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RESUMO

ARGE, Luis Willian Pacheco. Diversidade, estrutura e relagdo genética de porta-
enxertos de Prunus avaliados pela analise de caracteres morfolégicos e de loci
SSR. 2012. N° de pag. 107. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduacao

em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas.

Resumo: O presente trabalho objetivou avaliar a diversidade, estrutura e relagcéo
genética, por avaliacdo molecular, e fenotipica de uma colecdo de 75 acessos de
porta-enxertos de Prunus da EMBRAPA Clima Temperado. As analises fenotipicas
foram conduzidas com a avaliacdo de 21 caracteres qualitativos e 26 quantitativos
de diferentes 6rgdos das plantas, e as analises moleculares foram baseadas na
avaliacdo de 17 loci SSR. Os dados dos caracteres quantitativos foram
categorizados pelo método de agrupamento Scott & Knott e submetidos juntamente
com os dados qualitativos as andlises estatisticas de agrupamento (hierarquica pelo
coeficiente de Jaccard) e de relacdo fenotipica. Os dados moleculares foram
convertidos primeiramente para diferentes formatos e submetidos as diferentes
andlises estatisticas. O dendograma UP GMA obtido a partir da matriz de distancia
genética calculada pelo coeficiente Nei & Li, utilizando os dados dos loci SSR, nao
foi capaz de distinguir os acessos Tsukuba-1, Tsukuba-2 e Tsukuba-3, no entanto,
os dados fenotipicos mostraram-se eficazes para distingui-los. Os dendograma de
ambas as analises, juntamente com a abordagem Bayesiana, possibilitaram a
identificacdo de trés pools, com alta relagdo com os diferentes grupos que compdem
a colecdo. Verificou-se que analise de coordenadas principais, baseada em dados
fenotipicos, mostrou-se mais eficaz para a deteccao dos trés pools detectados com
as abordagens hierarquica e Bayesiana. Com os dados moleculares, a analise de
coordenadas principais corroborou parcialmente com os resultados obtidos pelo
dendograma e pela analise Bayesiana. Os acessos do grupo sul-brasileiro
originarios de coletas realizadas em pomares da regido de Pelotas, 0os quais ndo
possuem genealogia conhecida, apresentaram em grande parte baixa distancia
genética e fenotipica, abaixo de 0,49 por ambas as analises, em relacdo aos
acessos Aldrighi e Capdeboscq. Estes acessos foram tradicionalmente usados no
passado como porta-enxertos no estado do Rio Grande do Sul. Por ambas as

andlises, fenotipicas e moleculares, o grupo de acessos de outras espécies foi



proporcionalmente quem mais contribuiu para a diversidade genética e fenotipica,
como ja era esperado, pois sdo espécies distintas e com baixa similaridade de
caracteristicas. A caracterizagdo genética por ambas as técnicas de analise
mostrou-se efetiva para a elucidacéo da diversidade, estrutura e relacdo genética e

fenotipica da colecdo de porta-enxertos de Prunus avaliada.

Palavras-chave: Prunus spp., SSR, diversidade, relagdo, estrutura fenotipica e

genética, categorizacdo de dados, abordagem hierarquica, abordagem Bayesiana.



ABSTRACT

ARGE, Luis Willian Pacheco. Diversity, structure and genetic relationship of
Prunus rootstocks evaluated by analysis of morphological characters and SSR
loci. 2012. No pag. 107. Master’s thesis — Graduate Program of Plant Physiology.

Federal University of Pelotas, Pelotas- Brazil.

Abstract: This study aimed to assess the diversity, structure and the genetic
relationship, evaluated by phenotypic and molecular of 75 Prunus rootstocks
collection belonging to EMBRAPA Clima Temperado. The phenotypic analyzes were
conducted by the evaluation of 21 qualitative and 26 quantitative traits of different
plant organs and molecular analyzes were based on evaluation of 17 SSR loci. The
data of quantitative traits were categorized by Scott & Knott method and submitted
along with the qualitative data to statistical analysis (hierarchical by Jaccard
coefficient) and clustering of phenotypic relationship. Molecular data were first
converted to different formats and subjected to various statistical analyzes. The
UPGMA dendogram obtained by genetic distance matrix calculated by Li & Nei
coefficient, using the data of SSR loci evaluated was not able to distinguish between
Tsukuba-1, Tsukuba-2 and Tsukuba-3 accesses, however, showed phenotypic
effective to distinguish them. The dendograms of both analyzes together with the
results of Bayesian approaches allowed the identification of three pools with high
relation with the different groups that make up the collection. It was found that
principal coordinates analysis based on phenotypic data, proved most effective for
the detection of three pools detected with the hierarchical and the Bayesian
approach. With the molecular data, the principal coordinates analysis corroborated
with results obtained by the dendogram and the Bayesian approach. The access of
group South Brazilian originating from samples collected in orchards in the region of
Pelotas, which have no known pedigree, had largely down genetic and phenotypic
distance, low 0.49 per both analyzes, with Aldrighi and Capdeboscq, and other
known access. These accesses were traditionally used in the past as rootstocks in
the state of Rio Grande do Sul. For both phenotypic and molecular analyzes, the
group access of other species contributed more to genetic and phenotypic diversity,
as expected, because are different species and with low similarity of features.

Phenotypic and genetic characterization proved effective for elucidating the diversity,



structure and genetic, and phenotypic relationship of the rootstocks of Prunus
collection.

Keywords: Prunus spp., SSR, diversity, relationship, genetic and phenotypic

structure, data categorization, hierarchical approach, Bayesian approach.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo mundial de frutas no ano de 2010 foi de 609,36 milhdes de
mega-gramas (Mg). O Brasil foi o terceiro maior produtor, com producgéo estimada de
39,28 milhdes de Mg, de acordo com dados da FAOSTAT [Food and Agriculture
Organization of the United Nations Statistics (2012)].

O pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] destaca-se como uma das
frutiferas mais cultivadas no mundo, tanto em regides de clima temperado, quanto
em de clima subtropical. No ano de 2010 produziu-se mundialmente 20,27 milhdes
de Mg de péssegos, sendo 0s principais produtores a China, Italia, Espanha e EUA,
o Brasil ocupou a décima quarta posicéo no ranking (FAOSTAT, 2012).

De acordo com dados do IBGE [Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2012)] em 2010 a producao nacional de péssegos foi de 220.739 Mg, colhidas em
uma area de 20.194 hectares, com produtividade média de 13,036 Mg ha™. Neste
contexto, o Rio Grande do Sul destaca-se como uma importante regido produtora de
péssegos, pois em 2010 a &rea cultivada foi de 14.839 hectares com producdo de
132.874 Mg, representando 60,19% da producdo brasileira. Mesmo assim, a
producéo nacional de frutas de carogos, cujo principal representante é o péssego, foi
insuficiente para abastecer o mercado interno, havendo a necessidade de
importacdo de frutos, o que acabou contribuindo negativamente para a balanca
comercial da cadeia produtiva de frutas de caroco no Brasil.

O Rio Grande do Sul, maior produtor nacional, apresentou produtividade
média de apenas 8,9 Mg ha! no ano de 2010. Essa produtividade quando
comparada com a dos outros estados € considerada baixa, pois o estado de Minas
Gerais em 2010 apresentou média de 22,118 Mg ha’ (IBGE, 2012), ou seja, 2,47
vezes maior que a produtividade média do RS.

A baixa produtividade dos pomares de prunaceas no estado do Rio Grande
do Sul esta relacionada ao predominante cultivo de frutas para a agroindistria,
principalmente na metade sul do estado, a qual tem valor de mercado inferior as
frutas de consumo in natura, que consequentemente afeta os investimentos em
tecnologia de manejo e producédo dos pomares. Além disso, h& problemas de ordem
climatica e fitossanitaria, que juntamente com o tipo de porta-enxerto utilizado nos

pomares reduzem a producdo dos pomares de frutas de carogos.



No Rio Grande do Sul, os porta-enxertos utilizados na producdo de mudas
séo tradicionalmente obtidos a partir de corocos oriundos das agroindustrias, nos
quais se enxertam borbulhas de cultivares copa (TOFANELLI et al., 2001). As
mudas de pessegueiros obtidas por esse método ndo possuem garantia de
qualidade genética e sanitaria do porta-enxerto, o que influencia de forma negativa a
producdo de frutas de carogcos (FACHINELLO, 2000; TOFANELLI et al., 2003).
Assim, algumas caracteristicas de interesse agronémico podem ser perdidas devido
a variabilidade genética existente nos porta-enxertos obtidos por sementes, como: a
tolerancia a estresses abioticos, resisténcia ao ataque de pragas e doencas, 0 que
pode causar consequentemente na morte precoce das plantas no pomar (MAYER et
al., 2009).

Neste contexto, 0 uso de porta-enxertos adaptados as condigbes ambientais
do RS, resistentes ao ataque de pragas e doencgas, e com controle de idoneidade
genético-sanitaria, se faz necessario para a superacao destes problemas que afetam
a baixa produtividade de frutas de caroco na regido Sul do pais. Porém, os
programas nacionais de melhoramento genético de prunaceas estiveram voltados
durante muitos anos para a obtencao de novas cultivares copa, deixando de lado os
porta-enxertos (RASEIRA & NAKASU, 2002).

Nos ultimos anos, esta perspectiva tem se modificado, pois 6érgdos como a
UFPEL (Universidade Federal de Pelotas) e a EMBRAPA (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria) Clima Temperado tem dado maior importancia as pesquisas
voltadas para o melhoramento genético de porta-enxertos de Prunus, atraves de
estudos intensificados sobre os principais fatores que afetam a baixa produtividade,
buscando desta maneira gerar novas alternativas para a solucdo deste problema.
Ambos os érgdos possuem uma colecdo de germoplasma com diversos acessos
introduzidos de outros paises que possuem programas de melhoramento genético
de porta-enxertos de Prunus avangados, com genotipos portadores de resisténcia a
pragas e doencas, e tolerancia a diferentes estresses abiéticos, porém diversos
desses gendtipos foram selecionados para as condi¢des climaticas daqueles paises,
justificando os estudos para identificacdo e selecdo e gendtipos adequados as
condicOes brasileira.

A variabilidade genética inerente ao material proveniente da industria, como
relatada acima, ndo € considerada adequada para a producdo de porta-enxertos,

devido a desuniformidade nos pomares e a perda de caracteristicas agrondémicas
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das plantas. Essa variabilidade se deve a mistura varietal dos carogos, 0s quais sao
derivados de cultivares-copa de ciclo tardio, que apresentam grande
heterozigozidade.

Muito embora a variabilidade ndo seja desejavel sob o ponto de vista da
propagacdo, quando se busca obter plantas homogéneas, por outro lado, a
existéncia de variabilidade bem como da diversidade genética é de suma
importancia para programas de melhoramento genético vegetal, pois possibilita
explorar o pool de genes para a obtencdo de novas variedades com caracteristicas
agrondmicas desejaveis. Assim, de acordo com Neto (1995), a caracterizacdo da
variabilidade e da diversidade genética disponivel ao melhorista faz-se necesséria
para a selecdo de genitores com genes de interesse e, consequentemente, para
incrementar a eficiéncia de programas de melhoramento genético.

Tradicionalmente a caracterizacdo genética e a identificacdo de cultivares de
Prunus tém sido baseada em caracteres morfologicos e fenoldgicos, pois este tipo
de caracterizacao € indispensavel nos programas de melhoramento, devido ser o
primeiro e o principal aspecto a ser avaliado. Assim, esta caracterizagdo nao pode
ser substituida por nenhum outro tipo de técnica, e os resultados das avaliacbes
moleculares devem ser considerados como complementares (BARBIERI, 2003).

Frente ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
diversidade e a estrutura genética de uma colecdo de porta-enxertos de Prunus
pertencente a EMBRAPA Clima Temperado, bem como estimar a relacdo genética
existente entre 0s acessos e 0s grupos de acessos que compdem a colegdo, com 0
intuito de gerar resultados para uso em futuros trabalhos nas éareas de
melhoramento genético e fisiologia vegetal.

Desta forma, o estudo conduzido esta apresentado na forma de dois artigos
cientificos, sendo que o primeiro trata da analise de diversidade e estrutura
fenotipica, e a elucidacdo da relagdo existente entre 0s acessos e entre 0S grupos
gue constituem a colecdo; o segundo trata das mesmas analises, no entanto este é

baseado na avaliagéo de loci SSR (Simple Sequence Repeat).
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ARTIGO 1

Estimativadadiversidade fenotipica de uma colecéo de porta-
enxertos de Prunus pelo uso de dados categorizados

(Artigo a ser submetido a revista Tree Genetics & Genomes)
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Resumo: A introdugéo da cultura do pessegueiro no Brasil ocorreu pelo atual Estado de Sao Paulo, por
mudas provenientes da llha da Madeira, em 1532, por Martin Afonso de Souza. Porém, esta cultura
adquiriu maior importancia no Estado do Rio Grande do Sul (regido sul do Brasil), que possui a maior
area cultivada e a maior produgdo nacional. Entretanto, esta regido possui baixa produtividade média por
hectare, devido principalmente ao cultivo ser direcionado a agroindistria, e com isso ha baixos
investimentos nos pomares por parte dos agricultores. Além disso, outros fatores que limitam o aumento
da produtividade é a utilizac8o de porta-enxertos sem idoneidade genético-sanitéria, suscetiveis a pragas e
doencas, e baixa tolerdncia a estresses ambientais. O presente estudo focou a caracterizacdo da
diversidade morfoldgica de uma colecdo de porta-enxertos de Prunus da EMBRAPA Clima Temperado.
O objetivo foi elucidar a estrutura e a diversidade fenotipica, bem como a relagcdo existente entre 0s
acessos e entre 0s grupos de acessos que compfem a colecdo de porta-enxertos, baseada na andlise
fenotipica. As andlises fenotipicas foram conduzidas pela avaliacdo de 21 caracteres qualitativos e 26

quantitativos de diferentes 6rgaos das plantas. Os dados dos caracteres quantitativos foram categorizados
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pelo método de agrupamento Scott & Knott, e submetidos juntamente com os dados qualitativos as
analises de agrupamento, diversidade e relagdo fenotipica. O dendograma UPGMA obtido através da
matriz de distancia computada pelo coeficiente de Jaccard, ndo mostrou perfis idénticos, e esta analise de
agrupamento juntamente com a abordagem Bayesiana do software STRUCTURE possibilitou a
identificagcdo de trés grandes pools com alta relagdo com os diferentes grupos que compdem a colecéo de
porta-enxertos. Entretanto, a andlise de coordenadas principais mostrou-se mais eficaz para a
identificacdo dos trés pook detectados com o dendograma e com a abordagem Bayesiana. Os acessos do
grupo sul-brasileiro originarios de coletas em pomares do Rio Grande do sul, ndo possuem genealogia
conhecida, porém 33,3% apresentaram similaridade fenotipica minima de 0,49 com os acessos Aldrighi e
Capdeboscqg, e maxima de 0,64 com Cons 594. Destes acessos conhecidos, os dois primeiros foram
tradicionalmente usados no passado como porta-enxertos no estado do Rio Grande do Sul. As diferengas
fenotipicas globais existentes entre os trés grupos foi baixa (17,46%), com contribuicdo similar de ambos
0s grupos para a diversidade fenotipica. Entretanto, os grupos ndo sdo constituidos pelo mesmo nimero
de acessos, e proporcionalmente o grupo de outras espécies foi 0 que mais contribuiu para a diversidade,
como ja era esperado, pois sdo espécies diferentes e com caracteristicas bastante distintas. A metodologia
de categorizacdo de dados possibilitou realizar analises que tradicionalmente sdo restritas a dados
genético-moleculares. As andlises de diversidade, estrutura e relacdo possibilitaram elucidar

eficientemente a diversidade fenotipica existente na colecdo de porta-enxertos de Prunus.

Palavras-chave: Prunus spp. - diversidade fenotipica - relacdo fenotipica - estrutura fenotipica -

categorizacdo de dados - abordagem hierarquica - abordagem Bayesiana.
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Abstract: The peach culture introduction in Brazil occurred by the current state of Sdo Paulo, by
seedlings from the island of Madeira, in 1532, by Martin Afonso de Souza. However, this crop has
become more important in the state of Rio Grande do Sul (Southern Brazil), which has the largest
cultivated area and hence increased domestic production. However, this region has low average
productivity per hectare, mainly due to cultivation be directed to agroindustry, and thus there is low
investment in orchards by farmers. In addition, other factors that limit productivity growth is the use of
rootstocks without genetic health, pests susceptible and diseases, and low tolerance to environmental
stresses. This study focused on the phenotypic characterization of a Embrapa Clima Temperado
collection. The aim was to elucidate the structure and diversity, and relationships among the access and
between groups of access comprising the collection, based on analysis of phenotypic. The phenotypic
analyzes were conducted by evaluation of 21 qualitative and 26 quantitative traits of different plant
organs. The data of quantitative traits were categorized by the Scott & Knott method, and submitted along
with the qualitative data to cluster analysis, diversity and phenotypic relationship. The UPGMA
dendrogram obtained by distance matrix computed by Jaccard coefficient, showed not identical profiles,
and this cluster analysis with the Bayesian approach of STRUCTURE software allowed the identification
of three large pools with high relation with the different groups that make up the collection. However, the
principal coordinates analysis proved more effective for the identification of three pools detected with the
dendogram and the Bayesian approach. The access of group South Brazilian originating from collections
in Rio Grande do Sul orchards, have not known pedigree, but 33.3% showed phenotypic similarity of
0.49 with the minimum access and Aldrighi and Capdeboscq, and the maximum of 0.64 in Cons 594.
These known hits, the first two were traditionally used in the past as rootstocks in the Rio Grande do Sul
state. Genetic differences overall between the three groups was low (17.46%), with similar contribution of
both groups to phenotypic diversity. However, the groups are not formed by the same number of hits, and
the proportion of other species group was the largest contributor to the diversity, as expected, they are
different species and with very different characteristics. The categorization methodology enabled perform
data analyzes that are traditionally restricted to molecular genetic data. Analyses of diversity, structure

and relationship possibility efficiently elucidate the phenotypic diversity in collection.

Keywords: Prunus spp. - phonologic diversity - phonologic relationship - phonologic structure - data

categorization - hierarchical approach - Bayesian approach.



Introducéo

As prundceas sdo amplamente cultivadas no mundo em regides de climas subtropicais e
temperados, sendo o pessegueiro a espécie mais importante. De acordo com dados da FAO (2012), em
2010 a producdo mundial de péssegos atingiu a marca de 20,27 milhdes de megagramas (Mg), e 0s
maiores produtores foram a China, Italia, Espanha e EUA, enquanto que o Brasil ocupou a décima quarta
posicdo no ranking mundial.

Em 2010, a producdo brasileira de péssegos atingiu 220.739 Mg, colhidas em uma area de
20.194 hectares, com produtividade média de 13,036 Mg ha™ (IBGE, 2012). A regido Sul do Brasil
destaca-se como a maior produtora de frutas de carocos, e 0 estado do Rio Grande do Sul produziu neste
mesmo ano o total de 132.874 Mg, representando 60,19% da producdo brasileira em uma area cultivada
de 14.839 hectares. Naquele ano, assim como em anos precedentes a 2010, a producdo foi insuficiente
para suprir a demanda do mercado interno, além da sazonalidade da producéo brasileira, 0 que acabou
contribuindo negativamente para a balanca comercial deste segmento da fruticultura. Um dos principais
motivos é a baixa produtividade do principal estado produtor, o RS, que apresentou 895 Mg ha™* de
produtividade média, considerada como baixa, pois 0s estados de Minas Gerais e S&o Paulo apresentaram
média acima de 20 Mg ha™ no mesmo ano (IBGE, 2012).

A baixa produtividade dos pomares de prunaceas no estado do Rio Grande do Sul esta
relacionada ao predominante cultivo de frutas para a agroindUstria, principalmente na metade sul do
estado, a qual tem valor de mercado inferior as frutas de consumo in natura, o que consequentemente
afeta os investimentos em tecnologia de manejo e producdo dos pomares. Além disso, ha problemas de
ordem climatica, que juntamente com problemas fitossanitarios e o tipo de porta-enxerto utilizado nos
pomares do RS, contribuem para a baixa produtividade de frutas de carogo no estado.

O RS é o principal p6lo de producdo de frutas de caroco do Brasil, entretanto, os porta-
enxertos utilizados sdo tradicionalmente obtidos a partir de sementes oriundas das agroindistrias
conserveiras, das quais sdo produzidos os seedlings, e enxertado sobre estes borbulhas de cultivares-copa
de interesse (Tofanelli et al., 2001). As mudas de pessegueiro obtidas por esse método ndo possuem
garantia de qualidade genética e sanitaria do porta-enxerto, ocasionando a perda de caracteristicas
agrondmicas desejaveis, as quais influenciam de forma negativa a produc¢do (Fachinello, 2000; Tofanelli
et al., 2003). Dentre estas caracteristicas pode-=se citar perdas na tolerancia a estresses abioticos,
resisténcia ao ataque de pragas e doengas, 0s quais podem consequentemente culminar na morte precoce
das plantas no pomar (Mayer et al., 2009).

