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RESUMO

THUROW, Liane Bahr. Estrutura Genética do Germoplasma de Prunus persica
(L.) Batsch no Brasil. 2013. 65f. Dissertagcdo (Mestrado) — Programa de Poés-
Graduacao em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Resumo: Com base no avan¢o do conhecimento de gendmica a selecdo assistida
por marcadores mostra-se como uma estratégia bastante promissora especialmente
para acelerar o desenvolvimento de novas cultivares em espécies perenes, COmo 0
pessegueiro. Nesse contexto, esta dissertacdo aborda a situacdo atual e as
perspectivas do uso de selecdo assistida por marcadores moleculares no
melhoramento genético de pessegueiro, assim como caracteriza a variabilidade
genética e a estrutura de populacdo do painel associativo de pessegueiro
representativo do germoplasma disponivel no Brasil por meio da analise de 10 loci
SSR (Simple Sequence Repeats). Com base na literatura, um elevado numero de
QTLs (Quantitative Trait Loci) esta identificado em mapas genéticos de pessegueiro,
mas, apesar da importancia dos caracteres envolvidos, at¢é 0 momento o uso de
selecdo assistida por marcadores tem sido incipiente pelos programas de
melhoramento. Por outro lado, com a conclusdo recente do sequenciamento do
genoma do pessegueiro, a perspectiva é de que essa realidade mude nos proximos
anos. Corroborando com essa tendéncia, o primeiro passo para a selecdo assistida
por marcadores moleculares € conhecer a variabilidade genética presente no
germoplasma de pessegueiro disponivel no Brasil. Nesse sentido, os resultados
desse trabalho mostram grande variabilidade genética no germoplasma avaliado.
Porém, esse germoplasma esta estruturado em duas subpopulacdes bem definidas
e agrupadas de acordo com o tipo de polpa, fundente e nao-fundente, com alguns
acessos apresentando mistura de ambos, entre 0s quais a maior variabilidade esta
disponivel dentro do subgrupo fundente. Com base nos resultados infere-se que o
germoplasma avaliado € adequado para estudos de mapeamento associativo, dada
a sua expressiva variabilidade genética, mas deve ser levada em consideracdo a
estrutura genética desse germplasma a fim de evitar a identificacdo de associacdes
falso-positivas entre marcadores e fenétipos de interesse.

Palavras-chave: pessegueiro, gendmica, recursos genéticos, marcadores SSR,
variabilidade genética, estrutura populacional.



ABSTRACT

THUROW, Liane Bahr. Genetic Structure of the Germplasm of Prunus persica
(L.) Batsch in Brazil. 2013. 65f. Master’s thesis —Graduate Program of Agronomy.
Federal University of Pelotas, Pelotas — Brazil.

Abstract: Based on the advanced knowledge in genomic, marker-assisted selection
shows up as a promising strategy especially to accelerate the development of new
cultivars in perennial species, such as peach. In this context, this dissertation
addressed the current situation and the prospects of using marker-assisted selection
in peach breeding programs as well as to characterize the genetic variability and
population structure of an association panel representative of peach germplasm
available in Brazil through SSR analysis. Based on a literature review, it was seen
that a high number of QTL (Quantitative Trait Loci) is identified in genetic maps of
peach, but, despite the importance of the characters studied, the use of marker-
assisted selection has been incipient by breeding programs. By the other side, with
the recent completion of the sequencing of the peach genome, the perspective is that
the low use of molecular tools by peach breeding program will change in the coming
years. In this trend, the genetic variability present in the association panel
representative of peach germplasm in Brazil is quite relevant. On the other hand, this
germplasm is structured into two subpopulations according to the fruit flesh type,
melting or non-melting, with some genotypes being a mixture of both types of fruit
flesh. Greater variability is available in the melting flesh group. These results show
that the association panel is suitable for association studies given its relevant genetic
variability. However, it should be taken into account in the association studies the
genetic structure intrinsic to this germplasm to avoid the identification of false marker-
trait associations.

Keywords: peach, genomics, genetic resources, SSR markers, genetic variability,
population structure.
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INTRODUCAO GERAL

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] é a terceira espécie frutifera de
clima temperado com maior importancia em todo o mundo, depois de macieira e
pereira (BYRNE et al., 2012; FORCADA et al., 2013). E cultivado tanto em regifes
de clima temperado quanto de clima subtropical, devido principalmente a intensa
atividade de melhoramento, com progressos notaveis na melhoria de caracteres
agrondmicos. De acordo com Byrne et al. (2012), entre as conquistas mais
importantes no melhoramento tradicional do pessegueiro citam-se a expansao da
sua adaptacédo, a extensdo do periodo de colheita, bem como a diversificacdo de
mercado.

O melhoramento do pessegueiro tem sido muito ativo nas ultimas décadas,
com centenas de novas cultivares lancadas (SANSAVINI et al., 2006; BOUHADIDA
et al.,, 2011). A capacidade dos melhoristas de gerar grandes populacdes é quase
ilimitada, porém a fenotipagem e selecdo destas novas plantas sdo os principais
fatores limitantes para o desenvolvimento de novas cultivares, aliado ao baixo nivel
de variabilidade encontrado nesta espécie (BYRNE, 1990) e a estreita base genética
das cultivares modernas (SCORZA et al., 1985), fatores ainda considerados como
obstaculo para a implementacédo de selecdo assistida com marcadores moleculares
em programas de melhoramento (BYRNE et al., 2012).

Variabilidade genética € essencial para qualquer programa de melhoramento,
seja para o aumento de producéo, qualidade de frutos, adaptacéo, ou incorporacéo
de caracteres de resisténcia e, ou, tolerancia a estresses bidticos e abidticos. Desta
forma, ampla gama de trabalhos sobre variabilidade genética nesta espécie
encontra-se disponivel (ARANZANA et al., 2002; DIRLEWANGER et al.,, 2002;
WUNSCH et al., 2006; YOON et al., 2006; XIE et al., 2010; ARANZANA et al., 2010;
BOUHADIDA et al., 2011). No entanto, a maioria com enfoque na variabilidade do
germoplasma europeu, norte americano ou asiatico.

O germoplasma de pessegueiro disponivel no Brasil esta conservado no
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Prundideas e € mantido pela Embrapa
Clima Temperado. Por meio de trabalhos anteriores de caracterizacao,
principalmente morfologica e fenoldgica, evidencia-se uma grande variabilidade
entre 0s acessos disponiveis. Esses acessos sdo oriundos principalmente de
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populacbes naturalizadas e adaptadas as condi¢cfes de clima subtropical, de baixa
exigéncia em frio, assim como gendtipos utilizados como fonte de resisténcia a
ferrugem da folha, a podriddo parda e a bacteriose das folhas. A origem deste
germoplasma € variada, incluindo desde programas de melhoramento da Embrapa e
do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), gendtipos oriundos de outros estados
brasileiros, antigas cultivares, até introdu¢cfes de paises como Bolivia, Espanha,
Estados Unidos, Italia, Ilhas Canarias, México e Japao (RASEIRA et al., 2008).

Considerando a importancia da obtencdo de frutas de alta qualidade, as
dificuldades intrinsecas para o melhoramento genético de espécies perenes, assim
como 0 avanco na area de genbmica, torna-se indispensavel o desenvolvimento e
aplicacao de ferramentas moleculares para identificacdo e caracterizacdo de genes
gue controlam caracteristicas de interesse. Conhecer a variabilidade genética e a
estrutura populacional do germoplasma disponivel é o primeiro passo para a
identificag8o de regides no genoma associadas a caracteres de interesse. Analises
de estrutura populacional e a contabilizacdo da mistura de grupos ou subgrupos
formados dentro do germoplasma (GANOPOULOS et al., 2011; MARIETTE et al.,
2010), aumentam a confianca em estudos de mapeamento associativo (FORCADA
et al., 2013). Assim, a relacdo entre o fendtipo e um marcador pode ser testada
dentro dos diferentes subgrupos, além disso, 0 grau de parentesco entre 0S
gendtipos também é considerado diminuindo a possibilidade de falsas associacfes
de marcadores genéticos com fendtipo (ODONG et al., 2011; CAO et al., 2012,
FORCADA et al., 2013).

Frente ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo estimar a
variabilidade genética e a estrutura de populacdo do painel associativo de
pessegueiro representativo do germoplasma disponivel no Brasil por meio da analise
de loci SSR (Simple Sequence Repeats), uma primeira etapa para desenvolver
estudos de mapeamento associativo visando implementar a sele¢cdo assistida por
marcadores moleculares no melhoramento genético e desenvolvimento de novas
cultivares de P. persica.

Esta dissertacdo esta apresentada em dois capitulos, o primeiro uma revisao
sobre o0 estado da arte da selecdo assistida por marcadores em pessegueiro e o
segundo sobre a variabilidade genética e estrutura populacional de parte do

germoplasma de pessegueiro disponivel no Brasil.
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CAPITULO 1

GENOMICA APLICADA NO MELHORAMENTO DE PESSEGUEIRO: PRINCIPAIS
AVANCOS E PERSPECTIVAS

1. Introducéao

O pessegueiro tem sido utilizado como espécie modelo para estudos
gendmicos em Rosaceae devido principalmente a simplicidade do genoma, com
cerca de 230 Mbp, aproximadamente o dobro do tamanho do genoma de
Arabidopsis  thaliana, distribuido em oito pares de cromossomos
(ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991). Além disso, enquanto algumas espécies
rosaceas como ameixeira européia, cerejeira acida, macieira e pereira Sao
polipléides, 0 pessegueiro €é uma espécie dipléide, ndo apresenta
autoincompatibilidade e possui um periodo de juvenilidade relativamente curto de 2
a 3 anos, em comparacao a maioria das outras espécies de arvores frutiferas que
necessitam de 5 a 10 anos (ARUS et al., 2012).

Um dos principais objetivos da aplicagdo gendmica no melhoramento de
plantas é a associacdo do fendtipo de interesse ao gendtipo para selecionar com
maior precisao plantas com caracteres superiores (POLAND; RIFE, 2012). Ao longo
das duas ultimas décadas, com o desenvolvimento de marcadores moleculares para
genotipagem e analise da variabilidade genética (DIRLEWANGER et al., 2002,
ARANZANA et al., 2003; YOON et al., 2006; XIE et al., 2010; BOUHADIDA et al.,
2011), a disponibilidade do mapa de referéncia de Prunus (DIRLEWANGER et al.,
2004), juntamente com a avaliacdo do mapa fisico (ZHEBENTYAYEVA et al., 2008),
estudos de gendmica comparativa, bancos de dados (http://www.rosaceae.org),
liberagcdo da sequéncia do genoma completo do pessegueiro (ARUS et al., 2012;
The International Peach Genome Initiative, 2013) e o0 recente desenvolvimento de

genotipagem de recursos genéticos através de polimorfismo de um Unico



nucleotideo (SNP) (AHMAD et al., 2011; ARANZANA et al., 2012; EDUARDO et al.,
2012; VERDE et al.,, 2012; MARTINEZ-GARCIA et al., 2013a), ¢ possivel a
saturacdo de regides especificas com marcadores de interesse associados com
importantes caracteristicas agronémicas, possibilitando a aplicacdo de selecéo
assistida nos programas de melhoramento genético de pessegueiro.

Neste documento estdo resumidos 0s principais avangos, 0S recursos
disponiveis, e as perspectivas futuras do uso de selecdo assistida por marcadores

no melhoramento genético de pessegueiro.

2. Selecao assistida por marcadores moleculares em pessegueiro

A selecdo assistida por marcadores moleculares pode ser utilizada para
rastrear regides do genoma que codificam ou estdo préximas a regides que
codificam caracteristicas especificas de uma planta. Caracteristicas relativas a
qualidade do fruto, por exemplo, por meio de métodos tradicionais, ndo sao
possiveis de serem selecionadas pelo melhorista antes do periodo de frutificacéao.
Uma vez que sejam identificados marcadores moleculares associados a estas
caracteristicas, é possivel a pré-selecdo de plantas utilizando esses marcadores,
nao necessitando esperar até o periodo em que as plantas frutifiqguem para realizar a
selecdo (FORCADA et al., 2013).

A relacdo entre fendtipo e genoétipo tem sido de grande interesse, desde os
postulados de Mendel sobre a existéncia de caracteres passados para a proxima
geragcdo (KORTE; FARLOW, 2013). A habilidade de predizer -caracteres
agronomicamente importantes, tais como qualidade de fruto, adaptacéo e resisténcia
e/ou tolerancia a fatores bidticos e abioticos requerem a compreensdo de loci
especificos que constituem a base genética de um caractere fenotipico. Estas
diferencas fenotipicas podem ser identificadas através de varias abordagens de
mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) dentre elas, mapeamento classico e
mapeamento associativo.

Na metodologia classica de mapeamento genético € utilizada uma populacéo
segregante, obtida a partir de parentais contrastantes para a caracteristica em
estudo. Por outro lado, 0 mapeamento associativo tem como grande vantagem 0 uso
direto de colecbes de germoplasma, populagcbes naturais e, ou, materiais-elite, para
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mapear caracteres de interesse, considerando todas as geragdes de recombinacao
anteriores a origem da mutacdo (OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, um grande
namero de avaliacdes fenotipicas anteriores de acessos conservados nos bancos de
germoplasma e, ou, de gendtipos do programa de melhoramento podem ser usadas
na busca por identificar genes ou marcadores associados aos fenotipos de interesse
(MALOSETTI et al., 2007).

