (Distin-
¢cdo — Homogeneidade — Estabilidade), necesséria
para o registro e protecdo de cultivares.

O Brasil possui uma area de, aproximadamente,
22.800 ha cultivada com pessegueiro, dos quais cer-
cade 12.000 estdo localizados no Rio Grande do Sul,
com uma produtividade média de 80.000 t/ano.
O programa de melhoramento iniciado nesse Esta-
do, na década de 1950, possibilitou o langamento de
grande namero de cultivares, que, além de produzir
frutos de melhor qualidade, permitiu a expansao da
safrade 15 para 90 a 100 dias. Foi também estabeleci-
do um Banco de Germoplasma de Prundideas, atual-
mente com cerca de 850 acessos.

Nos programas de melhoramento do pesseguei-
ro, na selecdo de caracteres especificos do fruto, as
plantas devem ser mantidas até o inicio da frutificacéo,
geralmente durante trés a quatro anos, o que torna
esse processo caro e moroso. A habilidade para se-
lecionar precocemente plantas em desenvolvimento
em nivel de gene, mais do que em nivel de expresséo
do gene, economiza tempo e dinheiro, pois evita o
cultivo de plantas que ndo possuem as caracteristi-
cas de interesse, abrindo a possibilidade de acelerar
a selecdo e recombinacgéo dos individuos desejados.
Por essas razdes, 0os marcadores moleculares liga-
dos a essas caracteristicas sdo muito Uteis na identi-
ficacdo de gendtipos, antes que as caracteristicas
sejam expressadas (Rajapakse et al., 1995).
A identificacfo de marcadores moleculares ligados
a caracteristicas economicamente importantes € muito
atil no melhoramento de espécies perenes de vida
longa (Warburton et al., 1996).

As isoenzimas constituem valiosos marcadores
na caracterizagdo de cultivares, além de serem tecni-
camente acessiveis e de baixo custo. Recentemente,
o desenvolvimento da genética molecular tem resul-
tado em vérios procedimentos baseados no DNA
para a deteccdo de polimorfismo genético. A técnica
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD)
tem sido usada, com sucesso, na identificacdo de
cultivares (Hu & Quiros, 1992), estimativa da diver-
sidade genética em culturas como o0 pessegueiro
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(Warburton & Bliss, 1996) e construcdo de mapas de
ligacdo genética (Chaparro et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar cultiva-
res de pessegueiro e nectarineira por meio de
marcadores isoenziméticos e RAPD.

Material e Métodos

Foram analisados marcadores isoenzimaticos e RAPD
das cultivares de pessegueiro Granada, Eldorado, BR-1,
Coral, Chinoca, Marfim, Chiripa, Della Nona, Planalto,
Esmeralda, Jade, Riograndense, Maciel, Capdeboscq,
Aldrighi, Precocinho, Pepita, Diamante e Turmalina, e das
cultivares de nectarineira, Dulce e Anita, em pélen e folhas
de plantas mantidas em campo experimental da
Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecudria de Clima Tem-
perado, Pelotas, RS.

Na andlise de isoenzimas, duas amostras de cada culti-
var foram utilizadas. Os botdes florais (balGes) foram
coletados nos meses de julho e agosto de 2000. As anteras
foram removidas das flores e secadas, por trés a cinco dias,
em caixas de papel, a temperatura ambiente. O pdlen e as
anteras secas foram transferidos para tubos de eppendorf
e armazenados a -18°C. Cinco mg de pdlen foram
homogeneizados usando 30 puL de tampdo de extracdo
(0,1M Tris HCI, pH 7,5, contendo 1% de glutationa redu-
zida), na proporgdo 1:6.

As folhas foram colhidas de setembro a novembro de
2000 e estocadas em sacos de plastico a 4°C, sendo a
extracdo efetuada dentro de 24 horas, por maceracgao de
20 mg de tecido com o tampdo descrito acima, na propor-
¢do 1:2. Os extratos foram absorvidos em papel filtro
(Whatman 3MM) e inseridos nos orificios do gel.