Assim, pesquisas sobre a resposta fisioldgica e 0 melhoramento genético vegetal voltado aos
principais pontos que limitam o aumento da producdo de frutas de carocos sdo fundamentais para o
desenvolvimento e selecdo de gendtipos que rompam esta barreira que impede o aumento da producao.
Neste contexto, a caracterizagdo e a identificagcdo de cultivares e variedades de Prunus é de fundamental
importancia para estes estudos, pois possibilita conhecer a diversidade genética disponivel, bem como a
realizacdo de estudos para identificar qual a melhor metodologia para a manutencdo da diversidade

disponivel sem haver perdas genéticas. Dentre as metodologias de conservagdo pode-<se citar a
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conservacgdo ex situ, in situ e a in vitro. Neste contexto, a analise de caracteres morfoldgicos tem sido
tradicionalmente empregada para a caracterizagdo e identificacdo de gendtipos de Prunus.

Nos Gltimos anos, a EMBRAPA Clima Temperado juntamente coma Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL) tem buscado dar maior atengdo ao melhoramento de porta-enxertos de Prunus, através
da formacdo e reativagdo de cole¢cdes de germoplasma com o objetivo de introduzir, selecionar ou
desenvolver gendtipos capazes de superar alguns dos principais problemas da cultura de prunéceas no sul
do Brasil, no que tange a qualidade dos porta-enxertos, como por exemplo: a identificacdo e selegdo de
genotipos resistentes ao ataque de nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) (Paula et al., 2011); mais
tolerantes a morte precoce do pessegueiro e ao estresse hidrico ( Martinazzo et a., 2011), além da busca
de gendtipos que melhorem a producéo e a qualidade dos frutos (Picolotto et al., 2009; Picolotto et al.,
2010; Picolotto et al., 2012).

Como relatado acima, a variabilidade genética dos porta-enxertos empomares comerciais é um
fator negativo devido ao desconhecimento da identidade genética, desuniformidade das plantas,
diversidade nas reacfes a estresses bidticos e abibticos e alteragdes da fisiologia de toda a planta. Por
outro lado, a diversidade genética é de suma importancia para a constituicdo dos bancos de germoplasma
e uso no melhoramento genético de plantas, pois ambas sdo caracterizadas como fonte de genes de
interesse agronémico.

No contexto de bancos de germoplasma e cole¢des, a caracterizacdo da variabilidade e da
diversidade genética ou fenotipica dos acessos é de suma importancia para a conducao de cruzamentos
controlados especificos. A tradicional metodologia de caracterizagdo é a do uso de descritores
morfol6gicos, pois este tipo de caracterizacdo € indispensével as diferentes pesquisas a serem conduzidas
posteriormente, sendo que o emprego de outras metodologias de caracterizagdo, como as avaliagBes
moleculares, sdo consideradas como complementares (Barbieri, 2003).

As analises estatisticas para a computacgdo de diferentes parametros de diversidade e analises
hierarquicas e ndo hierdrquicas tem sido tradicionalmente mais abundantes para dados genético-
mo leculares, ou seja, qualitativos. Para dados genético-moleculares ha uma grande disponibilidade de
softwares que permitem avaliar diferentes pardmetros, como indices de diversidade, analise de
particionamento de variancia, estrutura de populacdo, entre outros. Entretanto alguns autores tem
empregado a metodologia de categorizacdo de dados quantitativos, possibilitando computar pardmetros
que sdo restritos para dados moleculares.

Frente ao exposto, o presente estudo objetivou caracterizar a diversidade e elucidar a estrutura
fenotipica da colecéo de porta-enxertos de Prunus da EMBRAPA Clima Temperado, e analisar a relacdo
existente entre 0s grupos e entre 0s acessos dos grupos que compdem a colecdo, por meio de diferentes

abordagens estatisticas.
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Material e métodos

Material Vegetal

O material vegetal avaliado no presente estudo foi proveniente da "Cole¢do Porta-enxerto de
Prunus”, mantida em area experimental (condi¢cGes de campo- Apéndice 1) na Sede da Embrapa Clima
Temperado (Figura 1 e Apéndice 1), sendo constituidos por 34 acessos representados por cultivares-copa
e por gendtipos coletados em propriedades rurais nos distritos de Pelotas e Morro Redondo, regido sul do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil; 28 acessos de porta-enxertos introduzidos de outros paises como
EUA, Franca, Hungria, Italia, Japdo e México; e 13 acessos de outras espécies do género Prunus. As
avaliagbes foram realizadas para estimar a diversidade fenotipica dos acessos da cole¢do de porta-

enxertos de Prunus. A lista dos genétipos avaliados neste estudo esta descritana tabela 1.

Descritores morfologicos

Foram analisados 47 caracteres fenotipicos, de acordo com os descritores morfologicos
desenvolvidos pelo MAPA (MAPA, 2008), sendo 21 qualitativos e 26 quantitativos, relacionados a folha
(Figura 1), flor (Figura 2) e fruto (Figura 3). O numero de repeticdes para cada tipo de 6rgdo variou de 10
a 20, avaliados em uma e/ou duas plantas, em funcdo da disponibilidade do material na colecdo. As
mensuracGes foram realizadas com o auxilio de paquimetro digital para medir comprimentos, larguras e
diametros; e balanca analitica de precisdo para massa fresca. Estas andlises foram realizadas nos anos de
2010, 2011 e 2012. O conjunto de descritores morfoldgicos avaliado neste estudo esta apresentado na
tabela 2, e ilustrados nos apéndices 2a, 2b, 2c e 2d. Na figura 4 estd demonstrado plantas em estadios de

desenvolvimento vegetativo e florifero.

Analise de dados

Categorizacdo de dados

Os dados obtidos pelas avaliacdes dos caracteres quantitativos foram submetidos a andlise de
variancia e posteriormente a anéalise de agrupamento pelo método Scott & Knott (1974). Ambas as
analises foram realizadas com o uso do software GENES Ver. 7.0 (Cruz, 2006). Os resultados obtidos
pela andlise de agrupamento foram convertidos para dados qualitativos e, subsequentemente, para
diferentes formatos de arquivos, juntamente com os resultados das avaliagGes dos caracteres qualitativos.
Apobs, as matrizes foram submetidas a diferentes anélises em softwares destinados a dados genético-

moleculares.
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Anélise multivariada

A matrizbindria contendo os resultados dos caracteres qualitativos e quantitativos avaliados foi
submetida a analise de distancia genética pelo coeficiente Jaccard (Jaccard, 1908), posteriormente
realizou-se a andlise de agrupamento utilizando o método de médias aritméticas UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) (Sneath & Sokal, 1973). Os resultados das anélises de
agrupamento foram visualizados na forma de dendograma. O coeficiente de correlacdo cofenética foi
calculado com o teste de Mantel (Mantel, 1967) utilizando 1000 permutacBes para avaliar o grau de
confiabilidade entre a matriz de similaridade e a distancia geografica no dendograma. As andlises
descritas acima foram conduzidas com o software NTSYS-PC Ver. 2.1 (Rohlf, 2000). Para avaliar a
robustez do dendograma, a andlise de bootstrap foi conduzida utilizando 1000 réplicas no software
BOOD Ver. 3.03 (Coelho, 2000).

A analise Eigen foi conduzida para a obtengdo das coordenadas principais (PCoA) da
diversidade fenotipica da colecdo de porta-enxertos em estudo. Os resultados desta anélise foram
representados em grafico tridimensional. Ambas as anélises de obtencdo das coordenadas principais e a

representacdo tridimensional foram computadas utilizando o software NTSYS-PC Ver. 2.1 (Rohlf, 2000).

Parametros de diversidade genética

Os parametros de diversidade genética computados foram nimero de formas alternativas e
agrupamentos observados (Na) e efetivos (Ne= 1/1-He) (Hartl and Clark, 1989), e indice de informacéao
de Shannon (D = — Ypi In pi) (Lewontin, 1972). Tais parametros foram calculados utilizando o software
POPGENE Ver. 1.32 (Yeh et al., 1997).

O poder de discriminagdo (PD), o qual determina a habilidade de um marcador discriminar
dois acessos aleatoriamente foi estimado para cada caractere de acordo com a férmula PD = 1 - Zgijz,
onde g; € a frequéncia do gendtipo j para o caractere morfoldgico i, avaliando-se todas as variagBes para
este caractere. Esta formula foi desenvolvida por Kloosterman et al. (1993) para a avaliacdo do poder
discriminacdo de marcadores moleculares, e empregada no presente trabalho para estudo da diversidade
fenotipica.

Agrupamento dos acessos baseado em abordagem Bayesiana

A estrutura fenotipica da colecdo de acessos de porta-enxertos de Prunus foi elucidada com o
emprego da abordagem Bayesiana de agrupamento do software STRUCTURE Ver. 2.3.1 (Pritchard et al.,

2000; Falush et al., 2003) com a matriz binaria, a qual também foi utilizada para a obtengdo do
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dendograma, coordenadas principais e para a analise dos parametros de diversidade fenotipica. Os
agrupamentos foram detectados como emprego de um modelo de combinagdo, que utiliza a correlagdo de
frequéncias entre os agrupamentos (K), e com o modelo de ancestralidade Admixture Model. A partir
deste modelo foram computadas 10 réplicas para valores de K de 1 a 12 analisados por um periodo de
gravacao de 20* seguido de 20° interacdes. O nimero correto de agrupamentos (K) foi identificado com o
auxilio do software on line STRUCTURE HARVESTER Ver. 0.6.92 (Earl & Von Holdt, 2012), o qual
emprega 0 método estatistico ndo paramétrico de AK descrito por Evanno et al. (2005), com os valores de
K de 2 a 11. As réplicas das andlises de agrupamento dos valores de K selecionados foram posteriormente
sumarizadas pelo software CLUMPP Ver. 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007) como algoritmo Greedy
e Large K Greedy, utilizando 10* repetices em combinagdes aleatérias, objetivando identificar os valores
comuns e combinar os resultados de agrupamentos das 10 réplicas. Os resultados das combinagfes
juntamente com os valores comuns de agrupamentos foram representados de forma gréfica através do
software DISTRUCT Ver. 1.1 (Rosenberg, 2004).

Relacdo genética entre e dentro dos grupos de acessos

A andlise de particionamento da varidncia foi conduzida para verificar a relagdo genética
existente entre 0s grupos e entre 0s acessos dentro de cada grupo da cole¢do de porta-enxertos. Esta
analise foi computada com os dados da matriz binaria das avaliagbes dos caracteres morfologicos
utilizando a metodologia descrita por Excoffier et al. (1992) para dados moleculares. O teste de
significancia da andlise de particionamento da variancia foi conduzido com 1023 permutacdes calculadas
com o software ARLEQUIN Ver. 3.1 (Excoffier, 2006).

Resultados

Diversidade genética

Neste estudo foram empregados 47 descritores fenotipicos compreendendo caracteres
qualitativos e quantitativos, cujos resultados dos parametros de diversidade fenotipica estdo sumarizados
na tabela 3. Os 21 caracteres qualitativos avaliados geraram 62 formas alternativas variando de duas
(coloragdo da folha em estadio maturo, pubescéncia foliar na face abaxial, coloracdo das flores, etc.) a
cinco (coloracdo do fruto em estadio maturo), com média de 2,95. Os 26 caracteres quantitativos geraram
214 agrupamentos pelo método Scott & Knott (1974), com o nimero minimo de agrupamentos de trés
para largura do limbo foliar e niimero de sépalas florais, a 16 para razdo entre comprimento do peciolo
pelo comprimento do limbo foliar. O ndmero de formas alternativas efetivas para os caracteres
qualitativos variou de 1,08 para pubescéncia foliar na face abaxial a 2,47 para tipo de superficie do

caroco, com média de 1,73 e total de efetivos de 36,28. Nos caracteres quantitativos o minimo de
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agrupamentos efetivos foi de 1,06 para ntimero de sépalas foliares e 0 maximo de 7,87 no comprimento
do limbo foliar, com média de 4,9 e total de efetivos de 127,4 agrupamentos.

O indice de informacdo de Shannon, o qual estima a riqueza e abundancia da diversidade
fenotipica por caractere avaliado variou de 0,17 (pubescéncia foliar) a 1,14 (formato do fruto) para os
caracteres qualitativos. Nos caracteres quantitativos este indice variou de 0,15 (niimero de sépalas florais)
a 2,22 (comprimento do limbo foliar).

O poder de discriminacdo dos caracteres qualitativos variou de 0,08 para pubescéncia da folha
a 0,62 para formato de fruto. Para 0s caracteres quantitativos o poder de discriminacdo variou de 0,11

para nimero de pétalas das flores a 0,87 para o0 comprimento do limbo foliar.

Identificacdo dos acessos

Os resultados provenientes das avaliagbes dos caracteres qualitativos e quantitativos foram
utilizados para discriminar os acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus. A combinagdo dos

resultados distinguiram os 75 acessos da colecdo (Figura 5).

Relacgdo genética entre acessos e estrutura genéetica

A elucidacdo da relagdo fenotipica entre os acessos de porta-enxertos de Prunus esta
demonstrada na forma de um dendograma (Figura 5), o qual foi obtido pelo algoritmo UPGMA, a partir
da matriz de distancia genética calculada pelo coeficiente de Jaccard pela avaliagdo de 47 caracteres
fenotipicos qualitativos e quantitativos. O teste de Mantel foi empregado para verificar o grau de
confiabilidade entre a matriz de distancia e os dados de agrupamento, o que resultou no valor de 0,85,
indicando uma 6tima correlacdo. A partir da analise de agrupamento UPGMA foi possivel constatar a alta
taxa de diversidade fenotipica existente dentro da colecdo de porta-enxertos, pois as distancias variaram
desde de 0,15 a 1,00.

A abordagem Bayesiana foi empregada neste estudo para auxiliar a identificacdo de pook
fenotipicos juntamente com a analise de agrupamento hierarquico, ou seja, com o dendograma. O teste
do K verdadeiro baseado na estatistica delta (A) K descrita por Evanno et al. (2005) foi aplicado para
identificar os melhores Ks entre K=4 e K=11. O teste estatistico do K verdadeiro mostrou o K=6 e K=9
como os melhores Ks entre 4 e 11. O agrupamento Bayesiano de K=6 apresentou valor de AK de 53 e 0
K=9 o valor de 6,20. Entretanto, 0 melhor valor de AK foi identificado com o agrupamento de K=3 com
valor de 855,21. A sumarizacdo das 10 réplicas de cada valor de K, realizada com o software CLUMPP
foram computadas com diferentes algoritmos. Para o agrupamento de K=3 utilizou-se o algoritmo
Greedy, e Large K Greedy para 0s agrupamentos de K=6 e K=9. Os diferentes algoritmos foram utilizados
devido ao limite de recursos computacionais, pois as analises foram computadas primeiramente em uma
estacdo de trabalho com processador Intel® Xeon®, ndo havendo problema para computar o conjunto de

dados de K=3, e com limite de analises para os conjuntos de dados de K=6 e K=9. Os resultados das
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sumarizacdes estdo representados graficamente na Figura 5B com os respectivos valores de similaridade
média de pares permutados para cada agrupamento K.

A abordagem Bayesiana com valor de K=3 possibilitou a discriminacdo de trés pook
fenotipicos, identificados na Figura 5B como: ‘a’ abrangendo 91,17% dos acessos sul-brasileiros e
28,57% de introduzidos; ‘b’ abrangendo 53,57% dos acessos introduzidos, 8,82% dos sul-brasileiros e
7,14% dos acessos de outras espécies de Prunus, e o “c” abrangeu 14,28% dos introduzidos ¢ 92,86% dos
acessos de outras espécies. O agrupamento de K=5 juntamente com K=9 possibilitaram a identificacdo de
nove subagrupamentos. Os resultados obtidos pela abordagem Bayesiana foram em grande parte
suportados pelos resultados da abordagem hierarquica de agrupamento.

A analise de coordenadas principais (PCoA) possibilitou representar e verificar o grau de
diversidade fenotipica em trés dimensdes. Além disso, possibilitou a identificagdo de trés grupos os quais
estdo representados graficamente na figura 6, com os autovalores dos vetores sumarizados na tabela 4. A
PCoA apresentou autovalores de: PCol= 31,51%, PCo2= 4,72% e PCo3= 4,03%. O somatério das
coordenadas principais representam 40,26%, sendo o PCol o componente que mais representa a

diversidade fenotipica da colecdo de porta-enxertos de Prunus.

Relagéo genética entre grupos

A andlise de particionamento da variancia da diversidade fenotipica entre os grupos de porta-
enxertos de Prunus mostrou-se como moderada, com indice de Fst de 0,17. A maior variagcdo dos
caracteres fenotipicos foi detectada dentro dos grupos (82,54%), sendo que a variagdo detectada entre os
grupos foi de apenas 17,46%. Os resultados do particionamento da variancia fenotipica estdo descritos de
forma mais detalhada na tabela 5. A contribuicdo de cada grupo para a diversidade da colecdo de porta-
enxertos variou muito pouco entre os grupos. O grupo de acessos de porta-enxertos sul-brasileiros
contribuiu com 35% da diversidade, com indice de Fst de 0,18. O grupo de acessos de porta-enxertos
introduzidos contribuiu com 34% da diversidade com indice de Fst de 0,17; e 0 grupo de acessos de
outras espécies contribuiu com 31% e indice de Fst de 0,16. A partir dos indices Fst de cada grupo de
acessos de porta-enxertos de Prunus foi calculado o Fst médio por acessos para verificar a contribuicdo
média dos acessos de cada grupo para a diversidade da cole¢do. Levando em consideragdo o nimero de
acessos dentro de cada grupo, verificou-se que o grupo de porta-enxertos de outras espécies, combase na
média de Fst, foi 0 que mais contribuiu para a diversidade, seguidos pelos acessos do grupo de porta-

enxertos introduzidos e pelos de sul-brasileiros.

30



Discussao

Categorizacdo de dados

Neste estudo optouse por uma metodologia alternativa para a computacdo de diferentes
parametros fenotipicos, pois as andlises de diversidade e relagdo genética sdo mais abundantes para dados
genético-moleculares, sendo restrito para dados provenientes de avaliagbes fenotipicas quantitativas. A
categorizacdo de dados quantitativos possibilita sua conversdo para qualitativos para subsequentemente
serem analisados em diferentes softwares desenvolvidos para andlise de dados genético-moleculares. O
método estatistico de maxima verossimilhanca Scott & Knott (1974) foi empregado neste estudo devido
aos seus resultados serem expressos de forma Unica, ao contrario dos métodos classicos que utilizam
comparacdo de médias distinguindo-os por vérios caracteres, a exemplo destes sdos os testes de Tukey
(1960) e Duncan (1955). Esta metodologia foi eficaz para a computacdo de diferentes pardmetros
fenotipicos. Neste contexto, Jaradat et al. (2004) empregaram metodologia alternativa através da
categorizacdo de dados quantitativos para a computacdo de diversos parametros fenotipicos em software
destinados a computacdo de dados genético-moleculares, os quais possibilitaram elucidar a diversidade

fenotipica.

Diversidade fenotipica

Os resultados de diversidade fenotipica obtidos neste estudo foram através da categorizacao
dos dados fenotipicos. Diversos autores (Kadkhodaei et al., 2011; Khadivi-Khub et al., 2011; Fresnedo-
Ramirez et al., 2011) tem caracterizado a diversidade genética de gendtipos de Prunus por abordagens
hierarquicas. Neste contexto, a categorizacdo de dados fenotipicos para elucidagdo da diversidade

mostrou-se como uma eficiente técnica neste estudo.

Relacgdo entre acessos e estrutura fenotipica

A abordagem Bayesiana tem sido tradicionalmente empregada para a analise de estrutura
genética de populagdes com dados moleculares dominantes e co-dominantes, tendo suas primeiras
aplicacGes em espécies vegetais (Thornsberry et al. 2001; Harter et al., 2004), animais (Rosenberg et al.,
2001; Fonseca et al., 2004), bacterianas (Falush et al., 2003) e na espécie humana (Rosenberg et al.,
2002). Em espécies do género Prunus esta abordagem também foi empregada para inferir agrupamentos e
para se elucidar a estrutura genética de populagdes (Martin et al., 2011; Aranzana et al., 2010; Bourguiba
et al, 2010). A metodologia de categorizacdo dos dados obtidos pela avaliagdo dos caracteres

quantitativos foi eficiente para a verificagdo da estrutura fenotipica da colecdo de porta-enxertos de
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Prunus pela abordagem Bayesiana e para a elucidacdo da relacdo entre os acessos pela abordagem
hierarquica.

