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Similaridade genética entre cultivares de marmeleiro
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar as relagdes genéticas de 21 cultivares de marmeleiro com
base no marcador “amplified fragment length polymorphism” (AFLP), para melhoramento e conservagao de
recursos genéticos da espécie na regido sul do Rio Grande do Sul. O DNA das cultivares foi extraido pelo
método CTAB, e as rea¢des de AFLP foram realizadas com os iniciadores EcoRI/Msel. Foram identificados
dois grupos entre as 21 cultivares de marmeleiro, um com quatro e outro com sete cultivares geneticamente
mais relacionadas. As cultivares de marmeleiro apresentam alta variabilidade genética, com maximo de 43%
de similaridade.

Termos para indexagdo: Cydonia oblonga, divergéncia, germoplasma de marmeleiro.
Genetic similarity between quince cultivars evaluated by AFLP markers

Abstract — The objective of this work was to determine the genetic relationships of 21 quince cultivars based
on the amplified fragment length polymorphism (AFLP) marker, for breeding and conservation of genetic
resources of the specie in the south of the state of Rio Grande do Sul, Brazil. The DNA from the cultivars was
extracted using the CTAB method, and the AFLP reactions were performed with the primers EcoRI/Msel. Two
groups were identified among the 21 quince cultivars, one with four and the other with seven cultivars more
genetically related. The quince cultivars show high genetic variability, with maximum of 43% similarity.

Index terms: Cydonia oblonga, diversity, quince germplasm.

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) é uma
espécie nativa da regido do Transcducaso, que
inclui Arménia, Azerbaijao, Ird, sudoeste da Russia
e Turcomenistdo. Pertencente a familia Rosaceae
e a subfamilia Maloideae, tem como numero de
cromossomos base 17 (Evans & Campbell, 2002),
enquanto outras subfamilias da Rosaceae tém nimeros
cromossdmicos basicos de 7, 8 ou 9, 0 que sugere uma
possivel origem de anfidiploidia da Maloideae de duas
formas primitivas da Rosaceae (Layne & Quamme,
1975).

Os porta-enxertos clonais de marmeleiros sao
amplamente utilizados em variedades de pereira
europeia (Pyrus communis), ¢ mais de 90% dos
pomares de pera, na Italia, encontram-se enxertados
sobre marmelos (Wertheim, 2002). Os marmeleiros
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clonais permitem o controle do tamanho da planta, o
que resulta na reducdo do vigor e na antecipacao da
produgdo (Lochard & Schneider, 1981) e possibilita o
plantio em alta densidade.

Alguns estudos mostram que o marmeleiro apresenta
alta variabilidade genética, conforme ja verificado por
Scaramuzzi (1957), que caracterizou 30 cultivares
diferentes na Europa, 19 nos Estados Unidos e 86 na
antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas.
O autor salienta que a classificagdo botanica torna-se
dificil pelaquantidade de sinonimias, pelo polimorfismo
de frutos e folhas e, sobretudo, pela existéncia de
muitas plantas propagadas por sementes. A tradicional
identificacdo e caracteriza¢do de uma cultivar baseada
em atributos morfoldgicos e fenoldgicos requer
extensas observacdes em plantas adultas, e pode levar
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varios anos em se tratando de uma espécie perene.
Além disso, os caracteres morfologicos podem variar
por influéncia do ambiente, o que origina problemas de
ambiguidade (Faleiro, 2007). Por essas razdes, o uso de
marcadores genéticos especificos, como o “amplified
fragment length polymorphism” (AFLP), ¢ uma opgao
para caracterizar espécies € germoplasmas.