Na andlise de isoenzimas foram usados géis de
poliacrilamida, e os tampdes, conforme descritos na Tabe-
la 1. Os géis foram colocados em cubas eletroforéticas
mantidas em camara fria com uma temperatura aproxima-
dade 4°C. A diferenca de potencial foi mantida ao redor de
10 V cmt, até que o fronte, marcado pelo azul-de-
bromofenol, atingisse 9 cm do ponto de aplicagéo.

Foram usados os sistemas de coloragdo cita-
dos por Vallejos (1983), para fosfoglucoisomerase,
fosfoglucomutase, 6-fosfogluconato desidrogenase e
isocitrato desidrogenase; por Scandalios (1969), para
leucina aminopeptidase, fosfatase acida e peroxidase; e
por Ayala et al. (1972), para malato desidrogenase e
aspartato transaminase.

Na analise de RAPD foram coletados 120 mg de folhas
jovens para cada amostra. Foram realizadas duas extracoes



Caracterizacdo de cultivares de pessegueiro e de nectarineira

de DNA gendmico, de duas plantas de cada uma das 21
cultivares. Os procedimentos usados na extracdo do DNA
e separacdo dos fragmentos amplificados por eletroforese
basearam-se em Ferreira & Grattapaglia (1998).

A estimativa de concentracdo de DNA, em gel de
agarose, realizou-se com base na comparagdo da intensida-
de das bandas com o padrdo lambda cortado com a enzima
Hind 111, ficando estabelecida uma concentragdo final de
5ng L.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas com volu-
me de 13 pL, conforme Ferreira & Grattaplaglia (1998),
com modificagdes, contendo cada amostra: 3,64 uL de 4gua
puraautoclavada; 1,3 uL de tampéo 10x; 0,78 uL de MgCl,
(50 mM); 1,04 uL de dNTPs (2,5 mM); 1,04 uL de BSA
purificada (5 mg mL1); 3,0 uL de primer (5 ng uL1); 0,2 uL
de Taq polimerase (5 unidades uL1); 2 uL de DNA
gendmico (5 ng uL1), cobertas com uma gota de 6leo mi-
neral. As amplificagdes foram realizadas em tubos de
eppendorf em um termociclador (RoboCycler 96
Temperature Cycler — Stratagene) programado para 40 ci-
clos repetidos nas seguintes condi¢des: um minuto a 92°C
(desnaturag@o), um minuto a 35°C (anelamento) e dois
minutos a 72°C (extensdo). Apds, foi efetuado um passo
final de extensdo de cinco minutos a 72°C.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram sepa-
rados por eletroforese em gel de agarose (GIBCO),
submerso, na concentracdo de 1%, com uma diferenca de
potencial de 5V cm! por trés horas, corados com brometo
de etidio (5 pL de umasolugdo 10 mg mL1 para cada gel de
100 mL), deixados para migrar por 8 cm, e fotografados sob
luz ultravioleta (302 nm) com camera Polaroid, filme 667.

Em todos os géis foram utilizados uma prova em bran-
co e um DNA padrdo da Ladder de 1 kb (4 uL, na propor-
¢ao marcador:tampdo de extragdo, 1:3), com fragmentos de
tamanhos conhecidos.
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Um total de 50 primers, 38 provenientes dos kits OPA,
OPC, OPI, OPX e OPY da Operon Technologies (Alame-
da, CA), e as sequiéncias de oligonucleotideos: 105, 109,
110, 119, 120, 126, 173, 174, 182, 185, 195 e 197 da
Universidade de British Columbia (Vancouver, Canada),
foram usados para triagem. Onze desses foram escolhidos
pela resolucdo das bandas e pelo polimorfismo apresenta-
do.

As anélises de similaridade e de agrupamento entre as
cultivares foram feitas pelo NTSY'S (Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis for Personal Computers)
(Ronhlf, 1989), empregando-se o coeficiente de Jaccard e 0
método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA).
Os fenogramas foram seccionados com preciséo de 0,75,
para observacao dos grupos formados.