Entretanto, é importante enfatizar que ambos os métodos de mapeamento sao
importantes e apresentam suas vantagens e limitacées. O uso do mapeamento de
populacbes segregantes para caracteristicas de interesse tem sido o principal meio
para analise de associacdo marcador-caracteristica em pessegueiro até o0 momento.
Dentre os mapas publicados ressalta-se o0 mapa de ligacdo interespecifico entre a
amendoeira ‘Texas’ com o pessegueiro ‘Earlygold’ (T x E), estabelecido como mapa
de referéncia de todas as espécies de Prunus (OGUNDIWIN et al., 2009).
Resultados encontrados por Aranzana et al. (2010) ddo um indicativo de que, em
pessegueiro, 0 mapeamento associativo usando a abordagem genome-wide é
bastante promissor para estudos genéticos de caracteristicas agrondémicas
importantes.

Nos Ultimos anos, um numero consideravel de genes relacionados a
importantes caracteristicas de interesse foram geneticamente descritos. Existem 43
caracteres morfolégicos com heranca mendeliana simples, descritos em pessegueiro
(DIRLEWANGER et al., 2004). Para 23 destes foram determinadas relacbes de
ligagdo com marcadores moleculares. Atualmente, ha marcadores moleculares
propostos para 20 caracteres monogénicos relativos ao pessegueiro, mas apenas
para 12 destes as ligacbes sdo suficientemente proximas (menos de 5 cM) para
confiabilidade do uso de selecao assistida (BYRNE et al., 2012).

O alto nivel de sintenia e colinearidade entre diferentes mapas de Prunus e a
existéncia do mapa de referéncia T x E permitiu a identificacdo de 28 genes
responsaveis pela expressdo de importantes caracteristicas agronémicas
(resisténcia a fatores bio6ticos e abioticos, qualidade de fruto, autoincompatibilidade,
entre outros) encontrados em diferentes espécies do género Prunus
(DIRLEWANGER et al., 2004). A posicdo aproximada destes genes no mapa de
referéncia (T x E) e informacdes disponiveis a partir da interconexado dos mapas de

ligacdo tem permitido a descoberta de marcadores adicionais em regides de

15



interesse e sua utilizagdo na selecdo assistida por marcadores em programas de
melhoramento.

A aplicacdo de selecdo assistida por marcadores durante a fase juvenil em
pessegueiro tem sido proposta para acelerar a selecdo ou reduzir os tamanhos da
progénie descendente e os custos com a condugéo de plantas que nédo apresentam
0 caractere a ser selecionado. O marcador endoPG desempenha um papel
importante na textura dos frutos e degradacédo da parede celular em péssego. Tem
sido usado em programas de melhoramento de pessegueiro para distinguir entre
caroco solto e aderido a polpa e quanto ao tipo de polpa (fundente e ndo fundente)
em progénies no estagio de plantula (PEACE et al., 2005).

Porém, a utilizacdo de selecdo assistida por marcadores moleculares nos
programas de melhoramento de pessegueiro ainda € incipiente. Com essa visao, em
2009, nos Estados Unidos, foi implementado um projeto de pesquisa, envolvendo
Instituicbes americanas e outras parceiras, visando aperfeicoar a integragdo das
modernas ferramentas gendmicas com as estratégias, ja consolidadas, do
melhoramento tradicional de espécies da familia Rosaceae, denominado
“‘RosBreed”. Na Europa uma iniciativa similar foi tomada e o projeto conduzido por
um consorcio de instituicbes europeias foi denominado “FruitBreedomics”.

A maioria das caracteristicas de interesse agronémico nos programas de
melhoramento de pessegueiro apresenta variagdo fenotipica continua de heranca
complexa, governada por varios genes. A seguir, estdo descritos os principais QTLs
associados aos caracteres de maior interesse nos programas de melhoramento
genético de pessegueiro, um primeiro passo para a efetiva aplicacdo de selecéo

assistida por marcadores.

2.1 Desenvolvimento e qualidade de fruto

A qualidade dos frutos depende da expressao coordenada de genes durante o
ciclo de desenvolvimento, bem como do periodo de pés-colheita. Podendo ser
também afetada por fatores ambientais que causam estresses bidticos e / ou
abidticos, como a infeccdo de patdgenos, estresse por frio ou estresse hidrico em
pré e pos-colheita (VERDE et al., 2012).

A quantidade de acidos e acUcares no fruto, por exemplo, tem controle
genético complexo, embora o caractere baixa acidez do suco de fruta seja
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controlado por um dnico gene dominante D (DIRLEWANGER et al., 1998). Uma
populacao derivada do cruzamento de Prunus persica x Prunus ferganensis permitiu
o0 mapeamento de um QTL para pH no grupo de ligacdo (GL) 2 e QTLs para outros
componentes de equilibrio acucar / acidez e concentracdo de solidos soluveis (CSS)
foram posicionados no GL 1 e 2 (QUARTA et al., 2000). Além disso, também foram
detectados outros QTLs relacionados a qualidade de fruto relacionados a época de
floracdo (mapeados no GL 4); tempo de maturacdo (GL 2 e 6) e cor da pelicula do
fruto (GL 2 e 6). Resultados obtidos por Verde et al. (2002) também confirmam o
mapeamento para cor da pelicula nos grupos de ligacéo 2 e 6.

Em uma populacdo BC1, originada a partir de um cruzamento entre uma
selecao de Prunus persica (IF7310828), utilizado como parental recorrente feminino,
e um acesso de P. ferganensis, Verde et al. (2002) identificaram QTLs relacionados
com o tempo de maturacdo nos grupos de ligagcdo 2, 4 e 6 e periodo de
desenvolvimento de frutos no GL 4. Varios estudos sobre herdabilidade para tempo
de maturacdo e periodo de desenvolvimento dos frutos tém mostrado que esses
caracteres apresentam alta herdabilidade e com efeito principalmente aditivo,
embora limitados por uma correlagdo negativa com tamanho e qualidade dos frutos,
0S quais caracteres poligénicos de herdabilidade baixa a moderada (SOUZA et al.,
1998; BYRNE et al., 2012).

Cantin et al. (2010) construiram um mapa genético do grupo de ligacédo 4, a
partir da populacdo F2 segregante do cruzamento entre as nectarineiras ‘Venus’' e
‘BigTop’, e identificaram QTLs para varias caracteristicas agrondmicas, de qualidade
dos frutos e para sintomas de injaria por frio devido ao armazenamento prolongado,
explicando estes QTLs, entre 26% e 92% da variacdo observada. Para diversos
caracteres foram mapeados QTLs na mesma regido, 0 que pode corresponder a
QTLs ligados ou um QTL com efeito pleiotrépico. Um QTL com elevada contribuicao
(87,2%) para data de colheita foi detectado proximo ao marcador SSR UDP96-003,
identificado anteriormente por Dirlewanger et al. (1999) e Etienne et al. (2002). Além
disso, foi possivel validar os resultados de mapeamento molecular e posi¢cbes de
QTLs, relacionados a suscetibilidade a injaria por frio encontrados em outras
populacdes (PEACE et al., 2006; OGUNDIWIN et al., 2007; OGUNDIWIN et al.,
2009), contribuindo para uma melhor compreensédo do controle genético desta injuria

que afeta os frutos de pessegueiro e nectarineiras e que, com aplicacdo de selecdo
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assistida por marcadores, permitira a selecdo de cultivares com maior tolerancia
para esta caracteristica.

Mais recentemente a analise de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) esta
sendo utilizada para associacdo de caracteres de qualidade de fruto e sintomas de
injuria por frio com a variagao fenotipica observada e anotacdo de genes e proteinas
que podem estar relacionados com essas caracteristicas. A interacdo e expressao
de proteinas afetadas podem explicar a variacdo observada em cada individuo e
facilitar a compreensao das redes de regulacdo de genes para caracteristicas de
qualidade dos frutos de péssego (MARTINEZ-GARCIA et al., 2013a).

2.2 Caracteres fenoldgicos e adaptacéao

Necessidade de frio € o principal fator que determina a data de floragdo e tem
impacto sobre a distribuicdo climéatica de espécies frutiferas de clima temperado
(FAN et al.,, 2010). Gendtipos com alta exigéncia em frio para superacdo da
dorméncia das gemas em regides quentes podem resultar em florescimento e
brotacao irregular e, portanto, afetam a frutificacéo (TOPP et al., 2008).

Fan et al. (2010) desenvolveram um mapa genético a partir de uma populacao
F2 de Prunus persica obtida pelo cruzamento de dois gendtipos contrastantes para
necessidade de frio e mapearam 20 QTLs com efeitos aditivos para caracteristicas
de necessidade de frio, necessidade de calor e data de florac&o, incluindo um QTL
de maior efeito para necessidade de frio e dois QTLs de maior efeito para data de
floracdo. A maioria dos QTLs foi localizada na mesma regido de outros caracteres
sugerindo que pode haver um sistema unificado de acdo e regulacdo para
necessidade de frio, necessidade de calor e data de floracao.

Em pessegueiro foi recentemente utilizado uma abordagem de genotipagem
via sequenciamento (ELSHIRE et al., 2011) para mapeamento de QTLs para
necessidade de frio e data de floragdo a partir de uma populagdo de mapeamento
F2. SNPs em comum com dados anteriormente publicados para estes caracteres
foram encontrados, detectando 20 QTLs para necessidade de frio e data de floracao,
distribuidos nos Grupos de Ligacéao 1, 4 e 7 do pessegueiro (RAUH et al., 2013),

sugerindo ser uma técnica promissora para mapeamento associativo e potencial
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aplicacao de selecdo assistida por marcadores para desenvolvimento de cultivares
de baixa necessidade de frio e obtencéo de frutas de maturagao precoce.

2.3 Resisténcia a fatores bidticos

Numerosas moléstias e pragas atacam 0 pessegueiro e as nectarineiras, uma
das mais sérias moléstias com distribuicdo mundial é a podridéo parda causada por
Monilinia fructicola (G. Wint.) Honey. Diversos marcadores tém sido associados a
QTLs para podridao parda. Os resultados revelam um QTL associado a esta
moléstia no GL 1 e, provavelmente um QTL adicional localizado no GL 5.
Recentemente, foi realizada analise de sequenciamento de trés cultivares ‘Dr.
Davis’, ‘F8 1-42’, e ‘Georgia Belle’ para identificar SNPs a fim de genotipar duas
populacbes de melhoramento e mapear QTLs associados a podriddo parda,
oferecendo ferramentas adicionais para o desenvolvimento de cultivares resistentes
(MARTINEZ-GARCIA et al., 2013b).

A Dbacteriose (Xanthomonas arboricola pv. pruni) € uma moléstia
particularmente importante em areas de alta umidade com vento e solos arenosos,
sendo o controle quimico, muitas vezes, ineficaz (BYRNE et al., 2012).

Em estudos para compreensao da base molecular para resisténcia a bacteriose
em Prunus, Yang et al (2010) sugeriram uma natureza poligénica para resisténcia a
Xanthomonas em péssego. Yang et al (2013) utilizaram uma populacdo F2 com 63
gendtipos derivada do cruzamento entre os pessegueiros ‘O’Henry’ (suscetivel) e
‘Clayton’ (resistente) para construcdo do mapa de ligacdo e mapeamento de QTLs e
identificaram 14 possiveis QTLs com efeito aditivo para resisténcia a bacteriose,
incluindo cinco QTLs de maior efeito nos grupos de ligagdo 1, 4, 5 e 6.

Os principais QTLs, Xap.Pp.OC-4.1 e Xap.Pp.OC-4.2, no GL 4 estao
associados com resisténcia a Xanthomonas somente na folha, Xap.Pp.OC-5.1 no
GL 5 esta associado a resisténcia na folha e no fruto, enquanto Xap.Pp.OC-1.2 e
Xap.Pp.OC-6.1 no GL 1 e GL 6 respectivamente, estdo associados com resisténcia
no fruto. A variacdo fenotipica explicada pelos QTLs identificados variou de 15,4 a
56,4% em dados obtidos de folhas e de 33 a 60,7% em dados obtidos a partir de
frutos.

A resisténcia a oidio foi extensivamente estudada e 13 QTLs explicando 65%
da variacdo fenotipica relacionada a essa enfermidade foram identificados
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(FOULONGNE et al., 2003), marcadores moleculares estdo disponiveis para uso em
selecdo assistida e sdo capazes de discriminar entre os alelos favoraveis para os
QTLs no GL 6 e 8 (POZZI; VECCHIETTI, 2009).

Recentemente, QTLs associados a resisténcia a PPV (Plum Pox Virus)
(transmitido por enxertia e varias espécies de pulgdes) foram mapeados, o que deve
facilitar o desenvolvimento de selecao assistida por marcadores, embora nem todos
0os QTLs sejam considerados estaveis em todas as origens genéticas testadas

(RUBIO et al., 2010).

2.4 Tolerancia a fatores abi6ticos

Mudas de porta-enxertos de pessegueiro ndo sao tolerantes ao encharcamento
e néo se desenvolvem e/ou morrem quando plantados em solos com alagamentos
sazonais. A diferenca de tolerancia ao alagamento encontrado entre outras espécies
do género Prunus é baseada em processos anatbmicos e adaptacdo bioquimica
envolvendo os caminhos fermentativos para obtengéo de energia (BYRNE et al.,
2012). Varios genes candidatos foram identificados envolvidos na tolerancia de dois
gendtipos de Prunus ( AMADOR et al., 2009).