A abordagem Bayesiana corrobora em grande parte com 0s agrupamentos gerados pelo
dendograma UPGMA. Na figura 5, 0 distanciamento observado no dendograma do subagrupamento ‘b1’
do grande grupo ‘b’ é devido ao baixo valor de bootstrap observado no dendograma, ou seja, 2,16,
justificando assim a categorizacdo do subagrupamento ‘b1’ dentro do grupo ‘b’. Desta maneira, a
abordagem Bayesiana foi complementar a abordagem hierdrquica de agrupamento, as quais
possibilitaram a deteccdo de trés pools fenotipicos, ‘a’, ‘b’ e ‘c’.

O pool fenotipico ‘a’, o qual abrangeu 100% dos acessos de porta-enxertos provenientes de
coletas emdiferentes produtores rurais e a grande maioria dos acessos utilizados como cultivares -copa no
sul do Brasil. Os acessos provenientes de coletas ndo possuem genealogia comprovada. A falta de
identidade genética destes acessos de Prunus é devido a forma com que as mudas de pessegueiro sdo
obtidas. A forma de obtencéo tradicional das mudas de pessegueiro pelos agricultores e viveiristas da
regido sul é através enxertia de borbulhas, de cultivar-copa especifica, sobre porta-enxertos obtidos de
carogos provenientes de agroindUstrias locais, onde ocorre mistura varietal e, consequentemente, 0s
seedlings ndo possuem garantia de correspondéncia genética (Tofanelli et al., 2001). Os gendtipos
Aldrighi e Capdeboscqg foram por muitos anos, as principais cultivares utilizadas para obtencéo de porta-
enxertos. No entanto, atualmente, a grande maioria destes porta-enxertos de origemagroindustrial temem
sua genealogia diversas cultivares-copa de ciclo tardio, originadas de cruzamentos complexos, cujos
seedlings apresentam grande variabilidade genética (Bianchi et al., 2004). Esta relacdo genealégica foi
suportada neste estudo pela abordagem Bayesiana e hierdrquica (dendograma) para os diferentes acessos
coletados em produtores rurais e para as cultivares copas de pessegueiros.

No grupo sul brasileiro com genealogia desconhecida, apenas 33,3% dos acessos apresentaram
relagdo fenotipica comacessos conhecidos, ou seja, distancia fenotipica minima de 0,49 com Capdeboscq
e Aldrighi, e maxima de 0,67 com acesso Cons 594. Resultado este que foi similar ao encontrado pela
avaliagdo de loci SSR (Simple Sequence Repeat) (Artigo 2 da dissertacdo). A colecdo de acessos avaliada
é constituida por dois acessos de Aldrighi, sendo que estes acessos ndo se agruparam lado-a-lado comalta
similaridade fenotipica, fato este que é justificado pela existéncia de inimeras variedades deste gendtipo
na regido sul do Brasil (comunicagdo pessoal, Newton Alex Mayer). Os gendtipos Aldrighi e Capdeboscq
sdo provenientes de selecdo e melhoramento genético, respectivamente. O genétipo Aldrighi é uma
selecdo realizada por um persicultor de sobrenome Aldrighi na década de 1940, no municipio de Pelotas,
a qual é provavelmente originaria de péssegos provenientes da Argentina (Raseira et al., 2008). Aldrighie
Capdeboscq foram amplamente utilizados no passado como porta-enxertos, devido a boa adaptacdo as
condicOes edafoclimaticas do estado do Rio Grande do Sul. Atualmente o uso destes dois gendtipos se
restringe a pequenos agricultores que possuemestas plantas em seus quintais.

No pool fenotipico ‘b’, o qual é constituido em grande parte por acessos de porta-enxertos
introduzidos, houve a formagdo de um subgrupo que abrange 0s acessos de folhas vermelhas. Os acessos
Tsukuba-1, Tsukuba-2 e Tsukuba-3, mostraram-se idénticos pela anédlise molecular de loci SSR (Artigo 2
da dissertacdo), porém baseado na andlise fenotipica detectou-se dissimilaridade entre estes acessos. O

acesso Tsukuba-1 mostrou-se como o mais dissimilar entre os demais Tsukubas. A maior relagdo
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fenotipica observada de Flordaguard, em vez de Tsukuba-1, com os acessos Tsukuba-2, 3 e 2 CPACT,
deve-se aos caracteres quantitativos avaliados, principalmente aos relacionados com a massa de fruto.
Pela avaliacdo dos caracteres qualitativos, ndo foi possivel discriminar os acessos Tsukubas, os quais
embora ndo se conheca a verdadeira origem, provavelmente sejam originarios de uma mesma populagéo.
O acesso GxN9 é um genotipo obtido pelo cruzamento entre Garfi e Nemared (genealogia na Tabela 1),
porém neste estudo GxN9 e Nemared se apresentaram com baixa relacdo fenotipica, apesar de
agruparem-se lado-a-lado. GXN9 apresentou maior relacdo com o acesso GF-677, devendo essa relagdo
ao fato de GF677 ter em sua genealogia uma cultivar de damasqueiro (genealogia na Tabela 1), da mesma
forma que GXN9, ou seja, tem como ancestral comum o damasqueiro cv. Garfi.

Na analise molecular baseada em loci SSR (Artigo 2 da dissertagdo), Nemared e GxN9
agruparam-se lado-a-lado com distancia genética de 0,56. Desta forma, os resultados obtidos pela
avaliacdo fenotipicas ndo corroboram com os resultados obtidos pela analise molecular. Os acessos
iniciados pela letra ‘I’, embora ndo possuem genealogia conhecida, tratam-se de acessos introduzidos de
outros paises, apresentando maior relacdo genética com os acessos sul-brasileiros, por se tratarem de
genotipos de Prunus persica.

O pool fenotipico ‘c’ é constituido em grande parte pelos acessos de outras espécies, com
excecdo do acesso Prunus kansuensis, o qual tem sido caracterizado como um pessegueiro selvagem por
alguns autores (Cao et al., 2011a; Cao et al., 2011b). Verificou-se neste estudo que este acesso foi
fenotipicamente similar aos acessos do grupo sul-brasileiro e ao do grupo de introduzidos, apresentando
menor similaridade com o grupo de acessos de outras espécies. Este acesso mostrou-se altamente similar
ao grupo sul-brasileiro e ao grupo introduzido pela avaliagdo de loci SSR (Artigo 2 da dissertacdo). A alta
relagdo fenotipica observada entre os acessos introduzidos do grupo ‘c’ com os de outras espécies se deve
ao fato de muitos dos porta-enxertos introduzidos também ndo produzirem frutos, ndo sendo possivel
avaliar os caracteres intrinsecos a este drgdo. A ndo producgdo de frutos pelos acessos deste grupo, em
parte se deve aos acessos apresentarem alta exigéncia em horas de frio, ndo apresentando boa brotagéo e
diferenciacdo de gemas floriferas, além disso, alguns ndo sdo capazes de produzirem frutos por serem
completamente estéreis. A esterilidade pode estar relacionada a alguns dos acessos serem hibridos
interespecificos.

Os resultados obtidos pela anélise de coordenadas principais (PCoA) pelas trés primeiras
dimensdes embora sejam inferiores a 60% (40,26%), esta analise foi mais eficientes para a identificagdo
dos mesmos trés pools fenotipicos detectados através do dendograma e da abordagem Bayesiana. A
explicagdo de 60% da diversidade fenotipica da colecdo de porta-enxerto de Prunus somente ocorre com

a sumarizacdo das 13 primeiras coordenadas principais.

Relacéo genética entre grupos

A anélise de particionamento da variancia teve como finalidade verificar a relagdo fenotipica
existente entre os grupos de acessos de porta-enxertos de Prunus da colegdo. A diferenca existente entre

os grupos foi baixa (17%), resultado este que é justificado ao fato de haver uma alta porcentagem de
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fenotipos similares existente entre os grupos, como pode ser observado pela analise de agrupamento
hierarquico no dendograma e pela abordagem Bayesiana.

Apesar do grupo sul-brasileiro abranger maior nimero de acessos, este ndo foi o grupo que
mais contribuiu para a diversidade fenotipica da colecdo de porta-enxertos de Prunus, pois este é 0 grupo
que possui maior homogeneidade de caracteristicas fenotipicas entre os acessos. Proporcionalmente, o
grupo de acessos de outras espécies foi o de maior contribuicdo para a diversidade, como ja era esperado,
pois a maior diversidade de caracteristicas ocorre entre espécies. Esta relacdo também foi observada na
analise molecular de loci SSR (Artigo 2 dissertacao).

A caracterizacdo genética com base na avaliagdo de caracteres morfoldgicos, ou a
caracterizacdo fenotipica é de suma importancia aos programas de melhoramento genético vegetal, pois
possibilita a identificacdo de gen6tipos que sdo mais aptos para uso em cruzamentos controlados, ou seja,
férteis, com caracteristicas de interesse agrondmico, como a adaptabilidade a condi¢Ges edafoclimaticas e
resisténcia a pragas e doencas. Sendo que as avaliagdes moleculares devem ser consideradas como
complementares a esta. Este artigo faz parte de uma sequéncia de trés artigos, nos quais 0 objetivo
principal é elucidar a relacdo genética existente entre os acessos. O artigo subsequente trata da
caracterizacdo genética desta mesma colecdo com base na avaliacdo de loci SSR, e o terceiro tratara da
sumarizacdo dos resultados dos dois primeiros artigos, o qual possibilitard selecionar com maior precisdo,

acessos com caracteristicas de interesse agrondmico para cruzamentos posteriores.

Conclusdes

O método de categorizagdo dos dados de caracteres quantitativos possibilitou, juntamente com
os dados qualitativos, a realizagcdo de uma Unica analise de agrupamento, o emprego destes mesmos dados
para diferentes analises de diversidade, particionamento da varidncia, e para elucidar a estrutura
fenotipica da colecdo de porta-enxertos de Prunus da EMBRAPA Clima Temperado.

A avaliagdo dos acessos possibilitou constatar que existe uma alta diversidade fenotipica nesta
colecdo, com alta fidelidade (>89%) aos diferentes grupos que constituem a colecdo. Os acessos coletas,
0s quais ndo possuem genealogia conhecida, apresentaram alta relacdo fenotipica (distancia inferior a
0,43) com os acessos Cons-594, Turquesa, Deguia, Bolinha, Aldrighi e Capdeboscq, através da
abordagem hierarquica e Bayesiana. A anélise de particionamento da variancia detectou maior variancia
dentro dos diferentes grupos. Os resultados deste estudo, auxiliardo futuros trabalhos na area de fisiologia
vegetal e melhoramento genético de plantas, com o intuito de selecionar e melhorar gendtipos para serem

utilizados como porta-enxertos.
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Tabela 1. Acessos do banco de germoplasma de porta-enxertos de Prunus, e suas respectivas espécies, origens
e referéncias originais de desenvolvimento dos acessos.

Grupos
Portaenxertos sul- Espécie Origem Referéncia
brasileiros
Capdeboscq P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Aldrighi P. persica Brasil/ RS Selecdo produtorrural
Aldrighi Cléber P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
WFM-ESM-07-01 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-02 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-03 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-04 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
Cristal Taquari P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Choréo 2003-229-03 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Farrapos P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Bolinha P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Casc 1005 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Cons 594 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Maracotéo P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Tardio-01 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Turquesa P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
FRM-AGA-08-55 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-31 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-30 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-27 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-25 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-22 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-20 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-SAA-08-17 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-PLA-08-16 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-PLA-08-15 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-SAA-08-13 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-SAA-08-11 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
MF-JUB-08-09 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
MF-GRA-08-01 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
Rosaflor P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Nem CPACT P. persica Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Piazito P. persica Brasil/ RS Raseira et al. (1989)
P. persica P. persica Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Porta-enxertos
internacionais
Tsukuba-1 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-2 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-3 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-2CPACT P. persica Japéo Desconhecida
Flordaguard P. persicax P. davidiana EUA Sherman et al. (1991)
De guia P. persica México Desconhecida
Okinawa P. persica Okinawa Desconhecida
Nemared (P. persica x P. davidiana)x P. EUA Ramming and Tanner (1983)
persica
Ishtara (P. ceracifera x P. salicina)x (P. Francga Renaud et al. (1988)
ceracifera x P. persica)
GxNN9 P. amygdalus x P. persica Espanha Felipe et al. (1998)
GF 677 P. dulcisx P. persica Franca Bernhard and Grasselly (1981)
Cadamann P. persicax P. davidiana Franga-Hungria  Edin and Garcin (1994)
Barrier P. persica x P. davidiana Italia De Salvador et al. (1991)
México Fila 2 P. persica México Desconhecida
México Fila 1 P. persica México Desconhecida

41



Tabela 1. Continuacao...

Porta-enxertos

introduzidos Espécie Origem Referéncia
1-67-52-9 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-67-52-4 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-67-55-9 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-67-54-12 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-67-53-5 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-93-27 P. persica EUA/ Texas Desconhecida
1-93-21 P. persica EUA/ Texas Desconhecida
I-67-57-14 P. persica Desconhecida Desconhecida
I-67-55-13 P. persica Desconhecida Desconhecida
1-93-38 P. persica EUA/ Texas Desconhecida
1-93-37 P. persica EUA/ Texas Desconhecida
1-93-30 P. persica EUA/ New Desconhecida
Jersey
Outras espécies (Prunus spp.)
Cereja Livramento P. sp. Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Cereja Tardia P. sp. Brasil/ SC EPAGRI
Cereja Precoce P. sp. Brasil/ SC EPAGRI
Mirabolano 29C P. cerasifera EUA Okie (1987)
Clone 15 P. mume Brasil/ SP Desconhecida
Rigitano P. mume Brasil/ SP Desconhecida
P. mume CPACT P. mume Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Marianna P. cerasifera x P. munsoniana Desconhecida Desconhecida
Santa Rosa P. salicina x P. simonii x P. Desconhecida Burbank (1907)
americana
Genovesa P. salicina Desconhecida Desconhecida
Julior P. insititia x P. domestica Desconhecida Desconhecida
P. kansuensis P. kansuensis Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
P. sellowii P. sellowii Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
P. manshurica P. manshurica Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
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Nemared

Figura 1. llustracdo da diversidade de caracteristicas foliares de alguns dos acessos que
compdem a colegdo de porta-enxertos de Prunus. (A) Folhas de Aldrighi Cléber, (B)
Prunus kansuensis, (C) Prunus sellowii, (D) Cerejeira Precoce, (E) Marianna, (F)
detalhes de limbo foliar, peciolo e nectario mais comuns entre 0s acessos do banco de

germoplasma, (G) Piazito e (H) Nemared.
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Figura 2. llustragdo da diversidade de caracteristicas florais de alguns dos acessos que
compdem a colecdo de porta-enxertos de Prunus. (A) Aldrighi, (B) 1-67-55-9, (C) Clone
15, (D) Cerejeira Precoce, (E) Cerejeira Tardia e (F) I-67-55-9.
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Figura 3. llustracdo da diversidade de caracteristicas de frutos e carocos de alguns dos
acessos que compdem a colecdo de porta-enxertos de Prunus. (A) Frutos do acesso
Tsukuba-1, (B) 1-93-21, (C) Santa Rosa e (D) Casc 1005, (E) carogos do acesso 1-67-
53-5e (F) Rosaflor.
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Figura 4. llustracdo de alguns dos acessos que compdem a colecdo de porta-enxertos de

Prunus em diferentes estadios de desenvolvimento. (A) Planta em estadio de

desenvolvimento vegetativo e (B) planta em estadio de desenvolvimento floral.
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Tabela 2. Caracteres qualitativos e quantitativos avaliados nos acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus.

No  Caractere Abreviagdo 1 2 3 4 5

Parametros qualitativos e seus estados e c6digos

1 Folha- forma FF Eliptica Eliptica Circular Oval -
estreita

2 Folha- cor matura FCM Verde Vermelha - - -

3 Folha- cor jovem FCJ Verde Vermelha - - -

4 Folha- jovem pigm. antocianica FIPAM Ausente Presente - - -

marg.

5 Folha- pubescéncia FP Ausente Presente - - -

6 Folha- margens FM Lisa Crenada Serrilhada - -

7 Folha- profundidade incisdes FPI Rasa Média Profunda Lisa -

8 Folha- posigdo nectarios FPN Ausente Folha Peciolo Fol. pec. -

9 Apice- pigmentacéo antocianica APA Ausente Presente - - -

10 Flor- cor FLC Rosa Branca - - -

11 Flor- posicao estigma/anteras FLPEA Abaixo Acima - - -

12 Fruto- formato FRF Ovalado Truncado Circular Conico Oblato

13 Fruto- pubescéncia FRP Ausente Presente - - -

14 Fruto- cavidade pedtnculo FRCP Rasa Profunda Lisa - -

15 Fruto- cor maturacéo FRCorM Roxo Verde Amarelo Branco Vermelho

16 Fruto- cor de fundo FRCorF Verde Amarelo Branco Vermelho -

17 Fruto- cor de polpa FRCorP Vermelha Amarela Branca - -

18 Fruto- cor de polpa ao redor carogo  FRCorRC Ausente Presente - - -

19 Fruto- aderéncia carogo FRAC Né&o Aderente - - -
aderente

20 Caroco- forma CF Arredondado  Eliptico Circular - -

21 Carogo- superficie Cs Cavidades e  Sulcos Grandes Semi-lisa  Lisa
sulcos cavidades

Pardmetros quantitativos e suas unidades

1 Folha- angulo &pice FLAA Grau (°)

2 Folha- angulo base FLAB Grau (°)

3 Folha- comprimento peciolo FLCP Mm

4 Folha- comprimento limbo FLCL Mm

5 Folha- largura limbo FLL Mm

6 Folha- razdo comp.fol./largura fol. = FLRCFLF Valor

7 Folha- razdo comp.pec./comp. fol. = FLRCPCF Valor

8 Folha- nimero de nectarios FLNN Valor

9 Flor- tamanho FLT Mm

10 Flor- namero de pétalas FLNP N°

11 Flor- namero de sépalas FLNS N°

12 Flor- nimero de anteras FLNA N°

13 Fruto- massa FRM Gr

14 Fruto- didmetro longitudinal FRDLong Mm

15 Fruto- didmetro latitudinal FRDLat Mm

16 Fruto- razdo massa/diam. long. FRRMDLong Valor

17 Fruto- razdo massa/diam. lat. FRRMDLat Valor

18 Fruto- porcentagem cor de matur. FRPC %

19 Fruto- massa de polpa FRMP Gr

20 Carogo- massa CM Gr

21 Carogo- diametro longitudinal CDLong Mm

22 Caroco- didmetro latitudinal 1 CDLatl Mm

23 Caroco- diametro latitudinal 2 CDLat2 Mm

24 Améndoa- didmetro longitudinal ADLong Mm

25 Améndoa- didmetro latitudinal 1 ADLat Mm

26 Améndoa- didmetro latitudinal 2 ADLat Mm

Nota: mm- milimetros, N°- ndmero, % porcentageme gr- gramas.
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Tabela 3. Suméario dos parametros de diversidade genética obtidos pela avaliagdo de 21 caracteres qualitativos e
26 quantitativos nacolecdo de porta-enxertos de Prunus.

Caracteres qualitativos Caracteres quantitativos
Caractere  Na Ne I PD Caractere Na Ne | PD
FF 3 1,43 0,57 0,30 FLAA 1 4,68 1,80 0,79
FCM 2 1,17 0,28 0,15 FLAB 10 4,59 1,85 0,78
FCJ 2 1,25 0,35 0,20 FLCP 12 6,64 2,08 0,85
FIPAM 2 1,27 0,37 0,21 FLCL 12 7,87 2,22 0,87
FP 2 1,08 0,17 0,08 FLL 3 1,28 0,44 0,22
FM 3 1,94 0,73 0,48 FLRCFLF 11 7,30 2,14 0,86
FPI 4 1,39 0,58 0,28 FLRCPCF 16 581 2,13 0,83
FPN 4 2,32 1,05 0,57 FLNN 7 3,00 1,36 0,67
APA 2 1,68 0,59 0,40 FLT 12 7,45 2,21 0,86
FLC 2 1,29 0,38 0,22 FLNP 4 1,13 0,28 0,11
FLPEA 2 1,90 0,67 0,47 FLNS 3 1,06 0,15 0,06
FRF 5 2,64 1,14 0,62 FLNA 8 5,96 1,90 0,83
FRP 2 1,17 0,27 0,11 FRM 7 519 1,77 0,81
FRCP 3 2,05 0,77 0,51 FRDLong 9 4,88 1,80 0,79
FRCorM 5 2,43 1,05 0,59 FRDLat 8 4,88 1,80 0,79
FRCorF 4 1,55 0,70 0,35 FRRMDLong 6 5,26 1,72 0,82
FRCorP 3 2,08 0,78 0,52 FRRMDLat 6 5,04 1,68 0,80
FRCorRC 2 1,98 0,69 0,49 FRPC 4 3,63 1,33 0,72
FRAC 2 1,96 0,68 0,49 FRMP 7 519 1,77 0,81
CF 3 1,26 0,41 0,21 CM 9 6,47 2,00 0,85
CS 5 2,47 1,08 0,59 CDLong 9 5,89 1,93 0,83
Média 2,95 1,73 0,63 0,37 CDLatl 8 5,35 1,81 0,81
Total 62 36,28 - - CDLat2 1 6,19 2,04 0,85
ADLong 9 5,27 1,83 0,81
ADLatl 5 3,14 1,33 0,68
ADLat2 7 4,28 1,61 0,77
Média 8,23 4,90 1,65 0,73
Total 214 1274 - -

Nota: Na- nimero de categorias observadas, Ne- nimero de categorias efetivas, I- indice de diversidade de
Shannon, e PD- poder de discriminacao.
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Figura 5. Agrupamento dos 75 acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus. O dendograma foi obtido através da andlise de agrupamento UPGMA
usando-se a matriz de distancias gerada pelo coeficiente Jaccard (Jaccard, 1908), baseada na avaliacdo de 47 caracteres fenotipicos. Os acessos estdo
identificados por grupo de acordo com cores: amarelo- sul-brasileiro, vermelho- introduzidos e verde- outras espécies. (B) Plot de estimativa da estrutura

fenotipica por diferentes valores de K, valores de similaridade média de pares permutados (H’) e valores de delta K (AK).
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Figura 6. Disperséo tridimensional dos acessos da colegdo de porta-enxerto de Prunus,
baseada na analise de Coordenadas Principais (PCoA). Os valores das coordenadas
principais sdo PCol= 31,51%, PCo2= 4,72% e PCo3= 4,03%, obtidos pela analise
Eigen através da matriz de distancia fenotipica Jaccard (Jaccard, 1908). Os grupos que

compdem a colecdo estdo representados por diferentes circulos coloridos.
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Tabela 4. Vetores Eigen, valores Eigen, porcentagem de variancia e variancia acumulada de
trés coordenadas principais dos 75 acessos de porta-enxertos de Prunus para 0s 47 caracteres
fenotipicos avaliados.