Resultados e Discussdo

Maior variabilidade isoenzimética foi observada
em malato desidrogenase, tanto nas analises de pé-
len como de folhas. Elevado grau de polimorfismo
desta enzima foi também observado por Messeguer
et al. (1987), em pdlen de cultivares de pessegueiro.

Os coeficientes de similaridade calculados com
base na presenga ou auséncia de isoenzimas em po-
len variaram entre 0,38, nas comparagdes de Eldorado
com as cultivares Dulce, Aldrighi, Precocinho e Dia-
mante, e 1,00, nas comparaces das cultivares Coral,
Chinoca e Marfim com Jade; Della Nona com Planal-
to; Dulce com Aldrighi; Riograndense com Anita; e
Precocinho com Diamante. As cultivares foram clas-
sificadas em sete grupos (Figura 1). Messeguer et al.
(1987), usando 14 sistemas enziméticos em pélen de
pessegueiro, conseguiram classificar 81 cultivares,

Tabela 1. Tampdes e concentragdes dos géis usados na analise de isoenzimas de 6-fosfogluconato desidrogenase (6-PGD),
malato desidrogenase (MDH), isocitrato desidrogenase (IDH), leucina aminopeptidase (LAP), fosfoglucomutase (PGM),
fosfoglucoisomerase (PGl), peroxidase (PRX), fosfatase acida (FAC) e aspartato transaminase (AT) em p6len e folhas

de Prunus persica (L.) Batsch.

Enzima Tecido Concentragdo Tampdes pH
do gel Eletrodos Gel

6-PGD Pélen 5% Acido citrico (9,04 g/L); Histidina (1,055 g/L) 7,0
tris (16,35 g/L)

MDH Pélen 5% Acido citrico (9,04 g/L); Histidina (1,055 g/L) 6,5

IDH Folha tris (16,35 g/L)

LAP e PGM Pélen e folha 5% Citrato de sodio (120,58 g/L) Histidina (0,776 g/L) 78

PGI Folha

MDH e PRX Folha 5% Histidina (10,88 g/L); acido Histidina (1,39 g/L), &cido citrico (0,63 g/L) 57
citrico (10,25 g/L) diluicéo do tamp&o com &gua (1:6)

FAC Pélen 6% Hidroxido de litio (1,20 g/L); Nove partes trisma-base (6,20 g/L), acido 8,3

AT Folha 4cido bérico (11,89 g/L) citrico (1,50 g/L) e 4gua destilada

(1.000 mL): 1 parte de tampé&o do eletrodo
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das quais 13 (17%) tiveram um Unico fendtipo
isoenzimatico e as restantes foram agrupadas em 12
classes. Os resultados obtidos por esses autores
sugerem que isoenzimas podem ser usadas como um
complemento vantajoso de outras caracteristicas, mas
que o uso exclusivo destes marcadores nao é sufici-
ente.

Com base na andlise de isoenzimas em folhas, as
cultivares Esmeralda e Marfim foram as que apresen-
taram a menor similaridade (0,60), e a maior (1,00) foi
encontrada nas comparac@es entre: Capdeboscq,
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Figura 1. Fenogramas baseados nas analises de isoenzimas
em polen e folhas de cultivares de pessegueiro e nectarineira.
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Eldorado, Precocinho, Diamante, Coral, Chinoca e
Planalto; Riograndense, BR-1, Dulce e Anita;
Aldrighi, Turmalina, Maciel e Chiripa; Pepita e Della
Nona. Trés grupos foram formados, indicando, por-
tanto, que a variabilidade observada em isoenzimas
em polen é maior do que a verificada em folhas
(Figura 1).