Em uma primeira abordagem para localizar genes candidatos envolvidos na
tolerancia a clorose férrica, problema que afeta uma ampla gama de culturas em
solos calcarios, Gonzalo et al. (2012) estudaram uma populagéo F1, derivada de um
cruzamento interespecifico de trés vias entre uma ameixeira mirabolano (P 2175) e
uma amendoeira x pessegueiro hibrido (Felinem) e identificaram um gene candidato
relacionado com o metabolismo do ferro dentro do intervalo de confianga do QTL no
grupo de ligagcédo 4, sugerindo uma associacao desta regido cromossémica com a

tolerancia de ferro em Prunus.

3. Perspectivas futuras

Apesar do elevado numero de QTLs identificados e a importancia dos
caracteres envolvidos, até o0 momento o uso de selecdo assistida por marcadores
tem sido incipiente. E provavel que informaces mais detalhadas sobre os efeitos e
localizacdo dos QTLs e sua validacdo em diferentes backgrounds genéticos seja

necessaria, antes de marcadores serem rotineiramente integrados em programas de
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melhoramento para selecdo de caracteres quantitativos. Além disso, outros entraves
contribuem para este descompasso como exemplo, a falta de conhecimento do
modo de acao dos QTLs (aditividade, epistasia).

Paralelo ao avanco das metodologias cientificas, os métodos de genotipagem
evoluiram muito nos ultimos anos. Métodos de reducdo da complexidade do
genoma, aliados a plataformas de sequenciamento de Ultima geracao estdo sendo
usados para a descoberta de SNPs, desta forma, o principal gargalo para muitos
estudos de mapeamento associativo tem sido uma fenotipagem eficiente.
Preocupacgao ainda maior surgiu com a determinacdo do delineamento experimental
apropriado e selecdo de germoplasma para gerar dados fenotipicos de alta
qualidade, os quais seréo os principais determinantes na identificacdo de QTLs a um
baixo custo e em larga escala.

A sequéncia do genoma do pessegueiro proporcionara um recurso robusto
para pesquisas relacionadas ao pessegueiro e outras espécies de Prunus,
aumentando o entendimento sobre 0s aspectos genético-estruturais e funcionais,
facilitando a conexdo entre o gendtipo e o fendtipo. Além disso, 0s genes de
interesse podem ser integrados em cultivares elite para melhorar a resisténcia a
moléstias, adaptacao e qualidade de fruto.

A concluséo recente do sequenciamento do genoma do pessegueiro fornece
uma base fundamental para a compreenséo da evolu¢cdo dos genomas em estudos
de genbmica comparativa, enquanto explora o conhecimento de sistemas de genes
em espécies modelo, como Arabidopsis, para acelerar significativamente a
compreensao dos genes associados a importantes caracteres agrondmicos. Além
disso, com o0 sequenciamento do genoma, a oferta de genes candidatos para
estudos associativos em pessegueiro também mostra grande potencial de aplicagao.

Indiscutivelmente, o pessegueiro é a espécie arbérea frutifera atualmente
melhor caracterizada geneticamente, sendo utilizada como genoma de referéncia.
Assim, com o desenvolvimento de recursos gendmicos em larga escala, incluindo
transcricdo e dados de sequenciamento, mapas genéticos e fisicos e maior nimero
de marcadores utilizados, a tendéncia € de cada vez mais obter marcadores mais
préoximos do polimorfismo causador. Desta forma, é previsivel nos proximos anos um

grande numero de publicagbes para validacdo destes QTLs mapeados em
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populacdes com background genético relevante aos melhoristas e ancorados no
mapa de referéncia de Prunus.

Por fim, com a fenotipagem em larga escala associada aos dados genémicos,
sera possivel o uso eficaz dos recursos genéticos disponiveis, visando superar
problemas enfrentados por estresses bidticos e abidticos através do uso integrado
de marcadores e aplicacao de selecao assistida nos programas de melhoramento de

Prunus persica.
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CAPITULO 2

ESTIMATIVA DA VARIABILIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL
NO GERMOPLASMA DE PRUNUS PERSICA (L.) BATSCH DO BRASIL COM
MARCADORES SSR

1. Introducéao

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] é a terceira espécie frutifera de
clima temperado com maior importancia no mundo, depois da macieira e pereira
(BYRNE et al., 2012; FORCADA et al., 2013). E nativo da China, de onde se
dispersou para todo o mundo. Inicialmente a propagacéao era realizada por sementes
e durante muito tempo, o pessegueiro foi cultivado e selecionado para diferentes
caracteres agrondémicos, levando a populagbes localmente adaptadas a uma ampla
variedade de climas que vao desde os tropicos até as latitudes mais altas e frias em
todo o mundo (BYRNE, 2005).

No Brasil, segundo relatos histéricos, o pessegueiro foi introduzido em 1532
por Martim Afonso de Souza, por meio de mudas trazidas da Ilha da Madeira e
plantadas na capitania de Sao Vicente, atual estado de Sao Paulo, segundo maior
produtor do Brasil, precedido apenas pelo Rio Grande do Sul, estado onde o plantio
de pessegueiros para fins industriais mais se desenvolveu no Pais (RASEIRA;
NAKASU, 2002).

Embora o melhoramento genético do pessegueiro fosse destinado, em grande
parte, para zonas de alta exigéncia em horas de frio, o Brasil (Pelotas e Sado Paulo)
e os Estados Unidos (Florida) concentraram-se no desenvolvimento de variedades
adaptadas para regides de inverno ameno. Os primeiros programas de
melhoramento de pessegueiro tiveram inicio na regido Sul do Brasil na década de
1950 em Pelotas e em Sao Paulo com a finalidade de desenvolver cultivares para

consumo in natura e para industria, adaptadas a estas regibes (MEDEIROS;



RASEIRA,1998). Uma ampla gama de cultivares adaptadas as zonas de baixo e
médio frio foram lancadas e, segundo Byrne e Raseira (2006) e pelos resultados
obtidos € possivel afirmar que estas cultivares comercialmente cultivadas no Brasil
apresentam maior variabilidade do que as cultivadas nos EUA. Estes programas de
melhoramento trabalharam de forma independente, com introgressdo ocasional de
germoplasma dos EUA e o0 material genético basico para o programa de
melhoramento iniciado em Pelotas constituiu-se também de uma ampla gama de
selecdes locais.

O germoplasma de pessegueiro disponivel no Brasil estd conservado no BAG
(Banco Ativo de Germoplasma) de Prundideas, mantido pela Embrapa Clima
Temperado. Por meio de trabalhos anteriores de caracterizacdo principalmente
morfologica e fenoldgica, evidencia-se uma grande variabilidade entre os acessos
disponiveis, oriundos principalmente de acessos originados de populacdes
naturalizadas e adaptadas as condi¢des de clima subtropical, de baixa exigéncia em
frio, além de acessos atualmente utilizados como fonte de resisténcia a podridao
parda e a ferrugem e bacteriose das folhas. A origem deste germoplasma é variada,
incluindo gendtipos oriundos do programa de melhoramento da Embrapa, do
Instituto Agronémico de Campinas, de outros estados brasileiros, antigas cultivares e
introducdes de paises como Bolivia, Espanha, Estados Unidos, Itélia, Ilhas Canérias,
México e Japao (RASEIRA et al., 2008).

Considerando a importancia da obtencdo de frutas de alta qualidade e as
dificuldades intrinsecas no melhoramento genético de espécies perenes assim como
0 avanco na area de genbmica, a exemplo, da recente liberacdo da sequéncia do
genoma completo do pessegueiro (ARUS et al., 2012; The International Peach
Genome Initiative, 2013), torna-se indispensavel o desenvolvimento e a aplicacdo de
ferramentas moleculares para identificacdo e caracterizacao de genes que controlam
caracteristicas de interesse. Conhecer a variabilidade genética e a estrutura
populacional do germoplasma disponivel é o primeiro passo para o mapeamento de
QTLs (Quantitative trait loci) ligados a importantes caracteristicas agrondmicas
mediante a associacdo de marcadores genéticos com o fendtipo (CAO et al., 2012;
FORCADA et al., 2013), visando a determinacao de estratégias que possibilitem a

selecao assistida por marcadores moleculares.
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A domesticacdo do pessegueiro indica um processo complexo com Varias
origens, resultantes da propagacéo clonal de genotipos desejaveis e cruzamento
com variedades locais. Em estudos de mapeamento associativo, padrbes complexos
de estrutura populacional e relagdes genéticas entre os acessos podem afetar
negativamente os resultados, causando falsos positivos. Ao associar um fenétipo
cuja variacdo € correlacionada com parentesco genético, muitos marcadores
distribuidos pelo genoma indicam estarem associados a caracteristica de interesse,
quando de fato, estdo simplesmente capturando a relacdo genética entre 0s
individuos, problema particularmente evidente no mapeamento de caracteristicas
gue tenham sofrido adaptacéo local (MYLES et al., 2009).

Definir adequadamente as populacfes que serdo usadas em estudos de
associacao €, portanto, fundamental. Além disso, analises de estrutura populacional
e a contabilizagdo da mistura de grupos ou subgrupos formados dentro do
germoplasma, aumentam a confianga em estudos de mapeamento associativo
(GANOPOULOS et al., 2011; MARIETTE et al., 2010; FORCADA et al., 2013).

Os métodos utilizados para corrigir a relacdo genética envolvem marcadores
aleatorios distribuidos pelo genoma para estimar o parentesco entre os individuos
dentro de uma populacdo de mapeamento. Assim, marcadores microssatélites ou
SSR (Single Sequence Repeats), em funcdo de serem codominantes, altamente
polimorficos e distribuidos ao acaso ao longo do genoma, estdo entre os mais
adequados para estudos de genotipagem e andlise de variabilidade genética
(DIRLEWANGER et al., 2002; ARANZANA et al, 2003; XIE et al., 2010;
BOUHADIDA et al., 2011). Mais recentemente estudos analisando a estrutura
genética populacional e a determinacdo da extensdo do desequilibrio de ligacao
entre pares de marcadores SSR vem sendo realizados em pessegueiro (ARANZANA
et al., 2010; Ll et al., 2013).

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de estimar a
variabilidade genética e a estrutura de populacdo do painel associativo de
pessegueiro, representativo do germoplasma disponivel no Brasil por meio da
analise de loci SSR, visando a aplicacdo de selecdo assistida por marcadores

moleculares através da estratégia de mapeamento associativo.
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2. Material e Métodos

2.1 Germoplasma

Um conjunto de 204 genotipos de pessegueiro, pertencentes a espécie P.
persica, conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Prunoideas da
Embrapa Clima Temperado, foi alvo deste estudo (Tabela 1). Este painel associativo
foi selecionado com base em caracteres contrastantes para bacteriose, podriddo
parda, tolerancia ao calor na floracdo e baixa necessidade de frio hibernal e inclui
também varios clones de fundacdo do Programa de Melhoramento Genético de
pessegueiro da Embrapa iniciado na década de 50.

O painel associativo foi dividido de acordo com o tipo de fruto em 163
genotipos pertencentes a variedade botanica vulgaris (compreendendo os péssegos
comumente conhecidos), 33 pertencentes a nucipersica (nectarinas) e oito genétipos

da variedade botéanica platicarpa (péssegos chatos).

