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TRANSFERABILIDADE E LIGACAO DE MARCADORES MOLECULARES EM UMA
POPULACAO DE Prunus persica (‘(CAPDEBOSCQ’ X ‘FLORDAGUARD’)

TRANSFERABILITY AND LINKAGE OF MOLECULAR MARKERS TO A Prunus persica
POPULATION (CAPDEBOSCQ X FLORDAGUARD)
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RESUMO

Objetivou-se verificar a transferabilidade e se a
ligagdo entre marcadores moleculares, em uma
populacéo Fs segregante (‘Capdeboscq’ X
‘Flordaguard’), ocorre de forma similar ao obtido em
outras populagcdes de mapeamento para uso futuro na
selecdo de novos gendtipos resistentes a Meloidogyne
spp. Foi utilizada uma populagdo segregante de 40
individuos F,. A genotipagem da populacdo F, foi
realizada com primers microssatélites da série UDP,
BPPCT e para o loco STS. Nove marcadores
moleculares e um marcador fenotipico foram avaliados
quanto as freqiéncias de recombinacdo e ligacdo na
populagcdo F,. Os valores de segregagdo foram
significativos apenas entre os marcadores UDP96-013,
BPPCT-026, BPPCT-034 e o marcador fenotipico cor
avermelhada das folhas (Gr), cobrindo uma distancia de
27,58 cM. Os valores de recombinacdo variaram de
0,026, entre UDP96-013 e BPPCT-026, e 0,50 entre Gr
e UDP96-013, e UDP96-013 e BPPCT-034. Verificou-se
que os marcadores fortemente ligados foram UDP96-
013 e BPPCT-026, a 2,6 cM. Com base no mapa de
referéncia para Prunus spp. disponivel na literatura,
concluiu-se que os marcadores UDP96-013 e BPPCT-
034 estdo ligados de forma similar em diferentes
populagdes de mapeamento, sendo potenciais
candidatos para uso na sele¢cdo de novos genotipos
resistentes a Meloidogyne spp.
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ABSTRACT

This study aimed at verified if the transferability
and the linkage of molecular markers occurs in a
similar way in an F, population (Capdeboscq x
Flordaguard '), to that obtained in other mapping
populations for future use in the selection of new

resistant genotypes for Meloidogyne spp. Used a
segregating population of 40 F, individuals. Genotyping
of the F, population was performed with microsatellite
primers Series UDP, BPPCT and the STS site. Was
estimated frequency of recombination and linkage
analysis among markers. Nine molecular markers and
one phenotypic marker were evaluated for the
frequencies of recombination in the F, population. The
values of segregation were significant only among
UDP96-013, BPPCT-026, BPPCT-034 molecular
markers and to the red leaves (Gr) phenotypic marker,
covering a distance of 27,58 cM. Recombination values
ranged from 0,026 between UDP96-013 and BPPCT
026, and between 0,50 and Gr UDP96-013, and
UDP96-013 and BPPCT 034. It was found that the
markers were strongly linked UDP96-013 and BPPCT-
026, to 2,6 cM. Based on the molecular reference map
for Prunus spp., available in the literature, it was
concluded that UDP96-013 and BPPCT-034 markers
are linked in a similar way in different mapping
populations and are potential candidates for use in
assisted selection of new resistant genotypes to
Meloidogyne spp.
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O pessegueiro, Prunus persica (L.) Batsch, € uma
espécie dipldide, nativa da China, com 2n=16 e n=8
cromossomos, autégama, com indice de fecundagéo
cruzada menor que 5%, ou seja, com predominancia da
autopolinizacdo das flores (SCORZA etal., 1985). E
uma frutifera de grande importancia econémica no Rio
Grande do Sul, onde tem maior destaque, pois o Estado
possui aproximadamente 65% da area cultivada do pais
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2003). Esse destaque se deve
ao melhoramento genético de cultivares copa, que
possibilitou ampliar o periodo de colheita e a qualidade
das frutas. Porém, a produtividade no Estado ainda é
baixa devido a incidéncia de pragas e doengas e a falta
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de porta-enxertos adequados para a cultura (CAMPOS,
2005).

Ao contrario de outros paises, no Brasil o
melhoramento genético de porta-enxertos para frutiferas
de carogo tem assumido importancia apenas ha poucos
anos, tendo a produgdo de mudas ainda baseada na
enxertia sobre seedlings obtidos de carogos
provenientes da indlstria conserveira, ndo havendo
controle de correspondéncia varietal. No que concerne
ao melhoramento, em 1998, a Universidade Federal de
Pelotas iniciou um trabalho de introducédo e avaliagio de
novos porta-enxertos de Prunus spp., além da
hibridacdo controlada, visando a obtencédo de gendtipos
menos vigorosos, adaptados as condi¢cdes climaticas
locais e resistentes a Meloidogyne spp. (BIANCHI et al.,
2003).