O grau de variabilidade isoenzimética pode variar
em diferentes espécies do mesmo género. Byrne &
Littleton (1989) verificaram que essa variabilidade,
em damasqueiro, € maior do que em pessegueiro,
mas inferior a referida em ameixeira e amendoeira.
Machado et al. (1986) ndo observaram polimorfismos
em peroxidase e superdxido dismutase em 20 cultiva-
res e selecOes de péssego comum, péssego chato e
nectarinas, originarias dos Estados Unidos ou de-
senvolvidas na Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado, como possivel
consequéncia do sistema de reprodugdo da espécie,
da uniformidade genética dos genétipos, de possi-
vel convergéncia genética, e, também, do método
empregado, que permitiu apenas a analise de um pe-
queno namero de locos. Ibafiez et al. (1993) observa-
ram pouca variabilidade em isoenzimas de esterase,
peroxidase e malato desidrogenase em 26 cultivares
americanas introduzidas na Argentina.

Pela analise conjunta de isoenzimas de pélen e
folhas, as cultivares Aldrighi e Eldorado foram as
que apresentaram a menor similaridade (0,47), e a
maior (1,00) foi encontrada entre Marfim e Coral, Pla-
nalto e Della Nona, Jade e Chinoca. Os genotipos de
pessegueiro e nectarineira foram organizados, nova-
mente, em sete grupos; entretanto, houve uma
reordenacdo e uma maior distinguibilidade, ficando
apenas seis cultivares agrupadas duas a duas (Coral
e Marfim, Della Nona e Planalto, Chinoca e Jade)
(Figura 1), o que indica que as demais podem ser
diferenciadas pela técnica usada.

O nivel de variaco isoenzimatica em espécies
cultivadas como o péssego € muito baixo quando
comparado com outras espécies frutiferas (Weeden
& Lamb, 1985). A baixa variacdo isoenzimatica refle-
te a reduzida variabilidade genética, possivelmente
como resultado do pequeno ndmero de genotipos
dos quais as cultivares atuais s&o originarias (Ibafiez
et al., 1993). Segundo Scorza et al. (1985), muitas das
cultivares atuais sdo originarias de um pequeno gru-
po de ancestrais.
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Moore & Durham (1992), em ampla revisao sobre
marcadores moleculares em espécies de fruteiras
perenes, referem-se ao uso de isoenzimas para iden-
tificacdo de genodtipos, incluindo a identificacéo de
cultivares, deteccdo de hibridos e determinagéo de
taxas de cruzamento, e anélise de pedigree. De acordo
com esses autores, a maior dificuldade consiste na
possibilidade de ndo haver suficiente polimorfismo
isoenzimatico para a identificacdo de cultivares, o
que pode ser atribuido a inerente falta de
polimorfismo, & natureza das espécies, a falta de va-
riabilidade genética nas cultivares estudadas ou ao
pequeno numero de locos analisados.

Na analise de marcadores RAPD, os 11 primers
utilizados geraram 79 produtos amplificados (ban-
das), com o nimero de fragmentos produzidos vari-
ando de trés (Canada 197 e OPY 05) até 15 (Cana-
dé 173), com média de 7,18 bandas por primer. Des-
sas, 49 eram polimdrficas (62,03%) e 30 eram
monomorficas (37,97%) (Tabela 2). Segundo
Colombo et al. (1998), 10 a 30 primers, gerando de 50
a 100 bandas polimérficas, séo suficientes para esti-
mar relacBes genéticas dentro e entre espécies.

Cada primer usado na analise permitiu a separa-
céo das cultivares em diferentes grupos, por meio
dos produtos amplificados visualizados em gel.
Os primers Canada 173, OPC-05 e OPY-13 possibili-
taram a maior distin¢do (nove padrdes) e OPY-09, a
menor (trés padrdes) (Figura 2). Segundo Warburton
et al. (1998), em um total de 60 primers utilizados na
caracterizagdo de 17 cultivares de améndoa e uma de
péssego, apenas 21 produziram 37 bandas
polimdrficas. O restante (aproximadamente dois ter-

Tabela 2. Bandas monomodrficas e polimorficas em culti-
vares de pessegueiro e nectarineira, geradas por amplifica-
¢éo da técnica RAPD®,