2.2 Extracado de DNA e Genotipagem com Marcadores Microssatélites

Para a extracdo de DNA foram coletadas folhas jovens de plantas do BAG,
identificadas e armazenadas a -80 °C. O DNA gendmico foi isolado de acordo com
protocolo descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998), sendo utilizadas entre 0,15 e
0,20g de tecido vegetal, quantificado com Fluordmetro (QubitTM, Invitrogen) e as
concentracOes ajustadas para 10 ng/ul para as reacdes de amplificacdo via PCR

( Polymerase Chain Reaction).
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Tabela 1. Cultivares e sele¢cBes que compdem o painel associativo de P. persica da Embrapa,
genealogia, origem, década de melhoramento das cultivares
Melhoramento e caracteristicas dos genétipos relativas ao fruto. Embrapa Clima Temperado, Pelotas

lancadas pelo Programa de

RS, 2013.
. ) Década de Caracteristicas Fruto
N° Gendtipo Genealogia Origem?® b
langamento” ¢ cpd TPe TC'
Abdbora desconhecida Embrapa Pré-1960 Pi A Nf Ad
Agata (68201041 x C2R19T182) PL Embrapa 1970 Pi A Nf Ad
3 Aldrighi PL Ar‘Fhur Kaster /_Santa Eulalia - resultado Embrapa  Pré-1960 Pi A N Ad
de variedades trazidas da Argentina
4 Alpes Aldrighi - sele¢éo 439 x Tapes Embrapa 1980 Pi A Nf Ad
5 Amarillo desconhecida Bolivia N Sl
6 Anita Seedling (Introducdo de New Jersey) Embrapa 1990 N B F Ad
7 Apote desconhecida Bolivia Pi Nf
8 Arlequim Lake City x Toschina IAC Pn B F L
9 Atenas Jade x desconhecido Embrapa 2000 Pi A Nf  Ad
10 Aurora 1 Ouromel-3 PL IAC Pn A Nf  Ad
11 Aurora 2 desconhecida IAC Pn A F Ad
12 Babcock (Strawberry x Peento) F2 Flérida Pré-1960 Pn A Nf Ad
13 Barbosa desconhecida Embrapa 1990 Ph B F L
14 Bolinha desconhecida Embrapa 1980 Pi A Nf Ad
15 BR1 Delicioso x Panamint Embrapa 1970 Pn B F Ad
16 BR3 Pala PL = (Coral x Panamint) PL Embrapa 1970 Pn B F Sl
17 Cai Delicioso x Lake city Embrapa 1960 Pn B F Ad
18 Capdeboscq (Lake city x Intermediario) PL Embrapa 1960 Pi A Nf  Ad
19 Cardeal (338-90 FV) PL = (24401 x 17825) PL Embrapa 1960 Pn A F Sl
20 Regalo Chula x Chimarrita Embrapa 2000 Pn B F Ad
(Cascata 730)
21 Cascata 805  Chimarrita x Della Nona Embrapa Pn B F Sl
22 Cascata 828  Taquari 19 x FLA 6-12 Embrapa C B F
23 Cascata 838  Taquari 19 x FLA 6-12 Embrapa cC A F Sl
24 (Fg:('::toa 10gz) (Chimarita x Linda) PL Embrapa 2000 Pn B Nf Ad
25 Cascata 1303 Cascata 951 x Maciel Embrapa Pn A Nf Ad
26 Cascata 1373 Cascata 828 PL Embrapa C A N Ad
27 Cerrito (Lake city x Intermediario) PL Embrapa 1960 Pi A Nf  Ad
28 Chimarrita Babcock x Flordabella Embrapa 1980 Pn B F Sl
29 Chiripa Delicioso x Nectared 5 Embrapa 1970 Pn B F L
30 Conserva 334 selecdo de sementes dos EUA Embrapa Pi A Nf  Ad
31 Conserva 594 (Capdeboscq x Madrugador) PL Embrapa Pi A Nf Ad
32 Conserva 672 Topézio x Consenva 334 Embrapa Pi A Nf Ad
33 Consena 930 Conserva 531 (Convénio x RR 53272) x Embrapa i A Nf Ad
Eldorado
34 Conserva 947 Bolinha x P60 -22 Embrapa Pi A Nf Ad
35 Conserva 1566 Esmeralda x Conserva 594 Embrapa Pi A Nf
36 Conserva 1578 Ametista x Conserva 594 Embrapa Pi A Nf Ad
37 Conserva 1596 Conserva 672 x Leonense Embrapa Pi A Nf Ad
38 Conserva 1600 Consena 672 x A334 Embrapa Pi A Nf  Ad
39 Conserva 1612 Atenas x Riograndense Embrapa Pi A Nf Ad
40 Conserva 1666 Conserva 1182 x Precocinho Embrapa Pi A Nf Ad
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Tabela 1 (continuag&o)

Década de Caracteristicas Fruto

N° Gendtipo Origem® langamento® TF° GpY 1p° TG
41 Conserva 1798 Jubileu x Conserva 1248 Embrapa Pi A Nf Ad
42 Convénio (Amsden x Abébora) PL Embrapa 1960 Pi A F Ad
43 Coral (Delicioso x Interladio) PL Embrapa 1960 Pn B F Sl
44 Coral 2 mutacao selecionada na cv. Coral Embrapa 1980 Pn B F Sl
45 Cristal-taquari  desconhecida Embrapa Pré-1960 Pn B Nf  Ad
46 Delicioso desconhecida Embrapa Pré-1960 Pn B F L
47 Della Nona (Delicioso x Nectared 5) PL Embrapa 1990 Pn B F L
48 Diamante Conyénfo x selegédo Pelotas 77 (Cardeal x Embrapa 1970 Pi A N Ad
Aldrighi/ PL)
49 Dulce NJN67 x Pala (Coral x Panamint) Embrapa 1990 N B F Sl
50 Edmundo desconhecida Embrapa Pré-1960 Pn B F Ad
Perret
51 Eldorado Gaudério x Serrano Embrapa 1980 Pi A Nf Ad
52 Eragil desconhecida SC Pn A F L
53 Esmeralda Alpes x RR 37-201 Embrapa 1980 Pi A Nf  Ad
54 Ewtrin desconhecida N B F Ad
55 Farrapos (Edmundo Perret x Aldrighi) PL Embrapa 1960 Pi A Nf
56 Elordabella Fla 16-6 (Southland x Hawaiian, F2) x Flérida Pn A F L
Flordawon
57 Flordaglo Sundowner x Maravilha Flérida Pn B F Ad
58 FlordaGrande FLA5-58 x (Flordasun x Springtime) Texas Pn A F L
59 Flordaking FLA9-67 x Early Amber Florida Pn A F Ad
60 Flordaprince FLA2-7 x Maravilha Flérida Pn A F Ad
61 Galaxy P34-106 x D33-1 California Pn B F Ad
62 Gaucho desconhecida Embrapa 1980 Pn B F Si
63 Gatcho de Delicioso x desconhecido Embrapa 1980 Pn B F Sl
Porto Alegre
64 Gaudério (Delicioso x Interltdio) PL Embrapa 1960 Pn A F Ad
65 Granada Granito PL = (Alpes x Conserva 102)PL Embrapa 1990 Pi A Nf Ad
66 Interludio (Southland x Jewel) PL Embrapa Pré-1960 Pn A F Sl
67 Jade (Alpes x RR.53.272 (EUA)) PL Embrapa 1980 Pi A Nf Ad
68 Josefina PL (Ouromel x Rubrosol) F2 IAC N B F L
69 Jubileu Bolinha x Conserva 662 Embrapa 1990 Pi A Nf  Ad
70 Kampai Chimarrita x Flordaprince Embrapa 2000 Pn B F Sl
71 Leonense selecdo de seedling F2 (Brilhante x NJC 97) Embrapa 1990 Pi A Nf  Ad
72 Libra Confserva 594 (Capdeboscq x Madrugador) x Embrapa 2000 Pi A N Ad
Pepita
73 Linda (NJ 238 x Sunred) PL Embrapa 1980 N A F Ad
74 Lord (Taquari 96) PL = (Abdbora x Taquari Embrapa 1970 Pi A N Ad
precoce) PL
75 Maciel Consena 171 x Conserva 334 Embrapa 1990 Pi A Nf Ad
76 Madrugador (Aldrighi x Taquari precoce) PL Embrapa 1960 Pi A Nf  Ad
77 Magno Ambrésio Perret x Tapes Embrapa 1970 Pi A Nf  Ad
78 Mara Nectared 9 x Sunred (Rubrosol) Embrapa 1990 N A F SI
79 Marli Delicioso x Preludio Embrapa 1980 Pn B F Sl
80 Minuano Carapuca PL Pn A F Sl
81 Mollares Hierro desconhecida ”hés Ph B F L
Canarias
82 Morro Redondo (Lake city x Intermediario) PL Embrapa 1960 Pi A Nf  Ad
83 Natal Suber x Toschina IAC Pn B F Ad
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Tabela 1 (continuag&o)

Década de Caracteristicas Fruto

N° Genotipo Genealogia Origem? b

langamento® TF° cp? TP TC'
84 Necta 468 BR3 x Necta IAPAR Embrapa N B F Ad
85 Necta 480 Conserva 1134 x Sungen Embrapa N A Nf Ad
86 Necta 496 Necta 343 (Cai x N. Remanso) x Sabrina Embrapa N B F Ad
87 Necta 511 ginser\ra 1166 PL = (Cerrito x A 334 CN) Embrapa N A N Ad
88 Necta 512 IE,:Enserva 1166 PL = (Cerrito x A 334 CN) Embrapa N A N Ad
89 Necta 528 Dulce x Sunsnow Embrapa N B Nf Sl
90 Necta 532 Necta 432 x Sunblaze Embrapa N A L
91 Okinawa desconhecida Japao Pn B F L
92 Olimpia Bolinha x 7-28 Embrapa 2000 Pi A Nf Ad
93 Onix Farrapos PL x desconhecido Embrapa 1980 Pi A Nf  Ad
94 Pampeano desconhecida Embrapa 1990 Pn B F Sl
95 Panamint éBab‘)x’Ck x Boston) x (Goldmine x Rio OS0  pitsria  pré19s0 N A F L

em
96 Pepita Precocinho PL Embrapa 2000 Pi A Nf Ad
97 Pérola de desconhecida IAC Pn B Nf  Ad
ltaquera
98 Pilcha Precoce Rosado PL Embrapa 1980 Pn A F Ad
99 Piratini Ambrésio Perret x Tapes Embrapa 1960 Pi A Nf Ad
100 Planalto Coral x Babcock Embrapa 1990 Pn B Nf  Ad
101 Precocinho Diamante PL Embrapa 1980 Pi A Nf  Ad
102 Premier (Cardeal x 15 de novembro) PL Embrapa 1960 Pn B F Ad
103 Princesa Hawai x Southland Embrapa 1960 Pn A F Sl
104 Real desconhecida IAC Pi A Nf Ad
105 Riograndense PL (Brilhante x sele¢do NJC 97) Embrapa 1990 Pi A Nf Ad
106 Rubimel Chimarrita x Flordaprince Embrapa 2000 Pn A F Sl
107 Safira Ambrésio Perret x Cerrito Embrapa 1980 Pn A Nf SI
108 Séo Pedro Introducdo da Argentina Pn A F Sl
109 Santa Aurea Cerrito x NJC 88 Embrapa 2000 Pi A Nf  Ad
110 Sentinela PL Premier Embrapa 1980 Pn B F Ad
111 Sinuelo Preltdio x Amarelinho Embrapa 1970 Pn A F Sl
112 Sulina Princesa x Premier Embrapa 1980 Pn B F Ad
113 Sunblaze FLAS3-4N x FLA5-9 Flérida N A F Sl
114 Sunhigh J. H. Hale x (Carman x Slappey) EUA Pré-1960 Pn A F Sl
115 Sunmist Flordaglo x Mayfire Flérida N B F Ad
116 Taquari 80 Delicioso x Interludio Pn B F Sl
117 Taruma (Aldrighi x (Amsdem x Abdbora))PL Embrapa 1960 Pi A Nf Ad
118 Topéazio PL Convenio x Pelotas 76 (Aldrighi x Embrapa 1970 Pi A Nf Ad
Taquari precoce)

119 Tropic Beauty FLA3-2 x Flordaprince Flérida Pn A F Ad
120 Tropic Blush {[(Southland x Jewel) PL] x Kaygold} PL “l6rida/Texas Pn A Nf  Ad
121 Tropic Snow FLA7-11 x Maravilha Texas Pn B F Sl
122 Turquesa PL Convénio x Cerrito Embrapa 1970 Pi A Nf Ad
123 Vanguarda (Alpes x RR 55-272) x desconhecido Embrapa 1980 Pi A Nf  Ad
124 Alvorada Cardeal PL Embrapa 1960 Pn A F Ad
125 Ambar Esmeralda x Consena 555 Embrapa 2000 Pi A Nf Ad
126 Ametista (Alpes x RR-37-201) PL Embrapa 1990 Pi A Nf
127 AztecGold [(Mexican Cling x Sunred) F2] PL México Pn A Nf  Ad
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Tabela 1 (continuag&o)

Década de Caracteristicas Fruto

N° Genotipo Genealogia Origem? b

langamento® TF® cp? TP TC'
128 Babygold 7 (Lemon Free x PI35201) x [(J. H. Hale x EUA i A N Ad

Goldfinch) PL ]
129 Babygold 9 desconhecida EUA Pi Nf
130 Baronesa (Hawai x Southland) PL 1960 Pn A F Sl
131 Blancona desconhecida Bolivia Pn B F L
132 Bondo Confserva 594 (Capdeboscqg x Madrugador) x Embrapa 2000 Pi A N Ad
Pepita