Eigen Vectors

Acessos PCo 1 PCo 2 PCo 3
Capdeboscq 0.601 -0.196 -0.084
Aldrighi 0.601 -0.182 -0.147
Aldrighi Cléber 0.620 -0.163 -0.062
Tardio-01 0.594 -0.141 -0.169
Rosaflor 0.518 -0.075 0.182
Deguia 0.608 -0.153 -0.042
Piazito 0.515 -0.078 -0.091
Nem-CPACT 0.565 0.015 0.125
WFM-ESM-07-01 0.622 -0.148 -0.247
WFM-ESM-07-02 0.617 -0.169 -0.206
WFM-ESM-07-03 0.617 -0.155 -0.287
WFM-ESM-07-04 0.662 -0.143 -0.202
Cristal-Taquari 0.835 -0.022 -0.058
Choréo 0.808 -0.068 0.061
Farrapos 0.815 -0.029 0.134
Bolinha 0.615 -0.091 -0.094
Casc-1005 0.578 -0.072 -0.060

A  Cons-594 0.743 -0.127 -0.198
Prunus persica 0.475 0.254 -0.153
Maracotéo 0.642 -0.157 -0.122
Turquesa 0.626 -0.0%4 -0.210
FRM-AGA-08-55 0.779 0.044 -0.117
GGS-TUR-08-31 0.843 0.007 -0.043
GGS-TUR-08-30 0.705 0.053 -0.078
GGS-TUR-08-27 0.832 0.008 -0.080
COAS-AME-08-25 0.734 0.032 -0.108
COAS-AME-08-22 0.745 0.002 -0.157
COAS-AME-08-17 0.756 0.023 -0.111
COAS-SAA-08-17 0.771 0.002 -0.116
JCB-PLA-08-16 0.634 -0.161 -0.059
JCB-PLA-08-15 0.613 -0.122 -0.026
JCB-PLA-08-13 0.606 -0.101 -0.136
JCB-PLA-08-11 0.652 -0.196 -0.251
MF-JUB-08-09 0.602 -0.162 -0.227
MF-GRA-08-01 0.614 -0.104 -0.193
1-67-52-9 0.472 0.015 0.297
I-67-52-4 0.604 -0.060 0.188
I-67-55-9 0.479 -0.012 0.375
I-67-54-12 0.554 -0.022 0.238
I-67-53-5 0.515 0.022 0.361
1-93-27 0.573 -0.046 0.380
1-93-21 0.593 -0.161 -0.134
I-67-57-14 0.603 -0.056 0.219
I-67-55-13 0.540 -0.011 0.147

B 1-93-38 0.582 -0.063 0.119
1-93-37 0.569 -0.057 -0.040
1-93-30 0.556 -0.129 -0.136
Ishtara 0.273 0.435 -0.061
GxXN9 0.359 0.190 0.132
GF-677 0.464 0.338 0.090
Cadamann 0.310 0.424 -0.034
Barrier 0.340 0.334 0.031
Tsukuba-2 CPACT 0.484 0.052 0.508
México Fila-2 0.607 -0.092 0.092

México Fila-1 0.577 -0.108 0.121



Tsukuba-1 0.427 -0.032 0.354

Tsukuba-2 0.423 -0.002 0.604
Tsukuba-3 0.431 -0.027 0.587
Flordaguard 0.457 0.053 0.459
Okinawa 0.592 -0.034 0.193
Nemared 0.493 0.041 0.164
Prunus mume CPACT 0.289 0.450 -0.055
Mirabolano 29C 0.276 0.539 -0.139
Marianna 0.314 0.472 -0.155
Julior 0.204 0.328 -0.143
Clonels 0.367 0.536 -0.105
Prunus manshurica 0.195 0.426 -0.019
C Rigitano 0.348 0.573 -0.094
Genovesa 0.223 0.247 0.122
Santa Rosa 0.367 0.163 0.015
Cerejeira Livramento 0.294 0.39%4 -0.068
Cerejeira Tardia 0.301 0.523 -0.058
Cerejeira Precoce 0.230 0.364 -0.087
Prunus sellowii 0.347 0.189 0.030
Prunus kansuensis 0.502 0.044 0.013
Eigen Value 2,363 3,542 3,029
Variacdo 31,51% 4,72% 4,03%
Variagdo acumulada 31,51% 36,23% 40,26%

Nota: A- grupo de acessos de porta-enxertos Sul-brasileiros, B- grupo de acessos de porta-
enxertos Introduzidos e C- grupo de acessos de porta-enxertos de outras espécies de Prunus.



Tabela 5. Suméario da analise de particionamento de variancia morfolégica entre gurpos, e dentro de
grupos que constituem a cole¢do de porta-enxerto de Prunus com o teste de probabilidade de 1023
permutacdes (Excoffier et al., 1992).

Fonte de variagdo  Graus de liberdade izg(‘jara(:jeo s \?2 rrirgzggentes de \Fl’grricagr;?gem de
Entre grupos 2 102,912 1,79874 Va 17,46

Dentro de grupos 72 612,141 8,50196 Vb 82,54

Total 74 715,053 10,30071 100

indice de fixacdo Fsr: 0,175

Figura 7. Diferenciagdo dos grupos de acessos da cole¢do de porta-enxertos de Prunus pelo
indice de fixacdo (Fs7) obtido através do teste de probabilidade com 1023 permutagdes

(Excoffier et al., 1992).

Sul-brasileiros
0.005
21%

Qutras espécies
0.012
49%

Figura 8. indice de fixacdo (Fst) médio por acesso de cada grupo de porta-enxertos de
Prunus da colegdo, obtido através da analise de particionamento da variancia pelo teste de

probabilidade de 1023 permutacdes (Excoffier etal., 1992).

53



ARTIGO 2

Estimativa da diversidade, estrutura e relagcdo genética de
porta-enxertos de Prunus baseados na avaliagdo de loci SSR

[Artigo a ser submetido a revista Theoretical and Applied Genetics (TAG)]
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Resumo: Os programas de melhoramento genético de prunaceas do Brasil estiveram voltados durante
muitos anos para a obtengdo de novas cultivares-copas, deixando de lado os porta-enxertos. Entretanto,
nos Ultimos anos esta perspectiva temse modificado, pois 6rgdos como a Universidade Federal de Pelotas
e a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) Clima Temperado tem dado maior
importancia as pesquisas voltadas ao melhoramento genético de porta-enxertos de Prunus. Ambos 0s
6rgdos possuem colecbes de germoplasma e a caracterizagdo genética destes faz-se necessaria. No
presente estudo deu-se enfoque na caracterizagdo da diversidade genética de uma colecdo de porta-
enxertos de Prunus da EMBRAPA Clima Temperado, a qual é constituida por 75 acessos. O objetivo foi
elucidar a relagdo genética existente entre 0s acessos e entre 0s grupos de acessos, e a estrutura genética
da colecdo, por meio de avaliagbes moleculares baseadas na andlise de 17 loci SSR. O dendograma
UPGMA obtido a partir da matriz de distancia genética obtida pelo coeficiente Nei & Li, ndo foi capaz de
distinguir todos os acessos da cole¢cdo pelos loci SSR avaliados. Os acessos que ndo se distinguiram
foram Tsukuba-1, Tsukuba-2 e Tsukuba-3, os quais provavelmente foram selecionados a partir de uma
populacdo de seedlings com origem comum. O dendograma UPGMA juntamente com a abordagem
Bayesiana possibilitou a identificagdo de trés pools alélicos, os quais sdo constituidos em grande parte por
acessos de um Unico grupo da colegdo. Os acessos do grupo sul-brasileiro originarios de coletas, ndo
possuem genealogia conhecida, e estes apresentaram em parte (32,35%) estreita relagdo genética com os

acessos Aldrighi e Capdeboscq, que tradicionalmente no Rio Grande do Sul foram os principais porta-
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enxertos utilizados na producdo de mudas. A analise de coordenadas principais mostrou-se menos efetiva
para a deteccdo dos grupos que constituema colecdo quando comparada com os agrupamentos UPGMA e
Bayesianos. O grupo de acessos introduzidos de outros paises foi 0 que mais contribuiu para a diversidade
genética. No entanto, devido os grupos ndo serem constituidos pelo mesmo nimero de acessos, a
proporcdo de contribuicdo do grupo de outras espécies foi maior do que a dos demais grupos, como ja era
esperado, pois as maiores diferencas moleculares e morfol6gicas sdo encontradas entre espécies distintas .
Concluiu-se que a abordagem Bayesiana juntamente com a hierarquica foram eficientes para detectar trés
pools alélicos, os quais temalta relagdo com os grupos que compdema colecdo, sendo que dois destes sdo
integrantes da subfamilia Amygdalus e o terceiro da Prunophora. Além disso, possibilitou avaliar-se a

diversidade genética da colecéo.

Palavras-chave: Prunus spp. - SSR - diversidade genética - relagdo genética - estrutura genética -

abordagem hierarquica - abordagem Bayesiana.
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Abstract: The breeding programs of prunaceas in Brazil for many years been directed to obtain new
scion cultivars, leaving aside the rootstocks. However, in recent years this view has changed because
agencies like Federal University of Pelotas and EMBRAPA (Brazilian Agricultural Research
Corporation) Clima Temperado has given greater importance to research aimed at breeding rootstocks
Prunus. Both institutions have collections, and genetic characterization of these is necessary. In this
context, the present study focus on the genetic diversity characterization of Prunus rootstocks collection
belonging EMBRAPA Clima Temperado, which consists of 75 access. The aim was to elucidate the
genetic relationships among the access and between groups of accessi, and genetic structure of collection,
through evaluations based on molecular analysis of 17 SSR loci. The UPGMA dendogram obtained from
the genetic distance matrix computed by Nei & Li coeficiente, was not able to distinguish all accessions
of collection by SSR loci evaluated. Tsukuba-1, Tsukuba-2 access were not distinguished and Tsukuba-3,
which probably were selected from a population of seedlings with common origin. The UPGMA
dendrogram with the Bayesian approach allowed the identification of three allelic pools, which consist
largely of accesses of a single group of collection. The South Brazilian access originating from
collections samples, have not known pedigree, and they showed in part close genetic (32.35%)
relationship with the Aldrighi and Capdeboscq access, traditionally in Rio Grande do Sul were the main
rootstocks used in the production of seedlings. The principal coordinates analysis was less effective for
forming groups compared to Bayesian groups by UPGMA. The group of access introduced globally was
the largest contributor to genetic diversity. However, because the groups are not formed by the same
number of requests, the proportion of contribution from the other species was larger than that of the other
groups, as expected, because the larger molecular and morphological differences are found between
different species. In conclusion, the Bayesian approach with the hierarchy were effective to detect allelic
pools, which is high compared with the groups that make up the collection, and two of these are members
of the subfamily of Amygdalus and third Prunophora. Furthermore, it was possible to evaluate the genetic

diversity of the collection.

Keywords: Prunus spp. - SSR - genetic diversity - genetic relationship - genetic structure - hierarchical

approach - Bayesian approach.
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Introducdo

A familia Rosaceae abrange aproximadamente 90 géneros e trés mil espécies, dentro dela esta
inserida a subfamilia Prunoideae, que se divide nos subgéneros Prunophora (onde estdo inseridas as
diferentes espécies de ameixeira) e Amygdalus (composta principalmente pelas variedades botanicas de
pessegueiro, damasqueiro e amendoeira). Dentre as inUmeras espécies do género Prunus, as de maior
importancia agrondmica sdo: P. persica (L.) Batsch (pessegueiro e a nectarineira), P. salicina L.
(ameixeira japonesa), P. domestica L. (ameixeira europeia), P. armeniaca (L.) Kostina (damasqueiro); P.
cerasus (cerejeira acida); P. avium (cerejeira doce) e P. amygdalus (améndoeira) (Potter, 2003). Estas
espécies sdo utilizadas como fonte de producéo de frutas, 6leos e madeira, alémde serem utilizadas como
ornamentais e porta-enxertos.

No Brasil, a espécie de maior importancia dentro do género Prunus é a P. persica. A introducéo
da cultura ocorreu pela Capitania de Sdo Mcente (atual Estado de Sdo Paulo) por mudas de pessegueiros
trazidas da llha da Madeira, em 1532, por Martim Afonso de Souza. Posteriormente o0 pessegueiro
comecgou a ser cultivado no Estado do Rio Grande do Sul (regido Sul do Brasil), estado em que a cultura
mais seexpandiu em area cultivada no pais (Raseira et al., 2008).

No ano de 2010, o Brasil ocupou a décima quarta posi¢cdo no ranking mundial de producéo de
péssegos e nectarinas (FAOSTAT, 2012), coma producéo de 220.739 Mg (IBGE, 2012). Mesmos assim, a
producdo foi insuficiente para suprir a demanda do mercado interno, sendo compensada pelas
importacdes, 0 que acabou contribuindo negativamente para a cadeia produtiva de frutas de carogo. Um
dos motivos da necessidade de importacdo de péssegos e nectarinas foi a baixa produtividade média da
principal regido produtora do pais, o Sul do Brasil. O estado do Rio Grande do Sul apresenta
produtividade média de 8,95 Mg ha™, que é baixa quando comparada com a produtividade média dos
outros estados, os quais chegaram a apresentar médias acima de 20 Mg ha™* (estados de Minas Gerais e
S&o Paulo) (IBGE, 2012).

A baixa produtividade dos pomares de prunaceas no estado do Rio Grande do Sul esta
relacionada ao predominante cultivo de frutas para a agroinddistria, a qual tem valor de mercado inferior
as frutas de consumo in natura, o que consequentemente afeta os investimentos em tecnologia e no
manejo de producdo. Além disso, problemas de ordem climatica, fitossanitaria e de indefinicdo no uso de
porta-enxertos utilizados nos pomares do RS influenciam negativamente a producéo de frutas de carogo.
Os porta-enxertos utilizados séo tradicionalmente obtidos a partir de sementes de carog¢os oriundos das
agroindustrias de conservas, normalmente derivados de misturas de cultivares de ciclo tardio, nos quais se
enxertam borbulhas de cultivar-copa de interesse para a producdo de mudas (Tofanelli et al., 2001).

As mudas de pessegueiros obtidas por esse método ndo possuem garantia de qualidade genética
e sanitaria do porta-enxerto, resultando consequentemente na perda de caracteristicas agrondmicas
desejaveis, o que afeta de forma negativa a producdo de frutas de prunaceas (Fachinello, 2000; Tofanelli
et al., 2003). Os principais problemas associados ao uso desse tipo de semente para produgédo de porta-
enxertos sdo: o varidvel estande de plantas devido a variabilidade genética existente e a desconhecida
tolerancia a estresses bidticos e abidticos. Além disso, as cultivares-copa de onde sdo obtidos os carogos

para a producdo de porta-enxertos ndo foram selecionadas para a resisténcia ao ataque de pragas e

58



doencas do solo, o que pode aumentar os danos causados pela sindrome conhecida como morte precoce
do pessegueiro (Mayer et al., 2009). Neste contexto, as pesquisas nas areas de fisiologia e melhoramento
genético vegetal sob os principais pontos que limitam o aumento da producdo de prunaceas sdo de
fundamental importancia para o desenvolvimento de genétipos de porta-enxertos adaptados as condicdes
do estado para que em parte possam aumentar a producdo de péssego da principal regido produtora do
Brasil.

Os principais 6rgdos de pesquisa em atuagdo na regido sul do Brasil na linha de porta-enxertos
de Prunus sdo a Universidade Federal de Pelotas juntamente com a EMBRAPA CPACT (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria- Centro de Pesquisa Agropecuaria em Clima Temperado), ambas
possuindo colegdes de germoplasma com genoétipos de selecdo local, introduzidos de outros paises e
derivados de cruzamentos controlados. Essas instituicdes tem desenvolvido pesquisa buscando identificar
e selecionar novos genotipos de porta-enxertos mais adaptadas as condi¢es ambientais do Rio grande do
Sul e com resisténcia as principais pragas e doengas de solo que limitam a produtividade da cultura
(Fachinello & Bianchi et al., 2005). Assim, estudos de caracterizacdo da diversidade genética existente
em bancos de germoplasma e colecbes se fazem necessarios, com o intuito de auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para a conservacdo dos acessos e também para auxiliar programas de
melhoramento vegetal.

Os marcadores moleculares tém sido tradicionalmente utilizados para a caracterizagcdo de
diversidade genética e identificacdo de porta-enxertos de Prunus. Dentre os marcadores moleculares,
varios tipos tém sido empregados com sucesso para estudos de diversidade genética em espécies do
género Prunus como: RAPD (Randomly Amplification Poly morphic DNA) (Bianchiet al., 2003; Cheng,
2007; Mayer et al., 2008; Ercisli et al., 2009; Sharma & Sharma, 2010; Nikoumanesh et al., 2011), RAMP
(Ramdom Amplified Microsatellite Polymorphism) (Cheng, 2001), SSR (Simple Sequence Repeat)
(Bianchi et al., 2004a; Bianchi et al., 2004b; Bouhadida et al., 2009; Martin et al., 2011) e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Bianchi et al., 2002; Xu et al., 2006; Wickert et al., 2007).

Dentre esses marcadores, os baseados em loci SSR se destacam por serem altamente
polimérficos, pois sua composicdo e taxa de mutacdo sdo influenciadas pela variavel tempo, possuem
carater co-dominante, comportamento seletivo neutro, heranca mendeliana, podem estar geneticamente
ligados a caracteristicas quantitativas, além de ndo sofrerem influéncia das interagBes epistaticas e
pleiotropicas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Devido a estas caracteristicas, os marcadores moleculares
do tipo SSR sdo muito importantes para a analise de variabilidade e diversidade genética, quando
comparados aos marcadores baseados em caracteres morfoldgicos que muitas vezes ndo sdo capazes de
diferenciar determinadas cultivares de Prunus, principalmente quando se trata de P. persica, pois esta
possuiuma estreita base genética.

Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi caracterizar a variabilidade e a diversidade
genética existente dentro dos diferentes grupos de acessos que compdem a colecdo de porta-enxertos de
Prunus pertencente a EMBRAPA Clima Temperado, elucidar a estrutura e analisar a relagdo genética
existente entre 0s acessos e entre 0s grupos de acessos que compfem a colegdo, com base no

polimorfismo de loci SSR.
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Material e métodos

Material vegetal

O material vegetal avaliado no presente estudo foi proveniente da "Colecdo Porta-enxerto de
Prunus", mantida em area experimental (condicdes de campo) na Sede da Embrapa Clima Temperado
(Apéndice 1), sendo constituidos por 34 acessos de cultivares-copa, obtidas por selecdo e coletas
realizadas em propriedades rurais nos distritos de Pelotas e Morro Redondo (Figura 1), regido sul do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil; 28 acessos de porta-enxertos introduzidos de outros paises como
EUA, Franca, Hungria, Italia, Japdo e México; e 13 acessos de outras espécies do género Prunus. A lista

dos acessos utilizados neste estudo e a suaorigem estadescrita na tabela 1.