Para auxiliar os melhoristas a manter e explorar de
forma eficiente o pool de genes disponiveis dentro do
género Prunus, bem como acelerar os trabalhos de
melhoramento, a tecnologia de marcadores moleculares
tem sido amplamente utilizada na realizagdo de
importantes estudos de caracterizagdo molecular
(BIANCHI et al.,, 2004; CHENG & HUANG, 2009),
construgcdo de mapas genéticos (DIRLEWANGER et al.,
2004) e fisicos (CLAVERIE et al., 2004), para auxiliar e
facilitar a introgressdo de genes de interesse
agrondmico mediante a selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) (CLAVERIE et al., 2004;
DIRLEWANGER et al., 2004).

Diversos marcadores moleculares vem sendo
utilizados em trabalhos de melhoramento genético de
plantas, permitindo analises completas e consistentes
de sua base genética, bem como o mapeamento de
caracteristicas de interesse agronémico (OLIVEIRA et
al., 2001). Os marcadores de microssatélites (SSR)
tem sido 0os mais empregados para tais objetivos, pois
representam regides de DNA de sequéncia repetida
em nUmero variavel, amplamente distribuidos pelo
genoma, permitindo a construcdo de mapas genéticos
bastante consistentes entre diferentes espécies de
Prunus spp., além de inferéncias sobre a estrutura e
sintenia entre genomas e 0 mapeamento de genes ou
loci ligados a caracteristicas quantitativas (QTLS).
Sendo assim, uma forma para facilitar a elaboracao de
mapas moleculares para uma determinada espécies é
pelo uso de informacdes ja disponiveis, a exemplo do
mapa de referéncia para Prunus spp., selecionando-
se um subconjunto de marcadores que segregam na
populacdo de plantas sob andlise, cobrindo total ou
parcialmente o genoma (DIRLEWANGER et al., 2004).
Essa estratégia permite verificar a transferabilidade de
marcadores moleculares bem como a comparacao
com o mapa de referéncia para espécies em estudo ou
relacionadas, facilitando a identificagdo de genes ou
QTLs mapeados em cada populagdo avaliada e sua
respectiva localizagdo no genoma.

Considerando que a resisténcia a Meloidogyne
spp. em Prunus ndo é completa, para um grande

namero de gendtipos, é possivel utilizar os marcadores
moleculares localizados proximos aos genes de
resisténcia, identificados no mapa de referencia de
Prunus, para avaliar a transferabilidade de
marcadores, afim de auxiliar na selecéo assistida.

Neste trabalho, buscou-se avaliar a
transferabilidade de marcadores SSR e STS
(Sequence Tagged Site), posicionados principalmente
no grupo de ligacdo (GL) dois do mapa de referéncia
de Prunus, em uma populacdo F, (‘Capdeboscq’ x
‘Flordaguard’), para verificar se a ligacdo entre
marcadores moleculares ocorre de forma similar ao
obtido em outras popula¢des de mapeamento.

Avaliou-se uma populagdo segregante de 40
individuos F, obtida por autofecundacéo a partir de um
hibrido F; do cruzamento entre ‘Capdeboscq’ x
‘Flordaguard’ (susceptivel a Meloidogyne spp. e folhas
verdes x resistente a Meloidogyne spp. e folhas
avermelhadas, respectivamente). A fenotipagem para
coloragdo das folhas foi realizada nos seedlings seis
meses apés a semeadura.

O DNA foi extraido dos individuos parentais, F; e
F,, a partir do método descrito por DOYLE & DOYLE
(1991). A genotipagem da populagédo F, foi realizada
com primers para dezoito locos microssatélites, sendo
da série UDP (96-001, 96-003, 96-005, 96-008, 96-
013, 96-019, 98-407, 98-409, 98-412 e 98-414 -
CIPRIANI et al., 1999), e da série BPPCT (001, 002,
016, 023, 026, 034 e 041 -DIRLEWANGER et al,
2002) e para o loco STS-OPAP4 (YAMAMOTO &
HAYASHI, 2002).