133 ¢-2006-198-48 Jubileu x Fu. so. Tao Embrapa
134 c-2006-201-2  Jade x Fu. so. Tao Embrapa
135 ¢-2006-201-9  Jade x Fu. so. Tao Embrapa
136 Carapuca (Southland x Jewel) PL Embrapa 1960 Pn A F s
137 Cascata 349 (NJ 230 x FLA2631) PL Embrapa Pn A F s
138 Cascata 700 Cascata 564 x Escarlate Embrapa Pn A F Ad
139 Cascata 727 Conserva 327 x Taquari 19 Embrapa Pn B Nf  Ad
140 Cascata 1005 (C92-16 (Chimarrita x Cristal Tag.) PL Embrapa Pn A Nf
141 Cascata 1015 Ametista x A170 Embrapa Pn A Nf
142 Cascata 1055 Chinoca x Granada Embrapa Pn B Nf
143 Cascata 1067 BR3 x A333 Embrapa Pn B Nf
144 Cascata 1423 Fascinio (Cascata 1032) PL Embrapa Pn B F Sl
145 Cascata 1429 Fascinio (Cascata 1032) PL Embrapa Pn B F Sl
146 Cascata 1493 (Cascata 253 x A425) PL Embrapa Pn B Nf  Ad
147 Cascata 1511 Cascata 972 x Runipan 2 Embrapa C B F Ad
148 Cascata 1513 Cascata 845 x Chimarrita Embrapa Pn B F Sl
149 Cascata 1577 Tropic Snow x Marfim Embrapa Pn B F Sl
150 Cascata 1669 Cascata 805 x Aurora 1 Embrapa Pn B F Sl
151 Chato 10 (Peento MF) PL Embrapa C B F L
152 Chato 11 Capdeboscq x Cascata 69 Embrapa cC A F Ad
153 Chato 13 (Aldrighi x Cascata 69) PL Embrapa C B F L
154 Chula Delicioso x Panamint Embrapa 1990 Pn B F L
155 Conserva 657  (Brilhante x NJC 97) PL Embrapa Pi A Nf  Ad
156 Conserva 1127 Maciel x A320 Embrapa Pi A Nf Ad
157 Conserva 1218 Conserva 672 x Maciel Embrapa Pi A Nf Ad
158 Conserva 1278 Conserva 1125 x desconhecido Embrapa Pi A Nf  Ad
159 Conserva 1526 Conserva 672 x A334 Embrapa Pi A Nf Ad
160 Conserva 1556 Conserva 672 x A334 Embrapa Pi A Nf Ad
161 Conserva 1806 Conserva 1062 x Maciel Embrapa Pi A Nf  Ad
162 Conserva 1812 Ametista x Conserva 1125 Embrapa Pi A Nf Ad
163 Douradéo Dourado-1 PL IAC Pn A F L
164 Dourado 2 Tutu (IAC 1353-1) x Maravlha (FLA 13-72) IAC Pn A F L
165 Early Diamond desconhecida N A F Ad
166 Flor da star desconhecida Flérida Pn A F Ad
167 Granito Alpes x Conserva 102 Embrapa 1990 Pi A Nf  Ad
168 Ingo desconhecida Pn B F L
169 July Elberta desconhecida Pi A F
170 La Feliciana Dixigem PL Louisiana Pn A F L
171 Lotus desconhecida EUA N A F L
172 Maravilha Sunred x 28-48 (Okinawa x Highland)PL Flérida Pn B F Ad
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Tabela 1 (continuagéo)

Década de Caracteristicas Fruto

N° Genotipo Genealogia Origem? b

langamento® TF® cp? TP TC'
173 Marfim Coral x pélen da China (Gang Shan Suo Embrapa 1990 Pn B N Ad

Shang)
174 Necta 422 IACN30-74-49 x A334CN Embrapa N A N Ad
175 Necta 466 (Eldorado x A403CN) PL Embrapa N A Nf  Ad
176 Necta 508 (Sunred x Rayon) PL Embrapa N A F Sl
177 Necta 529 Tropic Snow x Marfim Embrapa N A F Sl
178 Necta 531 Tropic Snow x Marfim Embrapa N B F Sl
179 Necta 543 .\b.ir\] Snow X Necta 420 (Branca NE x Linda Embrapa N B F L
180 Necta 3973 desconhecida Embrapa N B F Ad
181 Morena desconhecida Espanha N A F
182 Nectared 5 desconhecida New Jersey N A F Ad
183 Norman desconhecida Carolina Pn A F L
do Norte

184 Piazito (C 79.53.22) PL Pnh B F Si
185 Rayon desconhecida EUA Pn A F Ad
186 Rei Del Monte desconhecida Uruguai Pn A F
187 Sel. Bolinha9 Bolinha PL Embrapa Pi A Nf  Ad
188 Sel. Bolinha 17 Bolinha PL Embrapa Pi A Nf  Ad
189 Sel. Bolinha 25 Bolinha PL Embrapa Pi A Nf Ad
190 Sel. Bolinha 26 Bolinha PL Embrapa Pi A Nf  Ad
191 Springcrest [ (Firglowx Hiley)x Fireglow] x Springtime Georgia Ph A F
192 Suncoast FLA9-12N x FLA7-3N Flérida N A F L
193 Sunlite Fla 8B-27 (Okinawa x Panamint) x NJN21 IAC N A F Sl
194 Sunred Fla R9T10 x Panamint N A F Ad
195 Super morena desconhecida Espanha N A F Sl
196 Talisma Rei da Conserva x Jewel IAC Pn B F Ad
197 Taq 98 (B. XVI-16 x Delicioso) PL Pn B F Ad
198 Tsukuba desconhecida Japéo
199 Tx 1A 95 TX1193-1 x desconhecido Texas Pn A F Ad
200 Tx 1A 100 TXW1192-2 x Earligrande Texas Pn A F
201 Tx 1A 125 Tropic Beauty x FLA 84-4 Texas Pn A F Ad
202 Tx 1A 150 desconhecida Texas Pn A F Ad
203 Tx 2A 232 LWN Sunmist x Arctic Star Texas N B F Ad
204 Vila Nova Cristal x Princesa Embrapa 1960 Pn A F L

PL = Polinizacao livre.

IAC = Instituto Agrondmico de Campinas

®Programa de Melhoramento ou pais de origem do genotipo.

® Década de lancamento da cultivar (somente para cultivares de origem do Programa de

Melhoramento da Embrapa).

°TF (tipo de fruto), sendo Pi = péssego tipo conserva; Pn = péssego para consumo in natura; N =

nectarina e C = péssego chato.

dcp (cor de polpa), sendo A = polpa amarela e B = polpa branca.

°TP (tipo de polpa), sendo F = polpa fundente e Nf = polpa ndo-fundente.

'TC (relag@o caroco e polpa), sendo Ad = caroco aderido; Sl = carogo semi-livre e L = caroco livre.
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Os 204 gendtipos de pessegueiro foram analisados com 10 loci SSR,
previamente desenvolvidos para P. persica por diferentes grupos de pesquisa e
distribuidos nos oito grupos de ligacdo do mapa de referéncia de Prunus cv. Texas x
cv. Earlygold (TxE) (Tabela 2). Para a escolha destes 10 loci SSR foram
considerados a informacéo de polimorfismo e os padrdes de amplificacdo claros e
repetitivos.

Um iniciador CACGACGTTGTAAAACGAC M-13 foi adaptado na sequéncia
Forward do primer. As reacdes primarias de PCR foram realizadas em um volume
final de 10 yL, contendo cada amostra 2,0 yL de DNA gendémico (10ng/uL); 2,0 pyL
do primer (forward com iniciador M-13 e reverse) (Invitrogen) na concentragdo de 1,0
MM; 5,0 uL do mix Go Taq Green Master (Promega) e 1,0 uL do iniciador marcado
M-13 com corante de fluorescéncia (M-13.FWD(-29)/IRDye 800 Primer) (LI-COR) na
concentracdo de 1,0 uM. O programa de amplificacdo foi executado em
termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) conforme
segue: ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos a
94°C por 45 segundos, anelamento de 50°C a 58°C por 45 segundos, de acordo
com a temperatura ideal de cada primer (Tabela 2) e extenséo a 72°C por 2 minutos,

finalizando com um ciclo de extenséo a 72°C por 4 minutos.

Tabela 2. Caracteristicas dos 10 loci SSR utilizados na genotipagem dos 204 gendtipos de

P. persica. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.

Locus Ta (°C) GL Referéncia

pchgms3 58 G1 SOSINSKI et al., 2000
BPPCT020 58 G1 DIRLEWANGER et al., 2002
BPPCT002 58 G2 DIRLEWANGER et al., 2002
BPPCT007 57 G3 DIRLEWANGER et al., 2002
BPPCT015 56 G4 DIRLEWANGER et al., 2002
BPPCT014 57 G5 DIRLEWANGER et al., 2002
BPPCT017 56 G5 DIRLEWANGER et al., 2002
UDP98-407 58 G6 CIPRIANI et al., 1999
CPPCT022 50 G7 ARANZANA et al., 2002
CPPCTO006 55 G8 ARANZANA et al., 2002

Ta: temperatura de anelamento utilizada.
GL: grupo de ligacdo onde esté localizado o marcador SSR.

As reacdes primarias de amplificacdo via PCR foram diluidas com agua milli-q

estéril para uma concentracao desejavel que permitisse uma clara visualizagdo dos
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fragmentos amplificados, geralmente numa propor¢cdo de 1:20 a 1:50 (1 uyL da
reagao primaria para 20 a 50 uL de 4gua milli-q esterilizada) sendo necessario ajuste
para cada primer. ApOs ajustada a concentragdo ideal, 2 pyL da diluicdo da reacdo de
PCR e solucéo Blue Stop (LI-COR) numa proporc¢éo de 1:1 foram desnaturadas a 94
°C por 3 minutos em termociclador anteriormente descrito.

Os produtos das reagbes de amplificacdo foram separados por eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida 6,5% (LI-COR), utilizando 4300 DNA Analyzer LI-
COR, sendo carregados no gel 0,8 uL das reagdes de amplificacdo desnaturadas e
a corrida programada para um periodo de 1 hora e 30 minutos a 1500 V e 40 mA. O
tamanho dos alelos foi dimensionado com o marcador de DNA de peso molecular de
50-350 pb IRDye 800 (LI-COR). O software Saga Generation 2 (LI-COR) foi utilizado

para visualizacao, registro e analise dos fragmentos amplificados.

2.3 Andlise de Dados

Analise da Variabilidade Genética

Para avaliar as informacdes obtidas com os 10 loci SSR estudados, os
seguintes parametros foram calculados: nimero de alelos observados por locus
(Na), nimero efetivo de alelos por locus (Ne) (Ne = 1/ ¥ p?, onde p; é a frequéncia
alélica na populacéo ith para cada locus ), heterozigosidade observada (Ho) (Ho =
namero de acessos heterozigotos / numero total de acessos), heterozigosidade
esperada (He) (He = 1 - ¥ pi®) e indice de fixacdo de Wright ou coeficiente de
endogamia (F = 1-Ho/He) (WRIGHT, 1978). Estes parametros foram calculados
utilizando o software POPGENE versao 1.32 (YEH et al.,, 1997). O contetdo de
informacéo de polimorfismo (PIC) (BOTSTEIN et al., 1980), indicativo da habilidade
de um marcador discriminar dois acessos aleatoriamente, foi estimado para cada
locus, assim como a frequéncia alélica e o niumero de gendtipos que o marcador
conseguiu diferenciar, utilizando o software Powermarker 3.25 (LIU; MUSE, 2005).

Os 204 gendtipos que compdem o painel associativo também foram divididos
em quatro subgrupos de acordo com caracteres morfoldgicos relativos ao fruto:
péssego fundente, péssego nao-fundente, nectarina e péssego chato e para cada

subgrupo foram calculados os parametros de variabilidade genética acima descritos.
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Para comparacdo genética entre clones de fundagdo e décadas de
melhoramento, foram agrupados os clones de fundacéo do programa e as cultivares
lancadas pelo Programa de Melhoramento Genético da Embrapa de acordo com a
década de lancamento, com o objetivo de avaliar alteracdes nas contagens alélicas
de cada locus SSR analisado. O numero total de alelos de uma determinada década
de melhoramento foi calculado pela soma do numero de alelos presentes nas
cultivares nesse periodo.

Para cada locus microssatélite os amplicons foram pontuados como um (1)
para alelo homozigoto, 0.5 para cada fragmento quando alelo heterozigoto e zero (0)
para alelo ausente, sendo posteriormente convertidos em uma matriz de dados a
partir da qual foi estimada a distancia genética entre os gendtipos por meio da
distancia de Rogers modificado (GOODMAN; STUBER, 1983). Com base na matriz
de distancia genética foi construido um dendrograma pelo método de agrupamento
da distancia média UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
O ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma foi estimado pelo
coeficiente de correlagdo cofenética (r), conforme Sokal e Rohlf (1962), utilizando o
programa NTSYS-pc (ROHLF, 2005). Com o auxilio do programa NTSYSpc foi
também realizada a andlise fatorial de coordenadas principais, com base na mesma
matriz de distancia genética utilizada na construcdo do dendrograma, visando

identificar a formacao de subgrupos através de graficos em 3 dimensdes.

Andlise de Estrutura de Populacéo

A estrutura genética foi determinada por meio de analise Bayesiana utilizando o
software STRUCTURE versédo 2.3.1 (PRITCHARD et al., 2000). Esta analise utiliza
um método de agrupamento que identifica K grupos de gendtipos com frequéncias
alélicas distintas, assumindo que ha equilibrio de Hardy - Weinberg e auséncia de
desequilibrio de ligacdo entre os loci analisados dentro de cada populagéo. Os
acessos podem ser membros de multiplas subpopula¢cdes com um coeficiente
diferente, sendo a soma destes igual a 1.

O programa foi executado com uma predefinicdo de numero de grupos (K)
variando de 1 a 10 e vinte simulac¢des independentes para cada K, usando o modelo

de combinacdo que utiliza a correlagdo das frequéncias alélicas entre os
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agrupamentos (K) e ancestralidade comum (Admixture Model) entre 0s acessos.
Cada simulacao teve um periodo de burn-in de 10.000 e posteriormente 100.000
interacOes. Utilizou-se a estatistica AK (em que K especifica o numero mais provavel
de subgrupos), com base na taxa de variacdo da probabilidade log dos dados
(EVANNO et al., 2005) para selecionar o numero correto de agrupamentos (K). As
réplicas computadas de cada valor de K selecionado foram submetidas a analise de
sumarizacdo dos resultados por meio do software CLUMPP versdo 1.1.2
(JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007) e os resultados das sumarizacbes
representados de forma grafica por meio do software DISTRUCT versdo 1.1
(ROSENBERG, 2004).