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi isolado utilizando o procedimento descrito Doyle & Doyle (1987) com
modificacdes, conforme descrito a seguir: 150 mg de folhas jovens completamente expandidas foram
maceradas em nitrogénio liquido, condicionadas em tubos Eppendorf estéreis de 1,5 ml e adicionando
750 pl de tampéo de extragdo CTAB (100 mM de Tris-HCI, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA, 2% de
CTAB, 1% de PVP, 0,5% de B-Mercaptoetanol). Apos, as amostras foram incubadas a 65°C por 60 min,
posteriormente adicionou-se igual volume de CIA 24:1 (Cloroférmio: Alcool Isoamilico) mantendo-as
sob agitacdo por 10 min. e logo ap6s centrifugadas a 12.000 g por igual periodo de tempo. A fase
sobrenadante foi recuperada cuidadosamente e misturada com igual volume de isopropanola -20°C, para
a precipitacdo dos acidos nucléicos. Seguido desta etapa realizou-se lavagens do pellet com 2 mL de
etanol 70% e 100% respectivamente, que ap6s completamente seco foi diluido em 150 pl de TE (Tris-
HCL 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8.0) contendo 0,5 ug mL™* de RNase e incubado a 37°C por 60 min.
para a digestdo do RNA.

A quantificacdo do DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, com marcador
de peso molecular de DNA do fago Lambda digerido com Hind 111 (Invitrogen®). O gel foi corado com
brometo de etideo e visualizado em equipamento fotodocumentador VilberLourmat® sob raios UVs
(ultravioletas). Ap6s as amostras foram padronizadas para a concentracdo 20 ng pl™ e armazenadas a

temperatura de -20°C para o subsequente uso emamplificagdes por PCR (Polymerase Chain Reaction).

Amplificagdo de DNA
O DNA gendmico isolado foi amplificado por PCR utilizando 17 pares ou conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores (primers) para loci SSR da série BPPCT e UDP, cujas sequencias e

caracteristicas estdo descritas na tabela 2, e a posi¢do nos grupos de ligacdo na figura 2.
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A reacdo de PCR foi realizada com o volume final de 25 pl, contento 2,5 pL de tampéo 10X; 2
mM de MgCl,; 125 uM de dNTPs; 0,125 uM de cada primer; 40 ng de DNA gendmico; 1 unidade de Taq
polimerase (Ludwig®) e adgua milli-Q estéril. A PCR foi realizada em termociclador Bio-Rad modelo
ICycler®. O programa utilizado para amplificacdo das amostras foi de: 1 ciclo de 94°C por 5 min.; 35
ciclos de 94°C por 45 seg., temperatura de anelamento entre 58 a 60°C por 1 min., dependendo da
caracteristica de cada par de primer, 72°C por 2 min. e 30 seg.; 1 ciclo de 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram desnaturados com 32% de SD [solucdo desnaturante (99% de
formamida; 0,5% de EDTA 0,5M; 0,25% de azul de bromofenol e 0,25% de xileno cianol)] a temperatura
de 95°C por 5 min. e imediatamente condicionados em gelo. Destas amostras desnaturadas retirou-se 4,5
pL para aplicacdo em gel de poliacrilamida 5% com tampdo TBE 1X (89 mM de Tris; 0,89 M de 4cido
bérico e 8 mM de EDTA pH 8,0). Para o controle do tamanho dos alelos foi aplicado 4,5 pL de
marcadores de peso molecular Ladder de 50 e 100 pb da marca Ludwig®. A eletroforese foi conduzida em
voltagem de 9 Vecm™ por 2 horas e 30 min., e a revelagdo foi realizada com nitrato de prata conforme o

protocolo descrito por Bassam et al. (1991).

Analise dos dados

Anélise de géis e conversdo de dados

Os perfis eletroforéticos dos géis de acrilamida foram fotografados e analisados de forma
manual. A presenca e a auséncia de alelos para cada locus e acesso foram registradas em uma matriz de
dados. Alelos nulos foram atribuidos aos acessos com produtos de amplificagdo ndo confirmados sob as
condicdes normais de amplificacdo por PCR.

As anédlises foram conduzidas utilizando-se diferentes matrizes. Algumas matrizes foram
construidas de forma manual e outras foram transformadas com o auxilio do software CONVERT Ver.
1.31 (Glaubitz, 2004), o qual converte uma matriz padrdo para diferentes formatos de arquivos, para
analises posteriores em softwares distintos.

As anélises estatisticas foram conduzidas de forma conjunta e separadas na forma de grupos,
de acordo com a classificacdo dos acessos que constituem a colecdo de porta-enxertos de Prunus da

Embrapa Clima Temperado (Tabela 1). O detalhamento das analises moleculares esta descrito a seguir.

Parametros de diversidade genética

As analises dos parametros de diversidade genética para cada locus e para todo o banco de
germoplasma e cada grupo de acessos foram: nimero de alelos por locus (Na); nimero efetivo de alelos
(Ne=1/1-He) (Hartl and Clark, 1989); frequéncia alélica; heterozigosidade esperada (He = 1 -ZPijz, onde
pi é a frequéncia alélica na populacéo i" para cada locus); heterozigosidade observada (Ho) foi calculada a
partir do nimero de acessos heterozigotos dividido pelo nimero total de acessos (Nei, 1973); indice de
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fixacdo ou coeficiente de endogamia (F = 1 — Ho/He) (Wright, 1978); e o indice de informacdo de
Shannon (Lewontin, 1972). Tais parametros foram calculados utilizando o software POPGENE Ver. 1.32
(Yeh etal., 1997).

O conteddo de informagéo polimérfica [PIC= 1-Ypi*>-Y 2pi’p;’ (Botstein et al., 1980)], o qual
determina a habilidade de um marcador discriminar dois acessos aleatoriamente foi estimado para cada
locus como software POWERMARKER Ver. 3.25 (Liu & Muse, 2005). O software IDENTITY Ver. 1.0
(Wagner & Sefc, 1999) foi empregado neste estudo para determinar a probabilidade de alelos nulos (r=
[He-Ho]/[1+He]) e a probabilidade de identidade [Pi = 1 - Y pi* + Y(2pipj)?]. Para a probabilidade de
identidade assume-se que dois genétipos tem a probabilidade de serem aleatoriamente idénticos baseado

na observacao da frequéncia alélica e na escolhade locus ao acaso (Paetkau et al., 1995).

Agrupamento dos acessos

A anélise de relacdo genética entre os acessos foi conduzida pelo coeficiente Nei & Li (1979),
posteriormente realizou-se a anélise de agrupamento com o método de médias aritméticas UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (Sneath & Sokal, 1973), os resultados foram
apresentados na forma de dendograma. O coeficiente de correlagdo cofenética foi calculado com o teste
de Mantel (Mantel, 1967) utilizando 1000 permutacfes para avaliar o grau de confiabilidade entre a
matriz de similaridade e os dados de agrupamento. As analises descritas acima foram conduzidas com o
software NTSYS-PC Ver. 2.1 (Rohlf, 2000). A analise de bootstrap foi conduzida utilizando 1000
réplicas no software WINBOOT Ver. 1.0 (Yap & Nelson, 1996) para avaliar a robustezdo dendograma.

A anélise Eigen foi conduzida para a obten¢do das coordenadas principais (PCoA). Os
resultados da analise de coordenadas principais da diversidade genética da colecdo de porta-enxertos de
Prunus foram representados em grafico tridimensional. As andlises e a representagdo grafica foram
também realizadas no software NTSYS-PC Ver. 2.1 (Rohlf, 2000).

Agrupamento dos acessos baseado em abordagem Bayesiana

A estrutura genética da colecdo de porta-enxertos foi elucidada com o emprego da abordagem
Bayesiana de agrupamento do software STRUCTURE Ver. 2.3.1 (Pritchard et al., 2000; Falush et al.,
2003). Os agrupamentos foram detectados com o emprego de um modelo de combinagéo, que utiliza a
correlacdo das frequéncias alélicas entre os agrupamentos (K), e com o modelo de ancestralidade
Admixture Model. A partir deste modelo foram computadas 10 réplicas para valores de K de 1a 12
analisados por um periodo de gravagdo de 20* seguido de 20° interagdes. O nimero correto de
agrupamentos (K) foi identificado com o auxilio do software on line STRUCTURE HARVESTER Ver.
0.6.92 (Earl & Von Holdt, 2012), o qual emprega o método estatistico de AK descrito por Evanno et al.
(2005), com os valores de K de 1 a 12. As réplicas das andlises de agrupamento dos valores de K

selecionados foram posteriormente sumarizadas pelo software CLUMPP Ver. 1.1.2 (Jakobsson &
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Rosenberg, 2007) com o algoritmo Greedy e Large K Greedy, utilizando 10* repeticées em combinacdes
aleatdrias, objetivando identificar os valores comuns e combinar os resultados de agrupamentos das dez
réplicas. Os resultados das combinacfes juntamente com os valores comuns de agrupamentos foram

representados de forma gréfica através do software DISTRUCT Ver. 1.1 (Rosenberg, 2004).

Relacdo genética dentro e entre 0s grupos

A relacdo genética entre os grupos foi conduzida através das andlises de distancia genética
(Nei, 1978), identidade genética (Nei, 1978) e andlise descritiva do compartilhamento de alelos. As
analises de distancia genética e identidade genética foram calculadas no software POPGENE Ver. 1.32
(Yeh et al., 1997). A partir dos resultados de frequéncias alélicas obtidos pela analise dos parametros de
diversidade genética, construiu-se um diagrama de Venn (Venn, 1880) para representar o nimero de
alelos compartilhados entre grupos e exclusivos de grupos.

A anélise de particionamento da variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi
calculada para verificar a relagdo genética existente entre grupos, entre acessos dentro de grupos e entre
0s acessos da colegdo de porta-enxertos. O teste de significancia da analise de varidncia molecular foi

conduzido com 1023 permutacdes calculadas com o software ARLEQUIN Ver. 3.1 (Excoffier, 2006).

Resultados

Anélise conjunta da diversidade genética

Neste estudo foram empregados inicialmente 17 pares de primers alvos de loci SSR isolados a
partir de pessegueiro (Tabela 2). Destes, dois deles (BPPCT008 e UDP96005) néo permitiram a
reproducdo dos resultados e apresentaram amplificagdo inconsistente, enquanto que os outros 15 foram
polimérficos, sendo estes utilizados para a analise dos 75 acessos da cole¢do de porta-enxerto de Prunus.
A amplificacdo destes loci resultou na identificagdo de um ou dois alelos por acesso, sendo desta maneira,
considerados como marcadores unilocus.

A avaliacdo dos 15 loci polimdrficos revelou 171 alelos, variando de sete (BPPCT030 e
UDP96019) a 18 (BPPCT002) e com média de 11,3 alelos por locus. O nimero de alelos efetivos
apresentou média de 3,76 e total de 58,1 (33,97%). O indice de informacdo de Shannon dos loci variou de
0,92 (UDP96109) a 2,14 (UDP98025), com média de 1,58 e o total de 23,7. A probabilidade de alelos
nulos apresentou valores variando entre 0,10 (UDP96008) a 0,31 (UDP98414), com a média de 0,23
alelos nulos por locus. Os resultados dos parametros de diversidade genética avaliados neste estudo estéo
apresentados natabela3 e 4.

A heterozigosidade esperada apresentou média de 0,69 com valores variando de 0,47
(UDP96019) a 0,83 (UDP96003). Em todos os loci avaliados a heterozigosidade observada apresentou

valores inferiores aos da heterozigosidade esperada, com valores variando de 0,09 (UDP98411) a 0,47
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(UDP96008). O parametro de indice de fixacdo de Wright, o qual mensura a deficiéncia ou excesso de
heterozigosidade, apresentou-se comvalores positivos e média de 0,58 por locus, indicando certo grau de
deficiéncia de heterozigosidade. O maximo valor de contetdo de informagdo polimérfica (PIC) detectado
foi de 0,83 (UDP96003, UDP98025 e UDP98407), 0 minimo de 0,52 (UDP96019) e média de 0,69. A
méaxima probabilidade de identidade (PD) (0,31) foi identificada para o locus que apresentou o0 menor
numero de alelos (UDP96019), e o melhor valor (0,04) para o locus (UDP96003) que apresentou o
segundo maior valor de alelos observados (17 alelos). A probabilidade de identidade total dos loci
avaliados foi de 9,5¢%°.

O numero total de alelos de baixa frequéncia (f<0,05) detectados foi de 113, sendo que a
frequéncia desses alelos por locus variou de 0,0296 (UDP96019) a 0,2392 (UDP96013), com média de
0,197 (Tabela 4). Além desse parametro, detectou-se 52 alelos Unicos distribuidos pelos 15 loci em 24
diferentes acessos (Tabela 5). Os parametros de frequéncia de alelos normais (£>0,051), raros e Unicos
estdo representados de forma gréafica na figura 5, demonstrando o nUmero de alelos por grupos,
compartilhados entre grupos e Gnicos.

O segundo e terceiro maiores valores detectados nos parametros de heterozigosidade esperada
(0,83 e 0,82) e indice de informacdo de Shannon (2,13 e 2,14), juntamente com o menor valor de
probabilidade de identidade (0,04) apresentaram relagdo com o segundo e terceiro maiores valores do
parametro de numero de alelos observados (17 e 16) respectivamente para os loci UDP96003 e
UDP98025.

Apos a analise conjunta dos parametros de diversidade genética, os 75 acessos foram divididos
em trés grupos, visando fazer inferéncias sobre a variabilidade genética dentro de cada grupo e qual a

contribuicdo para a diversidade genética total da colecdo de porta-enxertos.

Variabilidade genética entre acessos coletados na regido sul do Brasil

O primeiro grupo de acessos de porta-enxertos de Prunus da colecdo é constituido por 34
acessos originarios de coletas realizadas em diferentes pomares comerciais, com incidéncia da sindrome
da morte precoce, dos distritos de Pelotas e Morro Redondo, regido sul do Rio Grande do Sul-Brasil, e
cultivares copas, 0s quais apresentam potencial de uso como porta-enxertos. \Verificou-se uma alta
variabilidade nas taxas de polimorfismo nos 15 loci SSR estudados. Foram detectados o total de 69 alelos,
com valores variando de 2 (BPPCT024) a 7 (UDP96003 e UDP98411), com média de 4,5 alelos por
locus. A média de alelos efetivos detectada foi de 2,28, como minimo de 1,13 (BPPCT034 e UDP98411)
e maximo de 3,88 (UDP96003). O indice de informacdo de Shannon dos loci variou de 0,26 (BPPCT034
e UDP98412) a 1,53 (UDP98411), com média de 0,91. A probabilidade de alelos nulos apresentou
valores variando entre 0,01 (UDP96008) a 0,24 (UDP98414), e média de 0,12 alelos nulos por locus.

A heterozigosidade esperada apresentou média de 0,49, enquanto que a heterozigosidade
observada com média de 0,30. O parametro de indice de fixacdo de Wright apresentou valores positivos
variando entre 0,07 (UDP96008) indicando alto coeficiente de endogamia, préximo a panmixia (0), a 1,0
(UDP98411) indicando alta taxa de deficiéncia de heterozigosidade, e média de 0,42.
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O conteldo de informagdo polimérfica dos loci apresentaram maximo de 0,70 (UDP96003),
minimo de 0,11 (BPPCT034 e UDP98411) e média de 0,43. A maxima probabilidade de identidade
(0,80) foi identificada para o locus BPPCT034, e a minima de 0,11 para UDP96003 e UDP98407, e 0
total de 1,19™°.

Os maiores valores detectados no locus UDP96003 para os parametros de heterozigosidade
esperada (0,74) e indice de informacdo de Shannon (1,49), juntamente com o menor valor observado para
a probabilidade de identidade (0,11) estdo relacionados com o maior nimero de alelos observados (7),
assim como observado naandlise conjuntados 75 acessos.

A porcentagem de alelos de baixa frequéncia detectada dentro deste grupo foi de 48%, com
frequéncias variando de zero (BPPCT024) a 0,08 (UDP98407) (Tabela 6 A).

Variabilidade geneética entre acessos introduzidos no Brasil

O segundo grupo foi representado por 28 acessos de porta-enxertos introduzidos no Brasil
(Tabela 1), o qual objetiva-se realizar avaliagdes diretas sob o seu potencial de uso nas condicGes
brasileiras. Os 15 loci polimorficos avaliados permitiram distinguir todos os acessos, com exce¢do dos
acessos Tsukuba-1, Tsukuba-2 e Tsukuba-3. O total de alelos identificados foi de 107 alelos, com média
de sete alelos por locus, variando de trés (BPPCT024) a 12 (UDP98407). O locus BPPCT024 foi 0 menos
informativo para os seguintes parametros: nimero de alelos efetivos (2), indice de informacdo de
Shannon (0,83), heterozigosidade esperada (0,50) e observada (0), e contetdo de informagéo polimorfica
(0,43), quando comparado aos outros loci avaliados. O nimero de alelos efetivos apresentou seu melhor
valor com 5,19 alelos (UDP98407), apresentando média de 3,37 e total de 50,6 alelos efetivos neste
grupo.

Com relagdo ao indice de informacdo de Shannon, os resultados variaram desde o valor
observado no locus BPPCT024 a 1,96 observado no UDP98025. O indice de fixacdo de Wright
apresentou valores variando de 0,33 (UDP96008) a 1 (BPPCT024), com média de 0,68. O valor maximo
observado de indice de fixacdo de Wright observado no locus BPPCT024 indica uma deficiéncia em
heterozigosidade. A probabilidade de alelos nulos variou de 0,11 (UDP96008) a 0,39 (UDP98414)
apresentando média de 0,27.

O valor médio da heterozigosidade esperada foi de 0,68, enquanto que a média da
heterozigosidade observada foi de 0,21, com variacdo desde zero (BPPCT024) a 0,39 (BPPCT002). Os
loci UDP98025 e UDP98407 apresentaram os melhores valores para 0s parametros de conte(ido de
informagdo polimdrfica (0,78) e probabilidade de identidade (0,06) respectivamente, sendo que a
probabilidade de identidade total foi de 1,35¢™*°.

A porcentagemde alelos de baixa frequéncia detectada dentro deste grupo foi de 43,92%, com
valores de frequéncia alélica variando de zero (BPPCT024 e BPPCT030) a 0,2035 (UDP98025), com
média de 0,08 (Tabela 6 B)
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Diversidade genética entre acessos do grupo de outras espécies

O terceiro grupo, constituido por acessos de diversas espécies (Tabela 1), obteve-se total
transfereabilidade para o locus BPPCT002, com amplificacdo de alelos em todos os acessos avaliados,
enquanto que os demais pares de primers nao foram totalmente transferiveis. O locus BPPCT002 além de
ser transferivel para todos os acessos do grupo de outras espécies deste estudo, apresentou os melhores
valores para nimero de alelos observados (12); nimero de alelos efetivos (9,38); indice de informagédo de
Shannon (2,34); heterozigosidade esperada (0,89); heterozigosidade observada (0,69); e probabilidade de
identidade (0,02) que também compartilhou o mesmo valor (0,02) com outros dois loci (BPPCT034 e
UDP96008). O niimero total de alelos detectados foi de 99, e os loci polimdrficos apresentaram minimo
de 5 (BPPCT 026, BPPCT030 e UDP98414), com média de 6,6 alelos por locus. Identificou-se um total
de 70,9 alelos efetivos, com o minimo observado no locus UDP96018 (12).

O indice de informacdo de Shannon apresentou valor médio de 1,52. Ambos os parametros de
probabilidade de alelos nulos e indice de fixacdo de alelos de Wright apresentaramseus valores minimos
negativos para os mesmos loci (UDP96013 e UDP98414), os quais foram -0,15 e -0,03, respectivamente.
O locus UDP96013 também apresentou o menor valor (0,02) para o parametro probabilidade de
identidade, juntamente com os loci BPPCT034 e UDP96008.

O contetdo de informacdo polimérfica apresentou média de 0,69, com indices variando de
0,52 (UDP96019) a 0,83(UDP96003, UDP98025 e UDP98411).

A heterozigosidade esperada apresentou média de 0,67, enquanto a observada foi de 0,43. O
poder de discrimina¢do apresentou o menor valor (0,68) para os locus UDP96018, com média de 0,67.

Os maiores valores detectados no locus BPPCTO002 para os pardmetros de heterozigosidade
esperada (0,89) e indice de informacdo de Shannon (2,34), juntamente com o menor valor observado para
a probabilidade de identidade (0,02), estdo relacionados com o maior nimero de alelos observados nesse
locus (12). Esta relagdo também foi observadanos loci UDP96008 e BPPCTO034.

A porcentagem de alelos de baixa frequéncia detectada dentro deste grupo foi de 17,17%, com
valores de frequéncia variando de zero (BPPCT024, BPPCT026, BPPCT030, UDP96013, UDP96018,
UDP96019, UDP98407, UDP98412 e UDP98414) a0,2694 (BPPCT002) (Tabela 6 C).