Nas reagbes de PCR foram utilizados 25.ng de
DNA genbmico; 2,5 ul de 10x PCR buffer; 1,7 mM de
MgCl,; 0,5 yM de cada primer; 0,2 uM de dNTP; 0,8U
de Taq polimerase (kit Invitrogen) e agua Milli-Q para o
volume final de 25 pl. As amplificagbes foram
realizadas em aparelho termociclador, da marca BIO-
RAD modelo ICYCLER, com 2 ciclos - 94°C/2 min,
55°C/1 min, 72°C/50s, 35 ciclos - 94°C/50s, 57-
60°C/45s, 72°C/45s, 1 ciclo - 72°C/15 min. Uma
aliquota de 4,5 pL de cada amostra amplificada foi
aplicada em gel de poliacrilamida 6%, tampéo TBE 1X
a 65 volts, por trés horas. Para a visualizagdo das
bandas utilizou-se a coloragdo com nitrato de prata,
conforme descrito por BASSAM et al. (1991).

Utilizou-se o software GQMOL (CRUZ, 2009) para
estimar as frequéncias de recombinacdo, e a analise
de ligagcdo entre marcadores. Para converter as
unidades de recombinacdo em distancias genéticas
utilizou-se a fungdo Kosambi, com um LOD escore
minimo de trés.

Um total de 18 locos SSR e STS foram avaliados,
deste total, nove deles mais o marcador fenotipico,
segregaram e foram avaliados quanto as freqiiéncias
de recombinac&o. Pela analise do qui-quadrado (x%) os
valores de segregagdo foram significativos apenas
entre 0s marcadores UDP96-013, BPPCT-026,
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BPPCT-034 e a cor avermelhada das folhas (Gr)
(Tabela 1).

Os quatro marcadores acima indicados foram
agrupados cobrindo uma distancia de 27,58 cM (Figura
1). Os valores de recombinagdo variaram de 0,026
entre UDP96-013 e BPPCT-026, de 0,50 entre Gr e
UDP96-013 e entre UDP96-013 e BPPCT-034, e 0,056

entre BPPCT-034 e BPPCT-026 (Tabela 1). Os
marcadores fortemente ligados foram UDP96-013 e
BPPCT-026, a 2,6 cM (Figura 1), entretanto, no mapa
de ligagdo para o0 porta-enxerto = GxN22
(DIRLEWANGER et al., 2004), esses dois marcadores
foram localizados em grupos de ligacdo (GL)
diferentes, dois e cinco, respectivamente.

Tabela 1. Segregagdo de marcadores em uma populagdo F, de Prunus persica L. Batsch (‘Capdeboscq’ x
‘Flordaguard’). FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

Genotipo dos pais Fenotipo Segregacéo Valor VR** com VR** com VR** com
Marcador Flordaguard  Capdeboscq F1 emF, N Gr* UDP96-13 BPPCT-26
Gr:gr
Gr* Gr ar Gr 32:8 7,20 - - -
UDP96-13 AA AB AA 36:4 15,21 0,50 - -
BPPCT-26 BC AC CcC 3:1:36 15,70 0,256 0,026 -
BPPCT-34 AB BB AB 4:36 18,00 0,194 0,50 0,056

* Gr = Fendtipo cor avermelhada das folhas.

Estudando a resisténcia ao nematdide das galhas
em porta-enxertos de Prunus spp. ESMENJAUD et al.
(2009) utilizaram oito populagdes segregantes, sendo
sete delas com ndmero reduzido de individuos
variando entre 6 e 25, verificando que em uma
progénie de 23 individuos F, de GxN22 apresentou
uma relacdo de 17(74%) resistentes (R) para 6(26%)
suscetiveis (S), ou seja, uma relagdo muito proximo a
3(R):1(S), conforme esperado. LU et al (1999)
utilizando duas progénies (com 55 e 100 individuos)
derivadas de cruzamentos controlados entre os porta-
enxertos Lovel e Nemared, verificaram uma
segregacdo proxima de 1:2:1, em ambas populages,
permitindo o desenvolvimento e a caracterizagdo de
marcadores codominantes ligados a resisténcia ao
nematoides das galhas.

Baseado nos resultados obtidos por esses
autores se verifica que, em Prunus, o uso de
populacdes de mapeamento com nimero reduzindo de
individuos néo € critico para obter uma boa estimativa
da ligagéo entre marcadores, no estudo da resisténcia
a Meloidogyne spp.. Sendo assim, as divergéncias de
segregacédo observadas no presente trabalho, podem
ser atribuidas as caracteristicas dos parentais e a
possiveis  translocagdes gendmicas, conforme
verificado por DIRLEWANGER et al (2004) no mapa
de ligagdo de GxN22, mais do que por influéncia do
tamanho da populagao.