Distribui¢c@o da variabilidade genética

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi calculada com auxilio do
programa GENES (CRUZ, 2006) tendo como base o modelo de estrutura genética
identificado pelo software STRUCTURE. Pela AMOVA, com base na matriz de
distancia Euclidiana entre os pares de gendtipos, foi estimada a proporcdo da
variacéo total encontrada entre e dentro dos subgrupos (EXCOFFIER et al., 1992).
Também foram obtidas anélises de comparacdo 2x2 entre os subgrupos. Para testar
a significancia dos resultados da AMOVA, foi utilizado o método ndo paramétrico de

permutacdes, sendo adotadas 1000 permutacdes ao acaso.

3. Resultados e Discussao

3.1 Variabilidade Genética em pessegueiro

Todos os 10 loci SSR utilizados neste estudo foram polimérficos e amplificaram
no maximo dois alelos por gendtipo de acordo com o nivel diploide desta espécie. Um
total de 80 alelos foram identificados nos 204 gendtipos analisados, com média de
oito alelos identificados por locus. Este valor foi superior as médias observadas por
diversos autores ao analisarem acessos de P. persica [4,2 alelos por locus
(DIRLEWANGER et al., 2002); 7,3 (ARANZANA et al., 2003); 6,36 (ARANZANA et al.,
2010); 6,5 (ANDERSON, 2010); 6,73 (BOUHADIDA et al., 2011); 6,4 (CAO et al.,
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2012); 5,1 (FORCADA et al., 2013)], provavelmente pelo uso de um painel de
genotipos de pessegueiro mais diverso e um conjunto de microssatélites com maior
nivel de polimorfismo.

Os alelos obtidos nos diferentes loci e as suas respectivas frequéncias podem
ser visualizados na tabela 3. O locus BPPCTO015 detectou o maior numero de alelos
(14) no conjunto de genotipos em estudo, seguido por CPPCT022 (11), enquanto o
menor numero foi detectado em CPPCT006, com apenas quatro alelos diferentes
identificados.

A regidao de amplificagcdo ocorreu em torno de 20 pb ap6s a especificacdo do
primer, devido ao uso do iniciador M-13 adaptado na sequéncia Forward do primer.
Os alelos mais frequentes neste estudo foram detectados nos loci BPPCTO002 (248
pb), BPPCTO007 (161 pb) e Pchgms3 (199 pb) com frequéncia superior a 65%. Ja 42
alelos (52,5%) apresentaram baixa frequéncia (inferior a 5%), dos quais nove foram
restritos a um uanico genotipo com frequéncia de 0,25% (Tabela 3). Todos os 10 loci
analisados apresentaram pelo menos um alelo raro (frequéncia inferior a 5%).

Os nove alelos exclusivos foram detectados em sete gendtipos sendo que
Amarillo e Arlequim apresentaram dois alelos exclusivos cada, os demais foram
detectados em Taruma, Springcrest, Natal e Vila Nova, introdug¢des ou cultivares
mais antigas provavelmente n&o utilizadas em cruzamentos nos programas de
melhoramento por alguma caracteristica desfavoravel, e um alelo exclusivo
encontrado em uma selecédo recente de péssego chato, Cascata 1511, originaria de

cruzamento com polen vindo da China.
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Tabela 3. Tamanho de alelo (TA) e Frequéncia alélica (FA) observados nos 204 acessos de P. persica analisados com 10 loci SSR. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2013.

Alel BPPCT020 BPPCTO014 BPPCTO17 BPPCT015 BPPCT002 BPPCTO07 pchgms3 CPPCT022 UDP98-407 CPPCT006
FA TA FA TA FA TA FA TA FA TA FA TA FA TA FA TA FA TA FA

A 215 0,3015 216 10,5980 168 0,0784 168 0,0784 230 0,0098 145 0,0147 185 0,0858 268 0,4387 192 0,0147 195 0,4433
B 217 0,4975 218 10,0025 170 0,2181 170 0,0392 244 0,0025 157 0,0049 193 0,0074 270 0,0049 200 0,0931 197 0,0049
C 219 0,0025 226 0,0686 179 0,2377 174 0,0294 248 0,6765 159 0,1642 199 0,6716 281 0,0294 202 0,0368 206 0,0567
D 221 0,0392 232 10,1961 181 0,0098 178 0,1618 250 0,0270 161 0,6740 219 0,0221 287 0,0025 220 0,0147 208 0,4951
E 223 0,0049 242 0,1348 183 0,1961 186 0,4828 252 0,0613 163 0,0123 221 0,0931 301 0,0662 222 0,1078

F 225 0,1520 185 0,0049 226 0,0147 254 0,0172 165 0,0049 223 0,0858 305 0,1740 224 0,1985

G 227 0,0025 189 0,0123 232 0,0025 256 0,2059 167 0,1250 225 0,0343 309 0,0147 226 0,3554

H 197 0,2304 236 0,0221 311 0,0490 228 0,0049

I 199 0,0123 238 0,0319 313 0,1495 236 0,1740

J 242 0,0907 315 0,0441

K 254 0,0025 317 0,0270

L 256 0,0025

M 264 0,0025

N 270 0,0392




O numero efetivo de alelos (Ne), que representa o numero de alelos
observados com maior frequéncia (superior a 5%) na populagido apresentou
meédia de 3,05 representando 38,13% do total de alelos identificados. Os valores
da heterozigosidade observada (Ho) para todos os loci foram menores que a
correspondente heterozigosidade esperada (He) (Tabela 4). A heterozigosidade
observada variou de 28% em CPPCT006 a 62% em BPPCTO015, com um valor
meédio de 46%. A heterozigosidade esperada variou entre 50% (BPPCTO002 e
BPPCT007) e 80% (BPPCT017), com um valor médio de 63%.
Consequentemente, o indice de fixacdo de Wright (F) que compara He com Ho
estimando o grau de fixacao de alelos por locus, apresentou valores positivos com
média de 0,28.

Tabela 4. Pardmetros de variabilidade genética calculados para 10 loci SSR em 204

acessos de pessegueiro. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.

Locus Na Ne Ho He F PIC N° # gendtipos
pchgms3 7 2,10 0,34 0,52 0,35 0,50 19
BPPCTO020 7 2,75 0,45 0,64 0,29 0,58 13
BPPCT002 7 1,98 0,35 0,50 0,30 0,45 14
BPPCTO07 7 2,01 0,38 0,50 0,24 0,46 12
BPPCT015 14 3,58 0,62 0,72 0,14 0,70 36
BPPCTO014 5 2,39 0,44 0,58 0,25 0,54 11
BPPCTO017 9 4,95 0,59 0,80 0,27 0,77 27
UDP98-407 9 4,58 0,57 0,78 0,27 0,75 25
CPPCT022 11 3,91 0,59 0,74 0,21 0,72 34
CPPCTO006 4 2,25 0,28 0,56 0,50 0,46 7
Média 8 3,05 0,46 0,63 0,28 0,59 19,8
Total 80 30,50 198

Na= numero de alelos observados; Ne= nimero efetivo de alelos; Ho= heterozigosidade
observada; He= heterozigosidade esperada; F= indice de fixacdo de Wright; PIC=
conteudo de informacgédo polimdrfica; N° # gendtipos= diferentes genotipos discriminados
por locus individual.

O numero de alelos identificado por locus e a regido de amplificagdo foram
similares aos encontrados por Bouhadida et al. (2011) ao analisar 94 cultivares
incluindo landraces de pessegueiro espanhol e cultivares comerciais estrangeiras,
quando comparados os 4 loci em comum com este estudo, porém com parametros

de variabilidade genética inferiores aos encontrados neste estudo.
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Anderson (2010) analisando 155 cultivares de pessegueiro com origem em
programas de melhoramento da Asia, Brasil, Europa e Estados Unidos com 11 loci
SSR com a finalidade de estudar as relacbes genéticas entre cultivares de
pessegueiro de baixa necessidade de frio hibernal comparado com germoplasma
de alta necessidade de frio, encontrou 6,5 alelos por locus. Cao et al. (2012)
genotiparam 104 landraces de pessegueiro provenientes de 6 regides geograficas
da China (centro de origem do pessegueiro) com 53 loci SSR e encontraram uma
média de 6,4 alelos por locus com diversidade genética média de 0,567.

Forcada et al. (2013) em 94 cultivares de pessegueiro representando o
germoplasma com landraces da Espanha e cultivares modernas de programas de
melhoramento internacionais com 40 loci SSR (sete loci em comum com este
estudo) encontraram uma média de 5,1 alelos por locus. Ja a heterozigosidade
observada (Ho) pelos mesmos autores foi similar ao presente estudo com valores
de 0,48 e 0,46 respectivamente. Por outro lado, Bouhadida et al. (2011)
encontraram valores de 0,23, a presenca de alelos nulos neste Ultimo podem ter
sido a causa das diferengas de Ho. Baixos valores de heterozigosidade geralmente
indicam uma reducao do nivel de variacdo genética, devido a endogamia e mais
provavelmente devido a natureza autofértil do pessegueiro (ANDERSON, 2010).

E possivel afirmar que o germoplasma brasileiro conserva grande
variabilidade genética sendo mais diverso que cultivares comerciais de pessegueiro
e nectarineiras oriundas de programas de melhoramento da Espanha, Estados
Unidos, Franca, Italia, Canada e China analisadas por Aranzana et al. (2010) com
50 loci SSR, quando comparado apenas os parametros de variabilidade genética
calculados para os oito loci SSR em comum com este estudo. O nimero de alelos
por locus encontrados nas variedades comerciais analisadas foi de 7,6, enquanto
neste estudo com os mesmos loci foram identificados 8,0 alelos por locus. A
proporcdo de individuos heterozigotos (Ho) para cada locus também foi inferior,
com média de 0,42 enquanto que no painel associativo da Embrapa a média foi de
0,46.

Com os oito loci SSR, no presente estudo foi possivel distinguir uma média
de 19,88 gendétipos por locus individual enquanto que Aranzana et al. (2010)
conseguiram diferenciar apenas 14,25 gendétipos, comprovando que grande

variabilidade genética encontra-se disponivel neste painel associativo para uso no
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programa de melhoramento genético. Além disso, indica que este conjunto de 10
loci SSR utilizados na genotipagem é suficiente para analise de variabilidade
genética e estudos de fingerprinting de cultivares, pois na maioria dos casos, 0 uso
de marcadores adicionais ndo produz um aumento relevante de informacéao.

No entanto, Yoon et al. (2006) encontraram valores superiores, com 8,6 alelos
por locus, em 96 cultivares de pessegueiro chinesas analisadas com 33 loci SSR.
Mesmo com um numero menor de cultivares analisadas por estes autores em
comparacdo com O presente estudo, estes analisaram uma colecdo mais
diversificada de cultivares incluindo pessegueiros ornamentais que sao distintos
dos pessegueiros utilizados para frutificacéo.

Valores superiores também foram encontrados por Li et al. (2013) em um
amplo estudo sobre variabilidade de recursos genéticos de pessegueiro, utilizando
dados obtidos por ARANZANA et al. (2010) estes autores analisaram uma colecao
com 658 acessos de pessegueiro genotipados com 48 loci SSR, com
aproximadamente dois tercos destes acessos de origem oriental (China, Japéo e
Coréia) e o restante a partir de regides ocidentais (Europa e EUA). A colecéo
incluiu cultivares tanto de programas de melhoramento orientais e ocidentais, bem
como landraces, pessegueiros selvagens e outras espécies de Prunus
estreitamente relacionadas com pessegueiro. Comparando os mesmos 8 loci SSR
em comum com este estudo, uma média de 14,5 alelos foi obtida por estes autores
enquanto em nosso painel associativo foram identificados 8,0 alelos por locus. Ja
para o numero efetivo de alelos (Ne) valores de 3,02 e 2,99 foram obtidos
respectivamente, provavelmente pelo grande nimero de alelos raros encontrados.

Ainda de acordo com estes autores, com a andlise separada dos grupos de
acessos de acordo com a origem, cultivares orientais apresentaram maior
variabilidade, principalmente devido ao alto nivel de heterozigosidade em
variedades locais chinesas, algumas das variedades locais estudadas vieram do
norte da China, especialmente do noroeste, centro de origem do pessegueiro e
uma média de 10 alelos por locus foi amplificado a partir de 146 variedades locais
chinesas, valores superiores aos relatados anteriormente por Cao et al. (2012).
Desta forma, a inclusdo de landraces chinesas em programas de melhoramento
ocidentais teria um maior efeito sobre o aumento da diversidade genética (LI et al.,
2013).
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No presente estudo, 0 maximo valor de contetdo de informacao polimérfica
(PIC) detectado foi de 0,77 no locus BPPCT017 enquanto o menos informativo foi
BPPCTO002 com valor de 0,45. O numero de diferentes genétipos discriminado por
cada locus individual variou entre 7 (CPPCTO006) e 36 (BPPCTO015) com uma
meédia de 19,8. Os 10 loci SSR foram capazes de discriminar 198 gendtipos de
P.persica do total de 204 alvo deste estudo.