Identificacdo de diferentes acessos

A combinacgdo dos resultados dos diferentes loci SSR avaliados foi usada para distinguir os 75
acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus avaliados neste estudo. A combinagdo dos resultados
gerou 72 perfis genéticos Unicos e trés idénticos. Os acessos que ndo se diferenciaram pelos 15 loci

avaliados foram os acessos Tsukuba-1, Tsukuba-2 e Tsukuba-3, do grupo de porta-enxertos introduzidos.
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Relagdo genética entre acessos e estrutura genética

A elucidacdo da relacdo genética entre os acessos de porta-enxertos de Prunus esta
demonstrada na forma de um dendograma (Figura 3A), o qual foi obtido pelo algoritmo UPGMA a partir
da matriz de distancia genética de Nei & Li (1979), baseada no polimorfismo de 15 loci. O teste de
Mantel foi empregado para verificar o grau de confiabilidade entre a matriz de distancia e os dados de
agrupamento, o que resultou no valor de 0,90 indicando uma 6tima correlacdo. A partir da analise de
agrupamento UPGMA foi possivel constatar a alta taxa de diversidade genética existente dentro da
colecdo, com distancia variando desde 0,01 a 1,00, com variagdo de até 99,99 entre acessos.

A abordagem Bayesiana foi empregada com todo o conjunto de loci para a identificacdo de
pools alélicos. O teste do K verdadeiro baseado na estatistica de delta (A) K descrita por Evanno et al.
(2005) foi aplicado para identificar os melhores Ks entre K=4 e K=11, revelando o valor de K=5 como
sendo o melhor valor de agrupamentos (Figura 3B). O teste do K verdadeiro mostrou K=5, K=7 e K=9
como os melhores Ks entre 5e 11. O agrupamento Bayesiano de K=5 apresentou valor de AK de 8,81,
K=7 com AK=1,82 e K=9 AK=1,10. O agrupamento de K=3 apresentou valor de AK=93,26. A
sumarizagdo das 10 réplicas da abordagem Bayesiana para cada valor de K foi realizada com o software
CLUMPP utilizando o algoritmo Greedy para K=3, K=5 e K=7, e Large K Greedy para K=9. Os
diferentes algoritmos foram utilizados devido ao limite de recursos computacionais, pois as analises
foram computadas em uma estacdo de trabalho com processador Intel® Xeon®, ndo havendo problema
para computar 0os conjuntos de dados de K=3 e K=5, mas havendo para K=9. Dentre 0s valores de K=7 e
K=9 optou-se pelo K=9, devido este apresentar a melhor similaridade média de pares permutados e por
melhor discriminar em grupos os acessos. Os resultados das sumarizagGes estdo representados
graficamente na Figura 3B com os respectivos valores de similaridade média de pares permutados (H’)
para cada K.

A abordagem Bayesiana com valor de K=3 possibilitou a discriminacéo de trés pools alélicos,
identificados na Figura 3B como: ‘a’ abrangendo em sua maioria (acima de 90%) os acessos de porta-
enxertos sul-brasileiros; ‘b’ abrangendo a maioria (89%) dos acessos de porta-enxertos introduzidos; e,
‘c’ abrangendo quase que totalmente (acima de 90%) os acessos de porta-enxertos de outras espécies de
Prunus. Além destes trés pools alélicos, foi possivel inferir onze subagrupamentos emalta eficiéncia pelo
valor de K=9 (Figura 3B). O valor de K verdadeiro, ou seja, K=5 ndo mostrou-se capaz de distinguir
subagrupamentos no pool alélico ‘a’ e no pool alélico ‘b’, devido isso realizou-se inferéncias com um
valor de K mais elevado (K=9). Verificou-se que os resultados da abordagem Bayesiana sdo suportados
pelos resultados da andlise classica de agrupamentos baseada em dendograma gerado pelo método
UPGMA.

A anélise de coordenadas principais (PCoA) possibilitou verificar o grau de diversidade
genética em dimensfes. Os resultados obtidos pela andlise de coordenadas principais revelou que a
contribui¢do do PCol foi de 37,98%, PCo2= 7,31% e PCo3= 6,2%, e que 0 somatdrio das coordenadas
principais representam 51,5%, sendo PCo1 a coordenada que mais representa a diversidade genética de
acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus, conforme pode ser verificado na representagdo grafica

tridimensional na figura 4.
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Relacdo genética entre grupos

Andalise descritiva

A analise conjunta dos grupos de acessos de porta-enxertos apresentou o total de 171 alelos sob
diferentes frequéncias, como mencionado anteriormente. Cada grupo de acessos apresentou 0 minimo de
69 alelos, no entanto nem todos os alelos sdo exclusivos de um Unico grupo, e estes sd 0s que
estabelecem uma relagdo genéticadireta entre dois ou os trés grupos (Figura 5A).

O grupo sul-brasileiro apresentou 69 diferentes alelos, sendo apenas sete exclusivos deste
grupo. O grupo de acessos de porta-enxertos introduzidos apresentou o total de 107 alelos,
compartilhando 26 alelos com o grupo sul-brasileiro e 39 exclusivos deste grupo. No grupo de outras
espécies, este apresentou 99 alelos, sendo 51 exclusivos, 12 compartilhados como grupo internacional e 6
com o sul-brasileiro. Os trés grupos compartilharam 30 alelos entre si.

Como mencionado acima, os diferentes alelos foram detectados em diferentes frequéncias.
Alelos de baixa frequéncia (f<0,05) considerados como alelos raros, também foram detectados em
comum entre grupos e com exclusividade (Figura 5B). O grupo sul-brasileiro apresentou 21 alelos de
baixa frequéncia, sendo que cinco foram Unicos e exclusivos para este grupo. Os porta-enxertos
introduzidos apresentaram 55 alelos de baixa frequéncia com 36 exclusivos, 22 U(nicos, oito
compartilhados com o grupo sul-brasileiro e sete com outras espécies. No grupo de outras espécies, este
apresentou 65 alelos de baixa frequéncia, destes 50 foram exclusivos, 25 Unicos distribuidos por 23
acessos, e quatro compartilhados com o grupo sul-brasileiro. Quatro alelos de baixa frequéncia foram
comuns aos trés grupos. O grupo de outras espécies apresentou o maior nimero de alelos de baixa
frequéncia e Unicos, caracteristica que esta relacionada ao grupo ser composto por poucos acessos com

uma alta diversidade de alelos quando comparado com 0s outros dois grupos.

Parametros de relacdo genética de Neie andlise de variancia molecular

A andlise dos parametros de diversidade genética de Nei (1978) (distancia e identidade
genética), e a andlise de variancia molecular foram utilizadas para verificar de forma mais concisa a
relagdo genética existente entre 0s grupos, entre os acessos dentro de grupos e dentre os acessos do banco
de germoplasma.

A partir da andlise de distancia genética entre os grupos, verificou-se a menor distancia
existente entre o grupo de acessos sul-brasileiros e o grupo de introduzidos. A mesma relagdo foi
encontradapara o parametro de identidade genética.

A analise de variancia molecular apresentou moderada significaincia no particionamento da
variacdo genética entre os grupos porta-enxerto de Prunus, com valor de Fst= 0,23. O coeficiente de
endogamia (Fs) e o coeficiente de endogamia total (F,r) foram 0,46 e 0,58, respectivamente (Figura 6).

Alta variagdo molecular (41,76%) foi detectada entre o conjunto total de acessos do banco de
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germoplasma. A variacdo molecular remanescente foi distribuida entre acessos dentro de grupos
(35,83%) e entre 0s grupos (22,41%), conforme detalhado na tabela 8.

A diferenciagdo dos grupos pelo coeficiente de endogamia (Figura 6) apresentou os seguintes
resultados: grupo de acessos de porta-enxertos sul-brasileiro= 0,31, grupo de acessos de porta-enxertos
introduzidos= 0,61, e 0 grupo de acessos de porta-enxertos de outras espécies= 0,39. O grupo de porta-
enxertos introduzidos apresenta a maior contribuicdo para a diversidade genética do banco de
germoplas ma. Entretanto estes valores sdo para todo o grupo, e cada grupo nao é constituido pelo mesmo
nimero de acessos, devido isso foi calculado o coeficiente de endogamia médio por acesso dos trés
diferentes grupos (Figura 8). Os valores médios por acesso de cada grupo foram: grupo acessos de porta-
enxertos sul-brasileiro= 0,009, grupo de acessos de porta-enxertos introduzidos= 0,022, e o grupo de
acessos de porta-enxertos de outras espécies= 0,030. Com isso, verificou-se que 0s acessos do grupo de
outras espécies apresentaram os maiores valores médios por acesso, contrariamente ao indice total de
endogamia de grupo, o qual indicou o grupo de acessos introduzidos como o grupo que mais contribui
para a diversidade genética da colegcdo. Neste mesmo contexto, porém agora para o pardmetro do indice
de informacdo de diversidade genética de Shannon médio por locus (Figura 9), o grupo de acessos de
porta-enxertos de outras espécies também apresenta os maiores valores, indicando a maior diversidade

genética existente neste grupo.

Discussao

Polimorfismo de loci SSR

Os resultados obtidos neste estudo mostram que os marcadores SSR podem efetivamente
seremempregados para andlises de diversidade e estrutura genética de bancos de germoplasmas de porta-
enxertos de Prunus, corroborando com resultados obtidos por diversos autores, que tém empregado esta
técnica para a caracterizacdo de geno6tipos de Prunus (Bianchi et al., 2004a; Bouhadida et al., 2009;
Turkoglu et al.,, 2010; Cheng et al., 2011). Os 15 loci SSR analisados neste estudo apresentaram
polimorfismo sob diferentes taxas e geraram 72 perfis genéticos Unicos dos 75 analisados, os quais
possibilitaram elucidar a estrutura genética da colegéo.

A analise conjunta dos acessos identificou o total de 171 alelos sob diferentes frequéncias, com
média de 2,28 alelos por acesso e 11,3 alelos por locus, indicando uma alta taxa de diversidade genética
existente dentro da colecdo de porta enxertos de Prunus. Essa taxa de diversidade pode ser considerada
6tima, pois quanto maior a diversidade e a variabilidade genética da cole¢do de porta-enxertos, maiores
sdo as possibilidades de desenvolvimento de novas variedades com caracteristicas de interesses
agrondmicos.

O grupo de acessos de porta-enxerto sul-brasileiro apresentou 34 perfis genéticos (inicos com
média de 4,46 alelos por locus em todo o grupo, sendo este considerado como de baixa variabilidade
genética quando comparado com a média de alelos por locus dos outros grupos, 7,13 alelos por locus no

grupo de porta-enxertos introduzidos e 6,6 no de outras espécies, ou ainda com a distancia genética da
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analise conjunta. Bianchi et al. (2004b) identificaram o total de 56 alelos com média de 4,3 alelos por
locus identificados na anélise de 13 loci SSR em 36 gendtipos de pessegueiros e nectarineiras do sul do
Brasil. Além disto, 0 mesmo autor detectou uma baixa similaridade existente entre os genotipos de
pessegueiro tipo industria. Este grupo de acessos (sul-brasileiros) foi o Unico que apresentou locus
avaliado (UDP96008) com alto coeficiente de endogamia pelo pardmetro indice de fixagdo de Wright
(0,04), mostrando-se com valor proximo a panmixia (0). Resultado este que pode estar relacionado ao
fato de que grande parte dos acessos deste grupo apresentarem parentais comuns (Bianchi et al., 2004b).
No entanto este valor ndo apresenta relacdo direta com a heterozigosidade observada, pois esta foi de
51%, estando acima da média por locus.

O grupo de acessos de porta-enxertos introduzidos apresentou 25 perfis genéticos Unicos de um
total de 28 perfis. Este resultado é explicado pela ndo diferenciagdo dos acessos Tsukuba-1, Tsukuba-2 e
Tsukuba-3, que ndo apresentaram polimorfismo nos 15 loci analisados. Os diferentes genotipos de
Tsukubas por serem idénticos pelos loci SSR avaliados neste estudo e por receberem nomes similares,
provavelmente sejam originarios de uma mesma populacdo tratando-se de gendétipos irmdos, porém néo
foi encontrado referencia na literatura para validar esta hipotese. Entretanto, a analise baseada no nivel
morfolégico (Artigo 1 da dissertacdo) possibilitou a diferenciagdo destes acessos. Este grupo apresentou
média de sete alelos por locus, sendo considerando como de alta variabilidade genética, pois quando
comparado com o grupo de acessos de porta-enxertos sul-brasileiros, este grupo apresenta uma
porcentagem de diversidade alélica 35,72% maior que o grupo sul-brasileiro. Zhebentyayeva et al. (2003)
avaliando 12 loci SSR em 74 cultivares de damasco detectou 7,64 alelos por locus, considerando como de
alta variabilidade genética, resultados esse que é muito similar ao obtido no presente estudo.

O terceiro grupo, o qual é constituido por acessos de porta-enxertos de outras espécies
apresentou perfis genéticos Unicos com transfereabilidade média de 8,5 acessos por locus. Foram
detectadas amplificagbes em 64,61% dos acessos, com 13 loci polimoérficos. O parametro de
probabilidade de alelos nulos deste grupo de acessos apresentou o mesmo valor que o grupo de acessos
sul-brasileiros, entretanto o grupo sul-brasileiro ndo apresentou alelos nulos, ao contrario do grupo de
outras espécies que apresentou um nimero alto destes alelos. A justificativa deste resultado é que este
parametro é apenas uma probabilidade de ocorréncia, ndo mostrando-se efetivo em nosso estudo, pois
tratando-se de probabilidade, este indice ndo pode gerar valores negativos. A transfereabilidade de
marcadores SSR através de espécies de Prunus tem sido relatada com eficiéncia por alguns autores
(Winsch, 2009; Mnejja et al., 2010). O conjunto de primers para os loci BPPCT002 e BPPCT026
também foram identificados como transferiveis simultaneamente em diferentes espécies de Prunus por
Wiinsch (2009), entretanto, a transfereabilidade nem sempre ocorre para alguns genétipos de espécies do
mesmo género, devendoisso a baixa relacdo genética.

A classe de marcadores SSR adquire grande importancia em espécies que apresentambaixo ou
nenhum ndmero destes marcadores identificados em seu genoma. Estas espécies com baixo nimero de
marcadores SSR identificados, ou seja, com defasagem em pesquisas na area de gendmica e genético-
mo lecular sdo comumente denominadas de espécies orfas (Varshney et al., 2009). Para estas, existe a
possibilidade de transferéncia de marcadores a partir de espécies estreitamente relacionadas com esta,

adquirindo desta maneira, grande importancia em estudos de mapeamento e caracterizacdo genética.
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Além da transfereabilidade de marcadores entre espécies, alguns autores tem relatado sintenia entre
espécies de Prunus (Jung et al., 2009) e com espécies de outros géneros ou familias (Jung et al., 2009;
Vilanova et al., 2008).

Agrupamento e estrutura genética

Neste estudo empregou-se dois métodos de agrupamento para classificar os acessos de porta-
enxertos de Prunus, o tradicional método hierarquico baseado em dendograma e o ndo hierarquico de
abordagem Bayesiana. A abordagem Bayesiana tem sido eficientemente utilizada para inferir
agrupamentos e para a elucidacdo da estrutura genética de populacBes em espécies vegetais do género
Prunus (Martin et al., 2011; Aranzana et al., 2010; Bourguiba et al., 2010) e em espécies de outros
géneros (Sun et al., 2012; Asfaw et al., 2009). Embora a populagdo em estudo nao esteja emequilibrio de
Hardy-Weinberg, este modelo leva em consideracdo este equilibrio para inferir a estrutura genética e
classificar os acessos em subpopulagfes, sendo que individuos que se apresentam em desequilibrio, estes
agrupam-se juntamente emvalores de K baixos, com baixa diferencia¢do, como a observada neste estudo.
O modelo Bayesiano foi empregado juntamente coma andlise hierarquica para agrupar 0s acessos deste
estudo emdiferentes pools alélicos. Como valor de K=3 foi possivel diferenciar o banco de germoplasma
em trés diferentes pook, os quais sdo referentes em alta relacdo genética (em torno de 90%) com os
diferentes grupos que compdem a colecdo de porta-enxerto. Destes trés grupos, dois sdo (“a” ¢ “b”) de
acessos constituintes da subfamilia Amygdalus e o terceiro da Prunophora. Assim, a abordagem
Bayesiana juntamente com a hierarquica mostraram-se eficientes para o agrupamento de acessos em
diferentes subfamilias.

O pool alélico “a” identificado pela abordagem Bayesiana conjuntamente com a andlise de
agrupamento hierarquica UPGMA, abrangeu 91,17% dos porta-enxertos provenientes de coletas
realizadas em produtores rurais no sul do estado do Rio Grande do Sul e de cultivares-copa brasileiras,
com excecdo dos acessos 1-93-21, 1-93-20 e Deguia. Estes acessos provenientes de coletas constituem
55,88% dos acessos deste pool alélico, e 0s mesmos acessos sdo caracterizados por ndo terem sua
identidade genética comprovada.

A falta de identidade genética entre os porta-enxertos do sul do Brasil é devido aos viveiristas e
alguns persicultores obterem tradicionalmente suas mudas pela enxertia de borbulhas de cultivar copa
especifica sobre plantas oriundas de carogos provenientes das agroindustrias locais, o que
consequentemente ndo garante a idoneidade genética de seus porta-enxertos (Tofanelli et al., 2001,
Pereira & Mayer, 2005). No entanto, parte destes porta-enxertos de origem agroindustrial tem em sua
genealogia a cultivar Aldrighi e/ou Capdeboscq (Bianchi et al., 2004b), sendo este relato suportado aqui
pela abordagem Bayesiana conjuntamente com a alta similaridade genética existente para parte dos
acessos de porta-enxertos coletados em diferentes produtores rurais, entre alguns outros acessos, como
Tardio e Turquesa. Os acessos coletados em pomares de produtores do distrito de Pelotas e regido, de
identidade desconhecida, juntamente com Tardio e Turquesa, representam 32,35% dos acessos do grupo

de porta-enxertos sul-brasileiros que possuem similaridade genética de até 0,65 com 0S acessos
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Capdeboscq e Aldrighi. Além destes acessos, WFM-ESM-07-02 apresentou alta similaridade genética
(0,94) com o acesso Farrapos.

As duas cultivares, Aldrighi e Capdeboscq, sdo provenientes de selecdo e melhoramento
genético, respectivamente. A cultivar Aldrighi é uma selecéo realizada por um persicultor de sobrenome
Aldrighi na década de 1940, no municipio de Pelotas, a qual é provavelmente originéria de péssegos
provenientes da Argentina. Este gendtipo juntamente com cerca de 200 genoétipos introduzidos em
meados da década de 1950 constituiram o material genético basico para o inicio dos programas de
melhoramento no sul do Brasil (Raseira et al., 2008). Aldrighi e Capdeboscq foram amplamente utilizadas
no passado como porta-enxertos, devido a abundancia e disponibilidade de suas sementes nas indUstrias
processadoras e por apresentarem boa adaptagdo as condi¢bes edafoclimaticas estado do Rio Grande do
Sul. Atualmente o uso destas duas cultivares como porta-enxerto é raro e se restringe a pequenos
agricultores que possuemestas plantas em seus quintais.

Para a melhor elucidacdo da genealogia dos outros acessos coletados que ndo possuem
identidade genética, faz-se necessdrio o emprego de mais gendtipos conhecidos para aumentar a
eficiéncia de identificacdo destes acessos comidentidades genéticas desconhecidas.

O segundo pool alélico (b) abrangeu 89,28% dos porta-enxertos internacionais, com excegao
dos acessos Rosaflor (grupo sul-brasileiro), Prunus persica (grupo sul-brasileiro), Prunus kansuensis
(grupo outras espécies) e Piazito (grupo sul-brasileiro). Os porta-enxertos de folhas avermelhadas
formaram dois subgrupos diferentes. Isto pode estar relacionado a alta diversidade genética de acessos
existente dentro da colegdo. O acesso Tsukuba-2 CPACT distinguiu-se dos demais acessos de Tsukubas,
sendo que os Tsukubas 1, 2 e 3 ndo se distinguirampelos loci avaliados neste estudo. A variagdo genética
que o acesso Tsukuba-2 CPACT apresentou em relacdo aos demais Tsukubas pode estar relacionado ao
Tsukuba-2 CPACT ter sido originado de uma populagdo de seedlings obtidas por polinizacdo livre.

Os acessos Nemaguard, GxN9 e Nemared agruparam-se juntos. A similaridade genética entre
Nemared e GxN9 foi de 0,56, e Nemared e Nemaguard foi de 0,38. Relacdo genética esta que era
esperada, pois segundo Ramming & Tanner (1983), Nemared é derivado de Nemaguard, e GXN9 é um
cruzamento entre Garfi (Prunus amygdalus) e Nemared (Prunus persica). Bouhadida et al. (2009) e
Bianchi et al. (2004a) utilizando marcadores SSR encontraram boa similaridade genética entre
Nemaguard e Nemared, demonstrando desta maneira que a avaliagdo de diferentes loci SSR permite a
eficiente elucidacdo da relacdo genética existente entre genétipos do género Prunus. A similaridade
observada entre Cadaman e Barrier com GF 677 foi de 0,40, valor similar ao encontrado por Bouhadida et
al. (2009), cujo valor encontrado foi de 0,32.