Neste trabalho, esperava-se por uma ligacdo mais
estreita entre UDP96-013 e BPPCT-034, ambos
localizados no GL2 de GxN22 (DIRLEWANGER et al.,
2004), onde este Udltimo marcador foi mapeado a
aproximadamente 45 cM do gene Ryanem, que confere
resisténcia a M. incognita, M. javanica e M. arenaria no
porta-enxerto ‘Nemared’, porém estando a uma
distancia de 9,8 cM de UDP96-013. A distancia entre
esses dois marcadores, no mapa de ligacdo de

** VR = Valor de Recombinagéo

GxN22, foi superior ao encontrado neste trabalho (8,19
cM). O marcador fenotipico ‘Gr’ foi mapeado a 19,39
cM do loco BPPCT-034, entretanto no mapa de GxN22
esses dois marcadores ficaram em GL diferentes,
sendo ‘Gr’ localizado no GL6 no mapa de referéncia de
Prunus (DIRLEWANGER et al., 2004). Considerando a
distdncia do marcador fenotipico em relacdo aos
demais marcadores, possivelmente, na medida em que
um maior nimero de marcadores forem avaliados, o
caracter sera posicionado em outro grupo de ligagao.
O mesmo efeito pode ser observado para o marcador
BPPCT-026 que ficou posicionado no mesmo grupo de
ligacdo dos demais marcadores estudados neste
trabalho, porém em trabalho realizado por
DIRLEWANGER et al.,, (2004), esse marcador nao
ficou agrupado com UDP 96-013 e BPPCT-034,
ficando em GL diferentes.

Com relagdo as caracteristicas dos parentais
utilizados, ‘Flordaguard’ € um porta-enxerto que vem
sendo testado no Brasil devido a sua resisténcia a
Meloidogyne spp., herdada de ‘Okinawa’. Por outro
lado, a cultivar ‘Capdeboscq’ tem sido utilizada como
porta-enxerto, devido a sua adaptacao ao clima do Rio
Grande do Sul, a boa porcentagem de geminagdo das
sementes e vigor das plantas, porém é suscetivel a
Meloidogyne spp. Comparativamente, ‘GxN22’ tem
como ancestral a cv. ‘Nemaguard’, que junto com
‘Okinawa’ sdo as duas principais fontes de resisténcia
a Meloidogyne spp, em Prunus persica, porém de
acordo com LU et al. (1999) esses dois porta-enxertos
sdo genotipos recombinantes que apresentam fontes
de resisténcia diferentes, o que justifica essa diferenga
de associagdo de marcadores observado neste
trabalho. Além disso, as diferengas podem ter sido
geradas por eventos de translocagbes reciprocas no
genoma, conforme verificado nos GL6 e GL8 de
GxN22 (DIRLEWANGER et al., 2004).
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FIGURA 1. Ligacdo entre trés marcadores de microssatélites e o caractere cor vermelha da folha, de uma populagdo
F, segregante (‘Capdeboscq’ x ‘Flordaguard’). Valor maximo de recombinagdo 30% e valor minimo do

LOD 3. FAEM/UFPel. Pelotas-RS, 2009.

O nematéide das galhas (Meloidogyne spp.) é uma
das principais pragas que afeta a cultura do pessegueiro
e causam seérios prejuizos as plantas (CARNEIRO et al.
1993). A forma mais eficaz para contornar tal problema
€ 0 uso de porta-enxertos resistentes, sendo o motivo
pelo qual deu-se inicio aos trabalhos de obtencdo de
novos porta-enxertos via cruzamentos controlados,
buscando resisténcia a nematéides, baixo vigor e melhor
adaptacéo as condi¢des do clima local (BIANCHI et al.
2002). Estes novos hibridos encontram-se em fase de
avaliacdo, que incluia fenotipagem para identificacido de
gendtipos resistentes a Meloidogyne spp. (PAULA et al.,
2011) e testes com novos locos de microssatélites para
dar continuidade a esse trabalho, para saturacéo desse
mapa, visando 0 mapeamento para resisténcia a
Meloidogyne spp. e a utilizagdo dessas informagfes
para a selecdo assistida em auxilio nos programas de
melhoramento  genético de  porta-enxerto  de
pessegueiro.

Os dados gerados no presente trabalho
representam o0 passo inicial para a identificagcdo de
marcadores Uteis para auxiliar no desenvolvimento de
novos porta-enxertos de Prunus com caracteristicas
agrondmicas desejadas. Foi possivel comprovar que os
dados moleculares disponiveis no mapa de referéncia
para Prunus spp. podem ser eficientemente explorados
para avaliar outras popula¢des de mapeamento. Com o0s
resultados obtidos, concluiu-se que o0s marcadores
UDP96-013 e BPPCT-034 estéo ligados de forma similar
em diferentes populacbes de mapeamento, sendo

potenciais candidatos para uso na sele¢cdo de novos
genotipos resistentes a Meloidogyne spp.
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