N&o foi possivel diferenciar Selecéo Bolinha 9 de Selecéo Bolinha 17, ambos
0S acessos apresentaram o mesmo perfil molecular para o conjunto de loci SSR
analisados e séo de polinizagdo livre da cultivar Bolinha, provavelmente
autofecundacgéo desta. Da mesma forma Cascata 1423 nao se diferenciou de
‘Fascinio’ provavelmente devido a primeira ser originaria de polinizacao livre da
segunda, assim como ‘Ametista’ e ‘Esmeralda’ que também apresentaram o
mesmo perfil molecular, devido ‘Ametista’ ser originaria de polinizagéo livre de
‘Esmeralda’, portanto genétipos com estreito grau de parentesco.

A distancia genética média geral entre os genotipos analisados foi de 0,62. A
menor distancia genética (0,16) foi detectada entre Cascata 1429 x ‘Fascinio’ e
Cascata 1429 x Cascata 1423 ambas as sele¢des oriundas de polinizagcao aberta
da cultivar Fascinio. A mesma distancia também foi encontrada entre Sel. Bolinha
9 x ‘Bolinha’ e Sel. Bolinha 17 x ‘Bolinha’, entre Conserva 1556 x Conserva 1596
que apresentam em comum como parental Conserva 672, ‘Coral’ x ‘Coral 2’, onde
a segunda é originaria de uma mutagao da primeira e ainda ‘Delicioso’ x ‘Gaucho’,
ambas as cultivares tem genealogia desconhecida, suspeita-se que ‘Gaucho’
apresenta ‘Delicioso’ na genealogia, confirmando ainda mais esta hipotese neste
estudo pela estreita base genética encontrada.

A maior distancia genética (0,97) foi detectada entre as cultivares Pampeano
e Okinawa, sendo a primeira langcada pela Embrapa e acredita-se que tenha como
progenitores ‘Maravilha’ ou ‘Sentinela’ enquanto ‘Okinawa’ € originaria do Japao,
atualmente muito utilizada como porta-enxerto e em trabalhos anteriormente
realizados, também apresentou a maior distancia genética em relagcdo aos outros
genotipos.

A analise de correlacdo cofenética entre o dendrograma e a matriz de
dissimilaridade foi de 61,42%. O dendrograma resultante da analise dos 10 loci

SSR possibilitou identificar subgrupos principais, relacionados principalmente com
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caracteristicas referentes ao fruto (Figura 2), separados em gendtipos de polpa

fundente e polpa nao-fundente.

3.2 Variabilidade genética dentro de subgrupos definidos com base

nos caracteres morfologicos de fruto

Os 204 gendtipos alvo do estudo foram divididos em quatro subgrupos de
acordo com caracteres morfologicos relativos ao fruto: péssego fundente,
péssego ndo-fundente, nectarina e péssego chato. Para a analise da variabilidade
genética, como o0s subgrupos apresentavam diferentes nimeros de genétipos, foi
comparado o numero de alelos por gendétipo, conforme apresentado na tabela 5.
Os acessos de péssegos chatos ou platicarpa, amplificaram um nimero elevado
de alelos por gendtipo (Na; = 5,37) quando comparados aos péssegos fundentes e
nao-fundentes.

Observou-se que o péssego fundente e o ndo-fundente apresentaram numero
meédio similar de alelos por subgrupo, inferiores aos encontrados no péssego chato
e nas nectarinas, provavelmente devido aos cruzamentos entre 0s primeiros serem
mais direcionados dentro do subgrupo, pois, pelo maior periodo de melhoramento
destas, as caracteristicas agrondmicas e de qualidade economicamente
importantes ja estdo fixadas. Além disso, o melhoramento genético de péssego
chato é recente e no Brasil ainda ndo foi lancada nenhuma cultivar com esta
caracteristica de fruto, desta forma, diferentemente do péssego fundente e néo
fundente, os cruzamentos de péssego chato envolvem todos os subgrupos para a
selecdo de um gendtipo com caracteres agrondmicos e de qualidade adequados e
com forma do fruto chato. Do mesmo modo para selecdo de nectarinas, também
muito se utilizou cruzamentos com o0s subgrupos de pessegueiro pela dificuldade
de selecionar frutos com tamanho adequado.

Do mesmo modo, a heterozigosidade observada também foi superior no
subgrupo de péssego chato (0,53), seguido do péssego fundente (0,48), sendo que
este subgrupo apresentou 72 alelos do total de 80 alelos encontrados nos 204

genadtipos alvo do estudo. Ja o subgrupo ndo-fundente apresentou os maiores
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niveis de homozigose (Ho = 0,43) seguido do subgrupo de nectarinas (Ho = 0,44)

guando comparado com os subgrupos de péssego fundente e chato (Tabela 5).

Tabela 5. Variabilidade genética de 10 loci SSR em diferentes subgrupos de P. persica. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.

N° Na Na; Ne Ne; Ho He F
Todos os gendtipos 204 80 0,39 30,50 0,15 0,46 0,63 0,28
Péssego Fundente 93 72 0,77 30,07 0,32 0,48 0,64 0,25
Péssego Nao-fundente 70 55 0,79 24,61 0,35 0,43 0,54 0,20
Nectarinas 33 53 1,61 24,02 0,75 0,44 0,50 0,13
Péssego Chato 8 43 5,37 28,32 3,54 0,53 0,62 0,22

Na = namero de alelos observados; Na; = nimero de alelos observados / nimero de acessos do
subgrupo; Ne = nimero efetivo de alelos; Ne; = nimero efetivo de alelos / nimero de acessos do
subgrupo; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; F = indice de
fixacdo de Wright.

A sequéncia de incremento de homozigose dos subgrupos corroboram com
os resultados encontrados por Aranzana et al. (2010), excluindo o péssego chato
que nao foi analisado por estes autores, o péssego fundente apresentou oS
maiores valores seguido de nectarinas e inferior em péssego nao-fundente, com
valores de Ho inferiores em todos os subgrupos comparados neste estudo. Esta
diferenga de Ho entre péssego fundente e ndo fundente € provavelmente devido os
cruzamentos no subgrupo fundente ocorrerem geralmente de forma controlada
entre dois individuos, ser realizada selecdo na progénie e a propagacao deste
gendtipo ser feita vegetativamente por enxertia, fixando as caracteristicas
selecionadas. Por outro lado nos gendtipos nado-fundentes para destinacao
industrial, antes do surgimento do programa de melhoramento genético,
frequentemente a propagagdo ocorreu por sementes e provavelmente este
gendtipo selecionado muitas vezes foi autopolinizado por algumas geracdes.
Assim, o pool génico para selecdo de genétipos para processamento
provavelmente tenha sido menor que o pool génico disponivel para selecdo de
péssegos para consumo in natura.

Do total de alelos encontrados em cada subgrupo, 24 alelos estdo presentes
nos quatro subgrupos, sendo que no subgrupo fundente foram encontrados oito
alelos especificos, nas nectarinas trés alelos especificos e pessegueiro nao-
fundente um alelo especifico. Bouhadida et al. (2011) identificaram 92 alelos dos

quais 41 alelos foram especificos para pessegueiros nao-fundentes enquanto que
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em relacdo a nectarineira e pessegueiros fundentes detectaram apenas um alelo
especifico em ambos os subgrupos diferindo da relagdo obtida no presente
trabalho. O elevado numero de alelos especificos em cultivares ndo fundentes
encontrados por aqueles autores pode ser advinda do alta proporcdo de cultivares
nao-fundentes analisadas.

Aranzana et al. (2003) também observaram que o subgrupo de pessegueiro
nao-fundente € mais diverso, em relacdo aos subgrupos nectarineira e pessegueiro
fundente. Os autores de ambos os trabalhos utilizaram germoplasma espanhol e
observaram uma estreita base genética entre acessos de pessegueiro e
nectarineiras de polpa fundente, grande parte cultivares introduzidas para
substituicdo de variedades tradicionais, em comparacao a acessos de pessegueiro
com polpa ndo-fundente com destinacdo para industria derivadas principalmente de
landraces adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas. Ja no presente trabalho, é
possivel observar que a base genética de genétipos fundentes, em grande parte de
origem de clones de fundacao introduzidos, conserva ampla variabilidade, além das

selecBes locais especialmente originarias de genaotipos de polpa ndo-fundente.

3.3 Comparacao genética entre clones de fundacéo e novas cultivares

Nove dos clones de fundacdo do Programa de Melhoramento Genético da
Embrapa, iniciado na década de 50, foram analisados neste estudo: ‘Aldrighi’,
‘Abdbora’, ‘Edmundo Perret’, ‘Delicioso’, ‘Cristal-Taquari’, ‘Babcock’, ‘Interludio’,
‘Panamint’ e ‘Sunhigh’ com a finalidade de explorar quanto do genoma destes
esta representado no germoplasma atual. Observou-se que 56,25% (45 alelos do
total de 80 encontrados na populacdo) do total de alelos presentes nas
variedades atuais sdo encontrados nos clones de fundacdo. Destes alelos
compartilhados entre os clones de fundacgéo e o restante da populacdo, apenas
20% (9 alelos dos 45 compartilhados) sao considerados raros.

Em estudo sobre clones de fundacao dos programas de melhoramento para
baixa e média exigéncia em frio, Byrne et al. (2000) concluiram que para o
desenvolvimento de cultivares de polpa fundente para consumo in natura do
programa de melhoramento do Sul do Brasil, havia a participacdo ou a

contribuicdo, em grande parte, de ‘Delicioso’, e para o desenvolvimento de

48



cultivares de polpa ndo-fundente, tipo conserva, contribuicdo da cultivar Aldrighi e
‘Abdbora’, considerando apenas os clones de fundacdo que foram analisados
neste estudo, isto pode ser observado analisando a genealogia dos genoétipos na
tabela 1.

Uma andlise de endogamia de 11 importantes cultivares comerciais de
pessegueiro cultivadas no Sul do Brasil indicaram um nivel muito baixo de co-
ancestralidade entre essas cultivares em relacdo a diferentes grupos de cultivares
de pessegueiro, como as do Leste dos Estados Unidos, Flérida e China. Entre o
parentesco visto neste conjunto estdo as variedades locais ‘Delicioso’, ‘Aldright’,
“15 de Novembro’, ‘Preludio’ e ‘Gaudério’, variedades norte-americanas, como
‘Babcock’, ‘Panamint’, e ‘Nectared 5, e de germoplasma dos programas de
melhoramento da Florida e Nova Jersey (BYRNE; RASEIRA, 2006).

Diferentemente dos resultados encontrados por Aranzana et al. (2010) onde
nenhum dos fundadores ficou agrupado com variedades de nectarineiras,
apoiando a hipétese de que foram utilizados desde cedo diferentes recursos
genéticos nos programas de melhoramento para obter péssegos e nectarinas. No
presente estudo clones de fundacdo (quando consideradas trés subpopulacdes)
além da nectarineira ‘Panamint’ (clone de fundagéo para esta variedade botanica)
e outros clones de fundagdo como ‘Interludio’ e ‘Sunhigh’ ficaram agrupados
neste subgrupo, confirmando a hipétese de que o mesmo pool génico foi
inicialmente utilizado para desenvolver novas cultivares de pessegueiro e também
selecionar nectarineiras. No entanto, se analisarmos o subgrupo fundente apenas
o clone de fundacado ‘Delicioso’ principal cultivar utilizada para desenvolver
péssego de polpa fundente para consumo in natura, ficou agrupado neste
subgrupo, O mesmo foi observado para o subgrupo ndo-fundente tipo conserva,
onde agruparam apenas clones de fundacdo para esta finalidade (‘Abodbora’,
‘Aldrighi” e ‘Babycock’), demonstrando que pools genéticos diferentes foram
utilizados deste o inicio do programa de melhoramento para selecdo de cultivares
para consumo in natura e tipo conserva.

Neste trabalho, foram utilizadas diferentes abordagens para a analise de
dados SSR a fim de determinar se os niveis de variabilidade genética em
cultivares de pessegueiro reduziram em consequéncia das atividades de

melhoramento. Observou-se que o numero total de alelos presente nas cultivares

49



separadas por década de melhoramento, variou numa amplitude de 40 a 53. As
décadas de 1970 e 2000 foram ligeiramente inferiores quando comparado ao
periodo anterior a 1960 composto pelos clones de fundacdo do programa de
melhoramento, assim como a perda de alelos em relagdo aos clones de
Fundacédo também foi superior ao ganho de alelos observado, enquanto a década
de 1980 apresentou os maiores ganhos alélicos (Tabela 6).

Tabela 6. Alteragdes no numero de alelos por década de melhoramento das cultivares de P.
persica lancadas pelo Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Clima Temperado com

base em 10 loci SSR. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.

Contagem de alelos por década de Melhoramento
N° total de N° de alelos g P

Loci

alelos? raros® Pre-1960s 1960s 1970s 1980s 1990s 2000s
(9)° 18 (10) (18 (16 1)
pchgms3 6 2 3 4 4 6 5 4
BPPCTO020 6 2 4 6 3 4 5 4
BPPCT002 6 3 3 6 3 5 4 3
BPPCT007 4 1 3 3 2 4 4 3
BPPCT015 9 4 7 7 6 7 8 5
BPPCT014 4 0 4 4 4 4 3 4
BPPCT017 8 3 6 6 6 7 6 7
UDP98-407 8 3 6 7 5 6 6 5
CPPCT022 9 5 6 6 5 6 6 6
CPPCTO006 4 2 3 2 2 4 3 2
Total observado 64 25 45 51 40 53 50 43
Perda obsenada® 5 8 4 6
Ganho observado® 11 3 12 11 7

% Numero total de alelos de 82 cultivares langadas pelo Programa de Melhoramento da Embrapa,
incluindo nove clones de Fundacéo.