Alémdisso, este grupo tambémé constituido por acessos que ndo possuem identidade genética
conehcida. Estes acessos tem seu nome iniciado pela letra ‘I’ de introdugdes. Alguns destes acessos
possuem alta similaridade genética com acessos conhecidos, porém ha outros acessos que ndo possuem
relagdo genética satisfatoria, devido isso é necessario o emprego de mais gendtipos com identidade
genética conhecida para a eficiente elucidacdo de suas relaces genealdgicas.

O terceiro pool alélico (c) abrangeu 92,3% dos acessos de outras espécies, com excecdo de
Prunus kansuensis, como mencionado acima. Este acesso é morfologicamente similar ao pessegueiro e é

considerado como pessegueiro selvagem por alguns pesquisadores (Cao et al., 2011a; Cao et al., 2011b).
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Esta espécie tem sido empregada em programas de melhoramento de porta-enxertos e estudos de
fisiologia vegetal, realizados por alguns pesquisadores como Goffreda et al. (1991) e Marino (1988).
Além disto, um estudo recente de mapeamento genético conduzido por Cao et al. (2011b), conseguiram
identificar marcadores de genes analogos de resisténcia (RGA) para nematdides das galhas (Meloidogyne
incognita), praga de solo que possui grande importancia em diversas culturas e em diversas regides do
mundo, inclusive no sul do Brasil.

As ameixeiras agruparam-se em um mesmo subagrupamentos neste estudo, com similaridade
genética minima de 0,32 e maxima de 0,29. Resultado similar em relagcdo a similaridade genética de
ameixeiras foi encontrado por Bianchiet al. (2003) em estudo o qual utilizou marcadores RAPD e obteve
similaridade genética de 0,31 entre 0s acessos Santa Rosa e Mirabolano 29C, valor este que é proximo ao
detectado nesse estudo utilizando-se marcadores SSR.

Os resultados do agrupamento Bayesiano de acessos de determinados grupos estarem inserido
dentro de outro é devido a esses acessos terem maior relagdo genética com outro pool alélico. Em estudo
conduzido por Bourguiba et al. (2010), os autores conseguiram distinguir eficientemente pelo uso da
abordagem Bayesiana as populagfes de damasqueiro propagadas vegetativamente e por sementes, com
valor de K=2. A abordagem Bayesiana também foi conduzida neste estudo com os valores de K=5e K=9,
sendo que o valor de K=5 ndo possibilitou a efetiva diferenciacdo de subagrupamentos no pool alélico ‘a’
e no pool alélico ‘c’, com isso houve a necessidade do uso de umvalor de K mais alto. O K=9 mostrou-se
eficiente para diferenciar os pools alélicos ‘a’ e ‘c’ em diferentes subgrupos, corroborando com os
resultados obtidos pelo dendograma UPGMA.

Da mesma forma, como verificado pela abordagem Bayesiana, a anélise de coordenadas
principais também suportam parcialmente os resultados obtidos pela anélise hierarquica, para a deteccao
dos trés diferentes pools alélicos. Os resultados da andlise de coordenadas principais mostram que 51,5%
da diversidade genética da colecdo de porta-enxertos de Prunus é representada pelos trés primeiros
componentes principais, sendo que, a alta representagdo da diversidade (>70%) é detectada além da
terceira dimensdo. Dimensdes estas que ndo sdo bem elucidadas, e devido a isso os estudos de relagéo

genética existente entre individuos se restringe a terceira dimenséo.

Relacdo genética entre grupos de acessos

Analise descritiva

A relagdo genética a partir do namero de alelos compartilhados entre os grupos foi de 60,81%
do total de alelos. Esta porcentagem representa 104 alelos identificados sob diferentes frequéncias
compartilhados entre dois grupos ou entre os trés grupos. O maior compartilhnamento de alelos entre dois
grupos ocorreu entre o grupo de porta-enxertos sul-brasileiros (pessegueiros) e o grupo de introduzidos
(pessegueiros e hibridos), valor este que era esperado, pois ambos 0s grupos possuem em sua genealogia
algum genotipo de Prunus persica, o que contribui para a maior relagdo genética destes dois grupos

dentro do banco de germoplasma (Tabela 1). O menor compartilhamento de alelos ocorreu entre o grupo
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de acessos de porta-enxertos sul-brasileiros (Prunus persica) com o grupo de outras espécies (Prunus spp.
exceto P. persica), caracteristica esta que também esta relacionada com a genealogia de cada grupo,
justificada aqui pelo fato de se tratarem de grupos sem relagcdo genética entre espécies. Esta relacdo
genética esta relacionada apenas com o género dos diferentes acessos que constituem cada um dos
grupos. Entretanto, foi detectada uma relagdo genética global entre os trés grupos, a qual foi de 17,54%
(30 alelos) do total de alelos observados. A relagdo genética existente entre espécies de Prunus tem sido
relatada por diversos autores (Mnejja et al., 2010; Winsch, 2008; Turkoglu et al., 2010; Aradhya et al.,
2004) e mostrou-se neste estudo com uma significante taxa de transfereabilidade de marcadores
moleculares SSR através das espécies analisadas neste estudo.

A deteccdo de alta porcentagem de alelos de baixa frequéncia é diretamente relacionada a
diversidade genética do germoplasma em estudo, pois quanto maior a diversidade genética de espécies
maior sera a deteccdo de diferentes alelos sob frequéncias distintas. Desta maneira, a deteccdo do maior
numero de alelos de baixa frequéncia no grupo de outras espécies deste estudo é justificada por este fato.
Os acessos do grupo de porta-enxertos sul-brasileiros apresentaram a maior similaridade genética, assim
logo esperava-se uma menor identificacdo destes alelos de baixa frequéncia neste grupo, como a que foi
observada. A manutenc¢do destes alelos bem como pelo menos um de cada alelo compartilhado por dois
ou pelos trés grupos faz-se essencial para a disponibilidade de recursos genéticos para programas de

melhoramento.

Parametros de relacdo genética de Nei e analise de variancia molecular

As analises de distancia e identidade genética mostraram os melhores valores entre 0s grupos
de acessos de porta-enxertos sul-brasileiros e introduzidos. Resultados estes que estdo relacionados a
genealogia de ambos os grupos, como mencionado anteriormente. A menor distancia observada entre
estes dois grupos de acessos de porta-enxertos é devido a ambos 0s grupos serem constituidos por acessos
da espécie P. persica (grupo de acessos sul-brasileiros) ou hibridos que possuam esta mesma espécie em
suagenealogia (grupo de acessos introduzidos).

A andlise de particionamento da variancia genética, a AMOVA, teve como finalidade ser
concisa na elucidacéo da taxa de contribuicdo de diversidade dos grupos e dos acessos para a diversidade
genética total da colecdo de porta-enxertos de Prunus. Esta analise detectou de forma eficiente a taxa de
contribuicdo dos grupos para a diversidade do banco, mostrando que proporcionalmente quem mais
contribui € 0 grupo de outras espécies. Com base na diversidade de caracteristicas morfoldgicas (Artigo 1
da dissertagdo), as maiores diferengas de caracteristicas sdo detectadas entre as espécies ou entre acessos
hibridos que ndo possuem em sua constituicdo genealdgica a espécie Prunus persica. Assim, a maior
diversidade de caracteristicas genéticas ao nivel morfolégico (Artigo 1 da dissertacdo) e ao nivel

molecular ocorreram entre as diferentes espécies da colegdo de porta-enxertos deste estudo.
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Estratégias de conservacao e diversidade genética da colecao de porta-

enxertos de Prunus

Os resultados obtidos neste estudo mostram que ha uma alta diversidade alélica dentro e entre
os diferentes grupos que constituem a colecdo de porta-enxertos de Prunus. A conservacdo desta alta
diversidade alélica faz-se necessaria, pois € uma fonte de recursos genéticos para programas de
melhoramento genético vegetal. Entretanto, quanto maior o nimero de acessos a ser mantido em
conservacdo, maior sera os custos financeiros e a dedicagdo para manter a colecdo de germop lasma. Neste
contexto, os alelos que sdo compartilhados entre 0s grupos podem ser representados por um ou poucos
acessos da colecdo, o que possibilita desta maneira excluir acessos que apresentam perfis genéticos
idénticos a outros acessos, reduzindo assim os custos de manutencdo do germoplasma.

A diversidade genética desta colecdo pode ser aumentada com a introducdo de gendtipos de
pessegueiro de diferentes regides do mundo, abrangendo outras espécies, selvagens ou domesticadas. O
aumento da diversidade genética a partir de diferentes regides edafoclimaticas do mundo podera facilitar
a obtenc¢do ou selecdo de genétipos bem adaptados as condicdes de solo e clima do sul do Brasil. No
contexto de patogenicidade, o estudo de ecogeografia desenvolvido por Toval & Vega (1988), no qual
estudarama adaptacdo de espécies relativamente selvagens em altas altitudes, revelaram maior resisténcia
a pestes quando comparadas com variedades comerciais que sdo tradicionalmente cultivadas em baixas
altitudes (< 600m), as quais foram mais sensitivas ao ataque de patdgenos. No entanto, alguns dos acessos
da colecéo sdo tradicionalmente utilizados em programas de melhoramento como fontes conhecidas de
resisténcia a pragas e doencas, a exemplo disto temos os acessos Tsukubas, Okinawa e Flordaguard como
resistentes anematoides, Meloidogynes spp.

Assim, a caracterizagcdo genética pelo uso de marcadores moleculares além de ser rapida e de
baixo custo ¢ eficiente para a elucidagdo da diversidade existente em germoplasmas. A eficiéncia desta
técnica deve-se ao fato de ndo sofrer influéncia do meio ambiente, ao contrario da caracterizagdo
morfol6gica. Assim, o presente estudo é o segundo de uma sequéncia de trés artigos, os quais tém por
objetivo elucidar de maneira eficiente a relacdo genética existente entre os acessos, e a estrutura da
colecdo de porta-enxertos de Prunus deste estudo. O artigo posterior a este possibilitard alcancar estes
objetivos de forma mais eficiente, pois tratard da sumarizagdo dos resultados dos dois primeiros artigos,
este e o anterior, 0 que possibilitara selecionar com maior precisdo, acessos com caracteristicas de

interesse agrondmico para cruzamentos posteriores.

Conclusoes

A colecdo de porta-enxertos de Prunus avaliada neste estudo, apresenta uma alta diversidade
genética, no entanto a variabilidade existente no grupo sul-brasileiro é baixa, sendo que a composi¢do
alélica pode ser representada por poucos acessos, possibilitando desta maneira reduzir o nimero de
acessos da colegdo. A abordagem Bayesiana juntamente com a hierdrquica foram eficientes para detectar

trés pools alélicos, os quais apresentam alta relagdo com os grupos que comp8em a colecdo, sendo que
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dois destes grupos sdo integrantes da subfamilia Amygdalus e o terceiro da Prunophora. O maior
particionamento de variancia foi detectado entre os acessos (Fst), 0 que corrobora com o relatado acima.
Através da abordagem Bayesiana e da hierarquica foi possivel inferir a relagdo genética entre acessos de
genealogia conhecida com acessos coletados que ndo possuem genealogia conhecida. Assim, os loci
podemser empregados para caracterizagdo de geno6tipos do género Prunus, e inferir sobre a genealogia de
acessos desconhecidos, além de possibilitar inferir sobre a estrutura genética de populagdes de espécie

distintas deste género.
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Figura 1. Localizacdo dos 6rgdos de pesquisas: EMBRAPA Clima Temperado,

EPAGRI e UFPEL. llustragdo da colecédo de porta-enxertos de Prunus sob condigdes a

campo. Nota: Cor verde- regido sul, cinza- regido sudeste do Brasil.
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Tabela 1. Acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus e suas respectivas espécies, origens
e referéncias originais de desenvolvimento dos acessos.

Grupos
Porta-enxertos sul- Espécie Origem Referéncia
brasileiros
Capdeboscq P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Aldrighi P. persica Brasil/ RS Selecdo produtorrural
Aldrighi Cléber P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
WFM-ESM-07-01 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-02 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-03 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
WFM-ESM-07-04 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
Cristal Taquari P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Choréo 2003-229-03 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Farrapos P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Bolinha P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Casc 1005 P. persica Brasil/ RS Selecio EMBRAPA
Cons 594 P. persica Brasil/ RS Selecio EMBRAPA
Maracotéo P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Tardio-01 P. persica Brasil/ RS Selecdo EMBRAPA
Turquesa P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
FRM-AGA-08-55 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-31 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-30 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
GGS-TUR-08-27 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-25 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-22 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-AME-08-20 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
COAS-SAA-08-17 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-PLA-08-16 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-PLA-08-15 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-SAA-08-13 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
JCB-SAA-08-11 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
MF-JUB-08-09 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
MF-GRA-08-01 P. persica Brasil/ RS Mayer et al. (2009)
Rosaflor P. persica Brasil/ RS Melhoramento EMBRAPA
Nem CPACT P. persica Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Piazito P. persica Brasil/ RS Raseira et al. (1989)
P. persica P. persica. Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
Porta-enxertos
internacionais
Tsukuba-1 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-2 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-3 P. persica Japéo Desconhecida
Tsukuba-2CPACT P. persica Japéo Desconhecida
Nemaguard P. persicax P. davidiana EUA Layne (1987)
Flordaguard P. persicax P. davidiana EUA Sherman et al.(1991)
Okinawa P. persica Okinawa Desconhecida
De guia P. persica México Desconhecida
Nemared (P. persica x P. davidiana)x EUA Ramming and Tanner (1983)
P. persica
Ishtara (P. ceracifera x P. salicina)x  Franga Renaud et al. (1988)
(P. ceracifera x P. persica)
GxN9 P. amygdalusx P. persica Espanha Felipe et al. (1998)
GF 677 P. dulcisx P. persica Franca Bernhard and Grasselly (1981)
Cadaman P. persicax P. davidiana Franca-Hungria  Edin and Garcin (1994)
Barrier P. persicax P. davidiana Italia De Salvador et al. (1991)
México Fila 2 P. persica México Desconhecida
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Tabela 1. Continuacdo...

Porta-enxertos

introduzidos Espécie Origem Referéncia

México Fila 1 P. persica México Desconhecida

I-67-52-9 P. persica Desconhecida Desconhecida

I-67-52-4 P. persica Desconhecida Desconhecida

I-67-55-9 P. persica Desconhecida Desconhecida

1-67-54-12 P. persica Desconhecida Desconhecida

I-67-53-5 P. persica Desconhecida Desconhecida

1-93-27 P. persica EUA/ Texas Desconhecida

1-93-21 P. persica EUA/ Texas Desconhecida

I-67-57-14 P. persica Desconhecida Desconhecida

I-67-55-13 P. persica Desconhecida Desconhecida

1-93-38 P. persica EUA/ Texas Desconhecida

1-93-37 P. persica EUA/ Texas Desconhecida

1-93-30 P. persica EUA/ New Desconhecida

Jersey

Prunus spp.

Cereja Livramento P. sp. Brasil/ RS EMBRAPA CPACT

Cereja Tardia P. sp. Brasil/ SC EPAGRI

Cereja Precoce P. sp. Brasil/ SC EPAGRI

Mirabolano 29C P. cerasifera EUA Okie (1987)

Clone 15 P. mume Brasil/ SP Desconhecida

Rigitano P. mume Brasil/ SP Desconhecida

P. mume CPACT P. mume Brasil/ RS EMBRAPA CPACT

Marianna P.cerasifera x P. munsoniana Desconhecida Desconhecida

Santa Rosa P.salicina x P. simonii x Desconhecida Burbank (1907)
P.americana

Genovesa P.salicina Desconhecida Desconhecida

P. kansuensis P. kansuensis Brasil/ RS EMBRAPA CPACT

P. sellowii P. sellowii Brasil/ RS EMBRAPA CPACT

P. manshurica P. manshurica Brasil/ RS EMBRAPA CPACT
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Tabela 2. Caracteristicas dos 17 pares de oligonucleotideos (primers) alvos de loci SSR empregados para avaliacdo da cole¢do de porta-enxertos

de Prunus.
Tamanho Tamanho observado (bp) / nivel de amplificacdo
Locus SSR Referéncia Sequéncia do primer Motivo do SSR esperado
Porta-enxertos Porta-enxertos
(bp) S . oo Prunus spp.
sul-brasileiros internacionais
Dirlewanger et F- TCGACAGCTTGATCTTGACC
BPPCT002 al. 2002)  R- CAATGCCTACGGAGATAAAAGAC (AG)zs 229 229+ 175+ 140+
Dirlewanger et F- ATGGTGTGTATGGACATGATGA
BPPCT008 al. (2002)  R- CCTCAACCTAAGACACCTTCACT (GA)ss 148 - - -
Dirlewanger et F- GAGGAATGTGCCTCTTCTGG
BPPCT024 al. (2002) R- CTCCCGTACGCGTTTACC (AG)ss 96 116 + 116 + 94 +-
Dirlewanger et  F- ATACCTTTGCCACTTGCG
BPPCT026 al. (2002) R- TGAGTTGGAAGAAAACGTAACA (AG)sGG(AG)s 134 134 + 134 + 139 +
Dirlewanger et F- AATTGTACTTGCCAATGCTATGA
BPPCTO30 al. 2002)  R- CTGCCTTCTGCTCACACC (AG)zs 175 204 + 204 + 165 +
Dirlewanger et F- CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT
BPPCT034 al. (2002) R CAATGGAGAATGGEGTGE (GA)1e 228 224 + 224 + 184 +
Cipriani et al. F- TTGCTCAAAAGTGTCGTTGC
UDP96003 (1999) R- ACACGTAGTGCAACACTGGE (CT)u(CA)z 143 145 + 143 + 95 +
UDP96005 Cipriani et al. F- GTAACGCTCGCTACCACAAA (AC)sTG(CT), 155 + i i
(1999) R- CCTGCATATTCACCACCCAG CA(CT)y
Cipriani et al. F- TTGTACACACCCTCAGCCTG
UDP96008 (1999) R- TGCTGAGGTTCAGGTGAGTG (CA)2s 165 125 + 200 + 123+
Cipriani et al. F- ATTCTTCACTACACGTGCACG
UDP96013 (1999) R- CCCCAGACATACTGTGGCTT (AG)(TG)gTT(TG)10 198 187 + 200 + 170 +-
Ciprianiet al. F- TTCTAATCTGGGCTATGGCG
UDP96018 (1999) R- GAAGTTCACATTTACGACAGGG (AC)x 257 255+ 257+ 240 +
Cipriani et al. F- TTGGTCATGAGCTAAGAAAACA
UDP96019 (1999) R TAGTGOCACAGAGCAACACS (TG)15(AG); 216 218 + 218 + 218 +-
Testolin et al. F- GGGAGGTTACTATGCCATGAAG
UDP98025 (2000) R- CGCAGACATGTAGTAGGACCT (CA)9 135 170 + 160 + 120 +
Cipriani et al. F- AGCGGCAGGCTAAATATCAA
UDP98407 (1999) R AATCOCCOATCAAAGCAAC (GA)z 212 212 + 203 + 170 +
Testolin et al. F- AAGCCATCCACTCAGCACTC
UDP98411 (2000) R- CCAAAAACCAAAACCAAAGG (TC)1s 150 150 + 150 + 148 +-
Testolin et al. F- AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC
UDP98412 (2000) R- GCTGAAGACGACGATGATGA (AG)zs 129 129+ 129 + 150 +
Testolin et al. F- AAAAGGCACGACGTTGAAGA
UDP98414 (2000) R- TTCAGATTGGGAATTTGCAG (TC)24 150 174 + 120 + 120 +

Nota: (bp) pares de bases, (+) boa amplificacdo, (+-) boa amplificacdo em certos acessos e amplificacdo ruim em outros, e (-) amplificagdo ruim.
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Figura 2. Mapa de ligacdo de (Texas) T X E (Earlygold) (Joobeur et al., 1998) e
(Mirabolano) P2175 X GN22 (Garfi X Nemared) (Dirlewanger et al., 2004) contendo a
indicacdo da localizagdo dos marcadores SSR utilizados neste estudo.
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Tabela 3. Sumario dos pardmetros de diversidade genética obtidos pela avaliacdo de 15 loci SSR para toda a cole¢do de porta-enxertos de Prunus e para cada
grupo.