Primer Sequiéncia Bandas Bandas Total
(5°-3") polimérficas monomorficas
Canada 105 CTCGGGTGGG 5 2 7
Canada 173 CAGGCGGCGT 11 4 15
Canada 195 GATCTCAGCG 5 1 6
Canada 197 TCCCCGTTCC 3 0 3
OPC-05 GATGACCGCC 7 1 8
OPI - 07 CAGCGACAAG 3 5 8
OPX-11 GGAGCCTCAG 2 5 7
OPY-05 GGCTGCGACA 1 2 3
OPY -07 AGAGCCGTCA 2 5 7
OPY-09 AGCAGCGCAC 3 2 5
OPY-13  GGGTCTCGGT 7 3 10

(MRAPD: poliformismo de DNA amplificado ao acaso.
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¢os), produziu somente bandas monomorficas ou ndo
amplificou.

A andlise de similaridade com base em marcadores
RAPD mostraram que as cultivares Aldrighi e Esme-
ralda foram as que apresentaram a menor similarida-
de (0,23), ao passo que a maior (0,98) foi encontrada
entre Coral e Chinoca. A andlise de agrupamento
permitiu a separacdo dos genétipos em cinco gru-
pos.

As populagbes de plantas autdgamas geralmente
sdo constituidas por muitas linhagens homozigotas,
estreitamente aparentadas, as quais, embora existin-
do lado a lado, permanecem mais ou menos indepen-
dentes na reproducgdo. Em tais popula¢Ges ha uma
tendéncia a diminuir os heterozigotos, conduzindo a
uma fixacéo de alelos e, portanto, a uma maior unifor-
midade genética (Machado, 1984). Observando o
fenograma baseado na analise conjunta dos
marcadores isoenzimaticos e RAPD (Figura 3) verifi-
ca-se uma grande uniformidade genética, excetuan-
do-se as nectarinas Dulce e Anita, as quais s&o oriun-
das de sementes de Nova Jersey, EUA, e
selecionadas na Embrapa-Centro de Pesquisa

Figura 2. Produtos da amplificagdo gerados usando o primer
173 nas cultivares Aldrighi (1), Precocinho (2), Capdeboscq
(3), Pepita (4), Diamante (5), Riograndense (7), Maciel (8),
Jade (9), Turmalina (11), Eldorado (12), Granada (13), Anita
(14), BR-1 (15), Coral (16), Chinoca (17), Marfim (18).
Prova em branco (6), Marcador 1kb (10).
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Agropecuaria de Clima Temperado. As cultivares,
tipo conserva, Capdeboscq, Diamante, Esmeralda,
Granada, Jade, Maciel, Pepita, Precocinho,
Riograndense e Turmalina tém como ancestral proxi-
mo ou distante a cultivar Aldrighi. Intermediério, o
genitor masculino de Capdeboscq, é também uma
selecdo de Aldrighi. A cultivar Aldrighi foi selecio-
nada na década de 40, em Pelotas, sendo provavel-
mente originaria de semente de péssego importada
daArgentina. BR-1, Chiripa, Marfim, Della Nona, Co-
ral, Planalto e Chinoca tém a cultivar Delicioso em
sua genealogia, seja como um dos genitores ou como
um ancestral mais distante. A cultivar Delicioso é uma
introdugdo da Estagdo Experimental de Pomicultura
de Taquari, RS, provavelmente selecionada em po-
mares dos arredores de Porto Alegre. Vérias das culti-
vares tém ancestrais originarios do programa de me-
Ihoramento da Universidade de Nova Jersey. Segun-
do Hesse (1975), a maioria das cultivares
norte-americanas é derivada de uma base um tanto
limitada e, portanto, é geneticamente restrita.
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Figura 3. Fenogramas baseados na analise de marcadores
RAPD e isoenzimaticos em cultivares de pessegueiro e
nectarineira.
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Conclusdes

1. Atécnica RAPD em folhas € eficiente para ca-
racterizacdo de cultivares de pessegueiro e de
nectarineira.

2. A anélise isoenzimética ndo é suficiente para
caracterizar as cultivares de pessegueiro e de
nectarineira, mas pode ser usada como método auxi-
liar.
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