® Referente a presenca de alelos com frequéncia inferior a 5%.

° Numeros entre parénteses indicam o nimero de cultivares de pessegueiro analisadas em
determinada década.

4 Ntimero de alelos perdidos nas cultivares lancadas em determinada década e presentes nos
clones de fundacgéo (Pré-1960s).

® Numero de alelos presentes nas cultivares lancadas em determinada década e ausentes nos
clones de fundacgéo (Pré-1960s).

Foi possivel inferir que n&o ocorreu redugdo da variabilidade genética ao
longo das décadas de melhoramento e as alteragbes nas frequéncias alélicas
podem ser explicadas pelo continuo enriquecimento do germoplasma através de

intercambio e incorporacdo deste no programa de melhoramento, com
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cruzamentos entre pessegueiros nacionais e introduzidos. Nenhuma destas
diferencas entre esses periodos mais recentes pode ser considerada significativa.
Portanto, continua atencéo deve ser dada a incorporacao de novos alelos no pool
genético para continuar ampliando a base genética desta espécie.

De acordo com o dendrograma (Figura 2) e também visualizado nos graficos
em 3 dimensdes (Figura la e 1b), a distribuicdo dos clones de fundagéo, sugere
gue estes constituem uma importante e direta fonte de variabilidade para uso no
programa de melhoramento para o desenvolvimento de novas cultivares. Além
disso é possivel visualizar que nectarineiras e péssego chato encontram-se
dispersos entre os grupos estruturados fundente e nao-fundente, e muitos
genadtipos compartilham alelos de ambos os grupos, consequentemente ndo estao

estruturados (Figura 1b).

3.4 Estrutura de Populacao

Todos os 204 genoétipos de P. persica foram avaliados quanto a
estratificacdo da populacdo. Os dados foram analisados sucessivamente
aumentando o numero de subpopula¢@es (K) de 1 a 10. Neste estudo, o valor de
K que melhor representou o conjunto de genétipos analisados, baseado na
estatistica do AK descrita por Evanno et al. (2005) foi quando K=2. Estes
resultados sugerem que a populacao pode ser estratificada em dois subgrupos de
acordo com caracteristicas relacionadas ao fruto, relativas principalmente ao tipo
de polpa apresentado, separando em gendétipos de polpa fundente e néo-
fundente, respectivamente nas cores amarela e vermelha na figura 2c. A
sumarizacdo das 20 réplicas para K=2 apresentou uma similaridade de 99%,
indicando que a atribuicio de acessos para cada subpopulacdo foi bem
correlacionada entre as corridas.

Um acesso foi considerado como pertencente a uma determinada populacao
quando seu coeficiente de adeséo foi = a 80%. Assim, 96 gendtipos ficaram
agrupados no subgrupo fundente, incluindo pessegueiro com a finalidade de
consumo in natura, nectarineiras de polpa fundente e pessegueiro com fruto

chato. Trés dos clones de fundagéo também ficaram agrupados neste subgrupo:
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‘Delicioso’, ‘Intermediario’ e ‘Sunhigh’. O subgrupo nao-fundente € composto por
66 gendtipos, agrupando pessegueiros com finalidade para conserva e
nectarineiras de polpa nao-fundente, também se incluem neste grupo quatro dos
clones de fundagao: ‘Abdbora’, ‘Aldrighi’, ‘Babycock’ e ‘Cristal-Taquari’. A
estratificacdo dos genoétipos considerados estruturados dentro de cada subgrupo
(fundente e ndo-fundente) podem ser visualizados na figura 2b, respectivamente
nas cores laranja e amarelo.

Do total de gendtipos analisados, 42 foram considerados nao-estruturados,
denominados ‘mistos’ pois compartilham alelos de ambos os grupos. As cultivares
indicadas como dupla finalidade (consumo in natura e conserva), ‘Eldorado’,
‘Leonense’, ‘Maciel’ e ‘Riograndense’ estdo incluidas nesta populagcdo, assim
como genotipos que possuem alguma destas cultivares como progenitores,
gendtipos que apresentam na genealogia cruzamentos entre fundentes x néo-
fundentes e 10 das 33 nectarineiras analisadas neste estudo, também os clones
de fundacdo ‘Edmundo Perret’ e ‘Panamint’, utilizado no desenvolvimento de
cultivares para industria e a nectarineira utilizada para selecdo de genétipos com
auséncia de pilosidade na pelicula da fruta, respectivamente. Os genoétipos nao
estruturados podem ser visualizados na figura 1 (coloracdo rosa) e na figura 2b

(coloracao purpura).
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Figura 1. Dispersédo tridimensional dos 204 genétipos que compdem o painel associativo de
pessegueiro, baseada na andlise de coordenadas principais (PCoA). A primeira coordenada
principal explica 17,62% da variacdo total obtida enquanto a segunda 10,24% e a terceira 7,52%.
Os grupos formados sdo representados por diferentes coloracGes: ( @) péssego fundente; (H)
péssego ndo-fundente; (A) grupo nio estruturado (mistura); (VV ) clone de fundagéo; ( )
nectarinas; (*) péssego chato.

a) Identificacdo dos subgrupos formados pelo STRUCTURE e dispersao dos clones de fundacéo.
b) Analise anterior, com dispersdo das nectarinas e péssego chato baseado em dados
morfolégicos.

Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.
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Figura 2. Variabilidade genética e estrutura populacional de 204 genétipos de P. persica com base
em 10 loci SSR. a) Dendrograma obtido através da andlise de agrupamento UPGMA com base na
matriz de disténcia genética obtida pela Distancia de Rogers modificada. A identificacdo dos
genotipos ocorre conforme descrito na tabela 1. b) Estratificacdo da populacdo: acessos
identificados como amarelo= néo- fundentes, em laranja= fundentes e puUrpura= intermediarios
(n&o estruturados). c¢) Estratificacdo da populacdo para valores de k = 2. d) K = 3. Cada cor
representa uma diferente subpopulacdo, em vermelho (genétipos de polpa nao-fundente), amarelo
(gendtipos de polpa fundente) e verde (subpopulagdo com introdugfes diversas e grande parte
das nectarineiras).

Posteriormente, quando K=3 foi possivel notar que o conjunto de genotipos
de polpa fundente se dividiu em duas subpopula¢gbes agrupando principalmente
pessegueiro de polpa fundente e outra agrupando nectarineiras que, mesmo com
a diferenciacdo molecular entre as variedades baseada em uma Gnica mutacao
genética, em grande parte podem ser distinguidas dos subgrupos de pessegueiro
de polpa fundente e ndo-fundente, sendo que 20 das 33 nectarineiras analisadas
estdo agrupadas neste subgrupo bastante diverso, que engloba também
introducbes dos Estados Unidos, Japdo, México e Bolivia enquanto que o grupo
de gendtipos de polpa ndo-fundente permaneceu praticamente invariavel,
excluindo deste apenas as nectarineiras de polpa ndo-fundente, porém, quando
K=3, a proporcdo de mistura também foi maior.

Estudos similares em germoplasma de pessegueiro da Espanha relataram
duas populacdes estruturadas, representando cultivares locais da Espanha e
cultivares modernas de programas de melhoramento internacionais (FORCADA et
al., 2013).

Do mesmo modo, Aranzana et al. (2010) relataram trés subpopulacées com
forte estruturacdo, incluindo 94 gendtipos de pessegueiro de polpa fundente, 39
de polpa nao-fundente e 91 nectarineiras. Corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo, estes mesmos autores constataram que quando
K=2 o0s genoétipos foram divididos em polpa fundente e néao-fundente e
posteriormente quando K=3 o grupo fundente foi subdividido em pessegueiro de
polpa fundente e nectarineiras. Porém para estes autores, o grupo mais diverso
de acessos agrupados foi o ndo-fundente enquanto que na mesma situagao, no
painel associativo em estudo, o subgrupo onde agruparam a maior parte das
nectarineiras foi o mais diverso com acessos de introducdes de diferentes

origens.
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Analisando landraces de pessegueiro da China, proveniente de seis regides
geograficas, o maior valor de AK encontrado para os 104 acessos analisados foi
observado quando K=5, estes resultados sugerem que estes acessos foram
significativamente diferenciados em cinco subgrupos em funcdo da regido
geografica de origem, embora varios acessos apresentassem mistura,
compartilhando alelos de mais de uma subpopulagéo (CAO et al., 2012).

Li et al. (2013) utilizando o software Structure em uma colecdo com 658
acessos de pessegueiro, distinguiram trés subpopulacdes de acordo com a
localizacdo geogréfica e histéria de domesticacdo, separando em acessos de
origem Oriental (234), Ocidental (174) e landraces chinesas e espanholas (61),
enquanto 189 acessos foram considerados ndo estruturados de acordo com o
coeficiente de adesédo de 80%.

No presente estudo, grande parte dos genoétipos oriundos de programas de
melhoramento norte americanos ficaram estruturados no subgrupo de polpa
fundente sugerindo um pool génico comum. Estes resultados estdo de acordo,
considerando a troca ativa de germoplasma entre os programas de melhoramento
destes dois paises e 0 uso de cultivares americanas no programa de
melhoramento de pessegueiro do sul do Brasil.

3.5 Distribuicdo da variabilidade genética

Pela andlise da variancia molecular (AMOVA) baseada no modelo de
estrutura genética K2, verificou-se que 85,02% da variabilidade genética esta
distribuida dentro das subpopulacdes, indicando que a grande maioria da
variabilidade é devida a diferencas de individuos dentro de populacdes e apenas
14,98% decorrente da variacdo entre subpopulacdes (Tabela 7), confirmando a alta
variabilidade encontrada no painel associativo em estudo. Estes resultados
também s&o suportados pelas representacdes visuais da analise de coordenadas
principais, onde € evidente que a variabilidade é maior dentro do subgrupo
fundente.

Quando comparados 2x2, a maior variagdo foi encontrada entre os

subgrupos fundente e nao-fundente (Tabela 8). Ja os subgrupos fundente e néo-
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fundente compartilham 45 alelos, sendo que o primeiro apresenta 33 alelos que
nao sédo encontrados no segundo subgrupo e nao-fundente apresenta nove alelos
ausentes no subgrupo fundente.

A menor distancia observada entre o subgrupo misto quando comparado aos
subgrupos fundente e ndo-fundente (Tabela 8) é justamente pelo primeiro subgrupo
nao estar estruturado e compartilhar alelos de ambos os subgrupos, podendo ser
observado também esta menor distancia genética ao analisar a genealogia destes

subgrupos mencionados.

Tabela 7. Andlise molecular da variancia (AMOVA) baseada em 10 loci SSR para os 204
genotipos de P. persica avaliados quanto a estrutura genética em trés subgrupos identificados
pelo STRUCTURE sendo, Fundente, Nao-fundente e Misto. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-
RS, 2013.

Componentes da

. ~ 0,
Fonte de variacdo GL SQ variancia Porcentagem (%)

Entre grupos 2 173,89 1,24 14,98**

Entre acessos dentro de 201 1.41557 7.04 85,02+*

grupos

Total 203 1.589,46 8,28 100,0

** Significante ao nivel de probabilidade de 1%.

Tabela 8. Sumério da andlise de comparacdo 2x2 entre os subgrupos identificados pelo
STRUCTURE, obtida por AMOVA. A porcentagem da variagdo molecular total existente entre os
subgrupos (fs) € uma medida da distancia genética entre os subgrupos (valores acima da
diagonal). O teste de significAncia de cada valor de f foi calculado como a probabilidade de um
valor fg; encontrado ser maior do que o valor observado (valores abaixo da diagonal). Embrapa
Clima Temperado, Pelotas-RS, 2013.

Subgrupo Fundente Nao-fundente Misto

Fundente - 0.22 0.06

N&o-fundente *x - 0.07
Misto * * -

** Significante ao nivel de probabilidade de 1%.
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4. Consideracdes Finais

Os resultados indicam que grande variabilidade genética encontra-se
disponivel para uso no melhoramento e desenvolvimento de cultivares de baixa e
média necessidade de frio, adaptadas ao clima subtropical. O painel associativo
representativo do germoplasma de pessegueiro disponivel no Brasil esta
estruturado em duas subpopulacdes bem definidas agrupadas de acordo com o
tipo de polpa, fundente e ndo-fundente com alguns acessos nao estruturados
apresentando mistura de ambos, sendo que maior variabilidade esta disponivel
dentro do subgrupo fundente.

Este trabalho € um primeiro passo e uma referéncia para definir acessos
para estudos de mapeamento associativo visando implementar a selegéo
assistida por marcadores no melhoramento genético e desenvolvimento de novas

cultivares de P. persica.
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CONCLUSOES
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compdem o painel associativo representativo do germoplasma de pessegueiro do

Brasil.

O germoplasma avaliado €é geneticamente estruturado em duas

subpopulac¢des de acordo com o tipo de polpa do fruto.

O germoplasma avaliado mostra-se adequado para estudos de mapeamento

associativo desde gque seja considerada a sua estrutura genética.
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