Banco de germoplasma Porta-enxertos sul-brasileiros
Locus SSR
Ng Na Ne | r He Ho F PIC Pl Ng Na Ne | r He Ho F PIC Pl

BPPCT002 75 18 3,54 1,80 0,14 0,71 0,46 0,34 0,69 0,10 34 4 2,00 0,79 0,04 0,50 0,44 0,12 0,40 0,34
BPPCT024 75 8 2,29 1,04 0,28 0,56 0,12 0,77 0,54 0,27 34 2 1,30 0,38 0,11 0,23 0,09 0,61 0,20 0,62
BPPCT026 75 10 4,01 1,65 0,24 0,75 0,31 0,57 0,77 0,09 34 5 2,16 1,02 0,08 0,54 041 0,23 0,46 0,29
BPPCT030 75 7 3,04 1,35 0,26 0,67 0,23 0,64 0,68 0,16 34 3 2,02 0,75 0,20 0,51 0,21 0,59 0,39 0,35
BPPCT034 75 12 2,12 1,28 0,20 0,52 0,21 0,58 0,53 0,24 34 3 1,13 0,26 0,04 0,11 0,06 0,47 011 0,80
UDP96003 75 17 6,07 2,13 0,27 0,83 0,32 0,60 0,83 0,04 34 7 3,88 1,49 0,12 0,74 0,53 0,28 0,70 0,11
UDP96008 75 13 2,87 1,44 0,10 0,65 0,47 0,26 0,63 0,17 34 5 2,23 0,93 0,01 0,55 0,53 0,04 0,46 0,29
UDP96013 75 15 4,00 1,82 0,20 0,75 0,39 0,47 0,76 0,08 34 6 3,13 1,40 0,20 0,68 0,35 0,48 0,62 0,16
UDP96018 75 8 4,35 1,66 0,20 0,77 0,40 0,47 0,77 0,08 34 5 3,07 1,23 0,08 0,67 0,53 0,21 0,61 0,16
UDP96019 75 7 1,89 0,92 0,18 0,47 0,20 0,56 0,52 0,31 34 3 1,50 0,55 0,05 0,33 0,26 0,20 0,29 0,49
UDP98025 75 16 5,83 2,14 0,30 0,82 0,26 0,68 0,83 0,04 34 5 1,85 0,76 0,15 0,46 0,24 0,48 0,40 0,35
UDP98407 75 11 5,59 191 0,30 0,82 0,26 0,67 0,83 0,05 34 7 3,62 0,94 0,21 0,72 0,35 0,51 0,69 0,11
UDP98411 75 11 2,23 1,33 0,29 0,55 0,09 0,83 0,54 0,21 34 3 1,13 1,53 0,10 0,11 0,00 1,00 0,11 0,79
UDP98412 75 9 3,30 1,47 0,25 0,69 0,23 0,65 0,69 0,13 34 3 2,05 0,26 0,20 0,51 0,21 0,59 0,39 0,35
UDP98414 75 9 5,22 1,80 0,31 0,80 0,24 0,69 0,81 0,06 34 6 3,10 1,43 0,24 0,68 0,26 0,61 0,65 0,13

Média 75 11,3 3,76 1,58 0,23 0,69 0,28 0,58 0,69 0,13 34 45 2,28 0,91 0,12 0,49 0,30 0,42 0,43 0,35

Total 75 171 581 237 - - - - - 95e° | 34 67 364 1372 - - - - - 1,19°
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Tabela 3. Continuacgéo...

Porta-enxertos introduzidos Outras espécies
Locus SSR
Ng Na Ne | r He Ho F PIC Pl Ng Na Ne | r He Ho F PIC Pl
BPPCT002 28 8 3,10 1,49 0,17 0,68 0,39 0,42 0,65 0,13 13 12 9,38 2,34 0,10 0,89 0,69 0,22 0,69 0,02
BPPCT024 28 3 2,00 0,83 0,33 0,50 0,00 1,00 0,43 0,32 9 7 3,85 1,62 0,04 0,74 0,66 0,10 0,54 0,09
BPPCT026 28 7 4,48 1,65 0,33 0,78 0,18 0,77 0,74 0,08 4 5 457 1,55 0,15 0,78 0,50 0,36 0,77 0,08
BPPCT030 28 4 3,23 1,25 0,23 0,69 0,29 0,58 0,63 0,15 6 5 3,78 1,44 0,32 0,73 0,16 0,77 0,68 0,11
BPPCT034 28 7 2,54 1,23 0,20 0,61 0,29 0,52 0,56 0,20 11 9 8,06 2,13 0,17 0,87 0,54 0,37 0,53 0,02
UDP96003 28 9 3,34 1,59 0,34 0,70 0,11 0,84 0,67 0,11 11 8 3,96 1,72 0,27 0,74 0,27 0,63 0,83 0,08
UDP96008 28 5 2,17 1,02 0,11 0,54 0,36 0,33 0,49 0,26 11 10 7,80 2,17 0,12 0,87 0,63 0,27 0,63 0,02
UDP96013 28 10 3,27 1,63 0,24 0,69 0,29 0,58 0,67 0,11 7 9 7,53 2,10 -0,07 0,86 1 -0,15 0,76 0,03
UDP96018 28 8 3,56 1,51 0,28 0,72 0,22 0,69 0,68 0,12 8 6 2,37 1,24 0,04 0,57 0,50 0,13 0,77 0,20
UDP96019 28 7 2,36 1,07 0,25 0,58 0,18 0,69 0,49 0,26 6 1 1 0 0 0 0 1 0,52 1
UDP98025 28 12 5,14 1,96 0,26 0,81 0,32 0,60 0,78 0,06 10 6 4,16 1,56 0,31 0,76 0,20 0,73 0,83 0,09
UDP98407 28 9 5,19 1,83 0,34 0,81 0,18 0,77 0,78 0,06 1 1 1 0 0 0 0 1 0,69 1
UDP98411 28 5 2,38 1,11 0,34 0,58 0,04 0,93 0,53 0,22 13 9 6,14 1,97 0,20 0,83 0,46 0,44 0,83 0,04
UDP98412 28 5 3,27 1,29 0,22 0,69 0,32 0,53 0,64 0,15 9 6 3,6 1,50 0,35 0,72 0,11 0,84 0,54 0,11
UDP98414 28 8 4,57 1,70 0,39 0,78 0,07 0,90 0,75 0,08 8 5 3,65 1,42 -0,01 0,72 0,75 -0,03 0,81 0,11
Média 28 7 3,37 1,41 0,27 0,68 0,21 0,68 0,63 0,15 8,5 6,6 4,72 1,52 0,13 0,67 0,43 0,31 0,69 0,20
Total 28 107 506 211 - - - - - 1,35 | 13 99 709 228 - - - - - 4,8e71°

Nota: (Ng) nimero de gendétipos, (Na) numero de alelos observados, (Ne) alelos efetivos, () indice de Shannon, (r) probabilidade de alelos nulos, (He) heterozigosidade esperada, (Ho)

heterozigosidade observada, (F) indice de fixacdo, (PIC) conteldo de informacdo polimérfica e (Pl) probabilidade de identidade.
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Tabela 4. Sumério de frequéncia alélica dos 15 loci SSR avaliados na cole¢do de porta-enxertos de Prunus.

Alelo / BPPCT BPPCT  BPPCT BPPCT BPPCT UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP

Locus 002 024 026 030 034 96003 96008 96013 96018 96019 98025 98407 98411 98412 98414
Alelo A 0,3788 0,2536 0,0625 0,0476* 0,1067 0,1857
Alelo B 0,0152*  0,4485 0,0217* 0,1714
Alelo C 0,0441* 0,1029 0,1786

Alelo D 0,1667 0,3382 0,1691 0,0643
Alelo E 0,2652 0,1232 0,6985 0,0873 0,0714
Alelo F 0,0303* 0,0685* 0,2222 0,4225
Alelo G 0,0205* 0,1825 0,0600 0,0282*
Alelo H 0,0205*  0,0137* 0,0159* 0,3310
Alelo | 0,2101 0,2698
A Alelo) 0,0753 0,0507*
Alelo K 0,0333* 0,1438 0,4275
Alelo L 0,0933 0,0822
Alelo M 0,0217* 0,1319
Alelo N 0,2945 0,1232
Alelo O 0,4733 0,1918 0,0072*

Alelo P
Alelo Q 00137%
Alelo R 0,2133

Raro Total  0,2200 0,0844 0,1895 0,1176 0,1504 0,1367 0,1984 0,2392 0,0579 0,0296 0,1456 0,1348 0,1801 0,0916 0,0357

0,0068*

0,0347*

Nota: Os asteriscos representam alelos raros (f< 0,05) e as diferentes cores as diferentes compartimentagGes alélica: Sul-brasileiros, ll Introduzidos, .l Outras espécies, Sul-brasileiros +
Internacionais, Sul-brasileiros + Outras espécies, [l Introduzidos + Outras espécies e Sul-brasileiros + Introduzidos + Outras espécies.
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Tabela 5. Lista de loci com seus respectivos acessos que apresentaram alelos exclusivos.
Locus Acesso

BPPCT002 P. persica
BPPCT024
BPPCT026
BPPCT030
BPPCT034
UDP96003
UDP96008
UDP96013
UDP96018
UDP96019
UDP98025
UDP98407
UDP98411
UDP98412
uDP98414

Nota: As diferentes cores representam os diferentes grupos: Sul-brasileiros, . Introduzidos e .

Outras espécies.

Chordo

P. persica
GGS-TUR-08-30

Casc1005




Tabela 6. Sumério de frequéncia alélica dos 15 loci SSR avaliados nos diferentes grupos da colecdo de porta-enxertos de Prunus.

Alelo / BPPCT BPPCT BPPCT BPPCT BPPCT UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP
Locus 002 024 026 030 034 96003 96008 96013 96018 96019 98025 98407 98411 98412 98414
Alelo A 0,5882 0,3824 0,0294*  0,0294*  0,0294* 0,1471
Alelo B 0,0294* 0,5588 0,5147 0,0147* 0,1324
Alelo C 0,0147* 0,1912 0,0294* 0,0588
Alelo D 0,0147* 0,4265 0,0147* 0,9412 0,0294*
Alelo E 0,3382 0,1765  0,7941 0,1618 0,1176
Alelo F 0,8676 0,0294* 0,0147* 0,2059 0,5294
Alelo G 0,9412 0,0147* 0,3824 0,1029 0,0294*  0,0147*
Alelo H 0,1324 0,0294* 0,0147*  0,0294* 0,0441* 0,0294* 0,4559
A Alelo | 0,3235 0,4412 0,5147
Alelo J 0,0294* 0,0294* 0,0147*
Alelo K 0,0147* 0,0294* 0,3088 0,4265 0,6912
Alelo L 0,0147* 0,0882 0,4265
Alelo M 0,0294* 0,2500
Alelo N 0,2206 0,1765
Alelo O 0,6029 0,3235 0,0147*
Alelo P 0,0147* 0,0147*
Alelo Q
Alelo R 0,3676
Raro Total  0,0294 0 0,0735 0,0147 0,0588 0,0588 0,0588  0,0735 0,0588 0,0147 0,0588 0,0882 0,0588 0,0147 0,0294




Tabela 6. Continuacgdo...

Alelo / BPPCT BPPCT BPPCT BPPCT BPPCT UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP UDP
Locus 002 024 026 030 034 96003 96008 96013 96018 96019 98025 98407 98411 98412 98414
Alelo A 0,1786 0,2321 0,0179* 0,0179* 0,1481 0,0179* 0,1250 0,0714  0,2500 0,2500
Alelo B 0,4107 0,6250 0,0185*  0,0179* 0,1071 0,2500
Alelo C 0,0357* 0,0714 0,0179* 0,0370* 0,0179* 0,0179* 0,1607 0,2857
Alelo D 0,3393 0,2857 0,0179* 0,0185*  0,3929 0,0179* 0,5893 0,0893
Alelo E 0,2143 0,0179* 0,0556 0,5179 0,0893 0,2500 0,0357*
Alelo F 0,2857 0,1071 0,0714 0,2963 0,0179* 0,2500 0,4107 0,0179*
Alelo G 0,0714 0,0536 0,5714 0,0179*  0,0357* 0,4074 0,0179* 0,3214 0,2857 0,0536 0,0357*
Alelo H 0,6429 0,0893 0,0185* 0,0179* 0,2679 0,0357*

B Alelo | 0,0179* 0,0179* 0,0179* 0,0893 0,0179* 0,0714 0,0357*  0,0179*

Alelo J 0,0357* 0,1607 0,0179* 0,1607 0,0893 0,2500 0,0179* 0,0357*

Alelo K 0,2321 0,5179 0,0357* 0,0179*

Alelo L 0,1786 0,0357* 0,1071 0,2500 0,1071 0,0714

Alelo M 0,0179* 0,0741 0,0179*  0,0179* 0,0357*

Alelo N 0,0536 0,5000 0,0357* 0,0536

Alelo O 0,5179 0,0714 0,0179*

Alelo P 0,0357* 0,0357*

Alelo Q 0,0357* 0,0357*

Alelo R 0,1250

Raro Total  0,1250 0 0,0536 0 0,0894 0,0894 0,0536 0,1173 0,0925 0,0895 0,1787 0,0537 0,0714 0,0179 0,1250
Alelo A 0,0385* 0,0556 0,0909 0,4545 0,0455* 0,0625 0,1111 0,1250
Alelo B 0,1154 0,0556 0,1364 0,0455* 0,1364 0,0714 0,0625 0,0500* 0,0385* 0,4444 0,0625
Alelo C 0,0385* 0,1111 0,2500 0,0833 0,0909 0,0909 0,1429 0,6250 0,3500 1,000 0,1538 0,2222 0,3125
Alelo D 0,0385* 0,0556 0,2500 0,0833 0,1364 0,0909 0,0909 0,0714 0,0500* 0,0385* 0,1111 0,1250
Alelo E 0,1538 0,1667 0,3333 0,1818 0,0455*  0,0909 0,0714 0,1250 1,0000 0,2000

Alelo F 0,0769 0,1111 0,2500 0,3333 0,0909 0,0909 0,2273 0,0714 0,0625 0,2500 0,0769 0,0556

Alelo G 0,1154 0,1250 0,1667 0,0909 0,1429 0,0625 0,2692

Alelo H 0,0769* 0,4444 0,1250 0,0455* 0,0909 0,0385* 0,0556
Alelo | 0,0385* 0,0909 0,1364 0,1429 0,0769 0,3750

C Alelo J 0,0455* 0,1923

Alelo K 0,1538 0,1364 0,0909 0,0714 0,1154

Alelo L 0,1154 0,0455*

Alelo M

Alelo N 0,2143

Alelo O 0,0385* 0,0909

Alelo P 0,1000

Alelo Q

Alelo R

Raro Total  0,2694 0 0 0 0,0455 0,0890 0,1365 0 0 0 0,1000 0 0,1155 0 0

Nota: (A) porta-enxertos sul-brasileiros, (B) porta-enxertos introduzidos, (C) porta-enxertos de outras espécies e (*) alelos raros (f< 0,05).
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Figura 3. Agrupamento dos 75 acessos da colecdo de porta-enxertos de Prunus. (A) Dendograma obtido através da anélise de agrupamento UPGMA usando-se a
matriz de distancia genética gerada pelo coeficiente Nei & Li (1979) baseada na amplificagdo de 15 primers SSR via PCR. Os acessos estdo identificados por
grupo de acordo com cores: amarelo- sul-brasileiro, vermelho- introduzidos e verde- outras espécies. (B) Plot de estimativa da estrutura genética por diferentes

valores de K, valores de similaridade média de pares permutados (H’) e valores de delta K (AK).
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Figura 4. Dispersao tridimensional dos acessos da colegéo de porta-enxertos de Prunus,
baseada na Analise de Coordenadas Principais (PCoA). Os valores das coordenadas
principais sdo PCol= 37,98%, PCo2= 7,31% e PCo3= 6,2%, obtidos pela analise Eigen
através da matriz de distAncia genética Nei & Li (1979). Os grupos que compdem a

colecdo estdo representados por diferentes circulos coloridos.
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Figura 5. Representacdo grafica descritiva da compartimentalizacdo de alelos normais (A) e alelos de baixa frequéncia (< 0,05) (B) dentro e entre 0S

grupos que constituem a colecdo de porta-enxertos de Prunus.
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Tabela 7. Distancia genética (diagonal abaixo) e identidade genética (diagonal acima) (Nei,
1978) entre 0s grupos de acessos que compdem a colecdo de porta-enxertos de Prunus.

Grupos Sul-brasileiros Introduzidos Prunus spp.
Sul-brasileiros alahaieled 0,7335 0,3055
Introduzidos 0,3100 Fkkkk 0,3783
Prunus spp. 1,1858 0,9720 ookl

Tabela 8. Sumério da analise de particionamento de varidncia molecular entre grupos, entre
acessos dentro de grupos e entre acessos da colecdo de porta-enxerto de Prunus, com o teste
de probabilidade de 1023 permutacbes (AMOVA) (Excoffier et al., 1992).

s x Graus de Soma de Componentes de Porcentagem
Fonte de variagao liberdade quadrados variancia (%)
Entre grupos 2 50,545 0,48 22,41
Entre acessos dentro de 7 177,288 077 35,83
grupos
Dentre de acessos 75 68,00 0,90 41,76
Total 149 295,833 2,17 100

Nota: Nivel de probabilidade de 0%.
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Figura 6. Estatisticas F obtidas pela analise de particionamento da variancia molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) dos diferentes grupos de acessos que constituem a colecéo
de porta-enxerto de Prunus. Fs coeficiente de endogamia, Fsr- indice de fixacdo e Fr-

coeficiente de endogamia total. *Variagdes totais.

Sul brasileiros
22%

Figura 7. Diferenciacdo dos grupos de acessos de porta-enxertos de Prunus da colecdo pelo
coeficiente de endogamia (F;s), obtido através da analise de particionamento da variancia
molecular (AMOVA) com teste de probabilidade de 1023 permutacgdes.
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Figura 8. Coeficiente de endogamia médio (MF,s) por acesso dentro dos diferentes grupos de
porta-enxertos de Prunus, obtido atraves da analise de particionamento da varidncia molecular
(AMOVA) com teste de probabilidade de 1023 permutacdes.

Figura 9. Distribuicdo de valores médios por locus do indice de informacdo de diversidade
genética de Shannon (1) nos diferentes grupos de acessos de porta-enxertos de Prunus da

colecdo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo através das avaliacdes fenotipicas
e moleculares sdo complementares uns aos outros, pois a caracterizagdo fenotipica
apesar de ser onerosa, em funcdo do tempo necessario para realizacdo das
andlises, é considerada como indispensavel aos programas de melhoramento e em
estudos que objetivam estudar caracteristicas intrinsecas a determinados caracteres
morfolégicos, ndo podendo desta forma ser substituida por nenhum outro tipo de
caracterizagao.

Assim, a caracterizagdo molecular é complementar a caracterizagéo
morfolégica ou fenotipica, no entanto, esta ndo sofre influéncia de fatores
ambientais, o que gera resultados satisfatérios. Os agrupamentos detectados pela
abordagem hierarquica e pela Bayesiana através dos dados fenotipicos e
moleculares geraram bons resultados, as quais identificaram diferentes pools
constituidos em grande parte por acessos de grupos especificos, ou seja, acessos
do grupo sul-brasileiro, introduzidos e de outras espécies. Além disso, foi possivel
verificar a relacao existente entre os diferentes grupos.

Nesta mesma linha de trabalho ira ser elaborado um terceiro artigo, pela
sumarizacdo dos resultados das avaliacdes fenotipicas e moleculares, o qual sera
possivel selecionar com maior precisdo acessos com caracteristicas de interesse
agronébmico, o que podera ser usado para conducao de cruzamentos controlados.

Desta maneira, este estudo servira como base para futuros trabalhos de

pesquisa na area de fisiologia vegetal e melhoramento genético de plantas.
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APENDICE

Apéndice 1. Acessos avaliados em estadio de desenvolvimento floral

(reprodutivo) da colecdo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste
estudo.

Numeroe
posicdo

53 Pubescéncia
nectarios

inferior

Apéndice 2a. Caracteres morfologicos avaliados no 6rgao folha dos

acessos da colecéo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo.
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Numero de Pétalas
Numero de Sépalas

Posicao
do Estigma
L)

Numero de Anteras

Apéndice 2b. Caracteres morfoldgicos avaliados no 6rgéo flor dos acessos da

colecdo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo.

Aderéncia Massa total

carogo
Cor ao
redor
carogo

Cor de polpa

Apéndice 2c. Caracteres morfoldgicos avaliados no 6rgéo fruto dos acessos da

colecdo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo.
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Apéndice 2d. Caracteres morfolégicos avaliados no 6rgdo caroco dos acessos da

colecéo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo.
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Apéndice 3. llustracdo da metodologia de analise molecular dos acessos que
constituem a colecao de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo.
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Apéndice 4. Gel de agarose utlizado
para a quantificacdo de DNA dos acessos
da colecdo de Prunus avaliados neste
estudo.
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Apéndice 5. Perfil eletroforético obtido pela avaliagdo do locus UDP96008 nos
acessos da colecdo de porta-enxerto de Prunus avaliados neste estudo. * Tamanho

do alelo em pares de bases (pb).
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