Os marcadores AFLP se destacam pelo grande
niumero de fragmentos que detectam em apenas um
gel, o que os torna muito eficientes na amostragem do
genoma. O grande poder de deteccdo de variabilidade
genética advém da exploracdo simultanea da presenca
e da auséncia de sitios de restricdo, a exemplo dos
marcadores “restriction fragment length polymorphism”
(RFLP) e da ocorréncia de amplificagdo de sequéncias
arbitrarias, como nos marcadores “random amplified
polymorphic DNA” (RAPD). Outra vantagem dos
marcadores AFLP ¢ a robustez, em relagdo ao RAPD.
A utilizagdo de iniciadores mais longos no AFLP, na
fase de “polymerase chain reaction” (PCR), aumenta
a especificidade da amplificagdo e evita a competi¢ao
que ocorre durante a PCR na analise RAPD. Quanto aos
marcadores microssatélites (SSRs), a grande limitagao
que apresentam, quando comparados ao AFLP, ¢
a necessidade de serem isolados e desenvolvidos
especificamente para cada espécie; também ndo ¢
possivel a utilizagdo da estratégia de desenho de
iniciadores universais, como ocorre no AFLP, o que
torna o processo demorado, trabalhoso e com alto
custo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O objetivo deste trabalho foi determinar as relagdes
genéticas de 21 cultivares de marmeleiro com base no
marcador AFLP, para melhoramento e conservagdo
de recursos genéticos da espécie na regido sul do Rio
Grande do Sul.

O DNA foi extraido de folhas de plantas adultas
(6 anos) de C. oblonga mantidas no Banco de
Germoplasma pertencente ao Centro Agropecuario da
Palma, da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL),
no Municipio de Capao do Ledo, RS (31°48'S, 52°30'W
e altitude de 60 m). As cultivares utilizadas foram:
Constantinopla, Zuquerinetta, D’Angers, Alongado,
Bereckzy, Du Lot, Smyrna, Meliforme, Champion,
Pineapple, Lajeado, Mendonza Inta-37, Alaranjado, De
Vranja, Apple, Portugal, De Patras, BA 29, Kiakami,
CTS 207 e Radaelli. O clima da regido conforme a
classificagdo de Koppen & Geiger (1928) é do tipo Cfa,
temperado imido com verdes quentes. A temperatura e

a precipitagdo média anuais sdo de 17,9°C ¢ 1.500 mm,
respectivamente. A area experimental foi constituida
por 84 plantas, em que, de um total de quatro plantas
de cada cultivar, foram sorteados trés acessos, que
constituiram as repeticoes.

Para a extragdo de DNA, foi utilizado o método
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) proposto por
Doyle & Doyle (1990), seguido da analise de AFLP
de acordo com o protocolo do fabricante Kit AFLP
Analysis System I (Life Technologies do Brasil Ltda.,
Sdo Paulo, SP), com iniciadores EcoRI/Msel nao
marcados por radioisotopos. Os fragmentos foram
visualizados em gel de poliacrilamida (6%) e corados
com nitrato de prata conforme descrito por Creste et al.
(2001). A separacdo dos fragmentos foi realizada em
eletroforese por 2 horas, a 60 W.

Para a analise dos dados, utilizou-se o sistema
binario, em que a presenca ou a auséncia de bandas
foi representada pelos numeros 1 e 0, respectivamente.
A partir dessa matriz de dados, tendo-se utilizado o
coeficiente de Jaccard para andlise de similaridade
genética entre as cultivares de marmeleiro, foi gerada
a matriz de similaridade. Posteriormente, com os
dados de similaridade, foi realizada a analise de
agrupamento no modulo “sequential, agglomerative,
hierarchical and nested clustering methods” (SAHN),
com auxilio do programa NTSYS-pc (Rohlf, 2000),
por meio do método de médias aritméticas nao
ponderadas (UPGMA). Em seguida, foi construido o
dendrograma de similaridade entre os acessos. Para
verificar a consisténcia dos agrupamentos gerados
no dendrograma, foi construida a matriz de distancia
cofenética. A matriz de similaridade original foi
correlacionada com a matriz de distancia cofenética
com uso do modulo “matrix comparison” (MXCOMP)
do mesmo programa, para mensurar a qualidade do
ajuste da analise de agrupamento.

O coeficiente de correlacdo cofenética obtido
foi de 0,84, o que indica haver consisténcia dos
agrupamentos gerados no dendrograma, ou que o
dendrograma produzido representa adequadamente
as reais distancias, com boa representacdo dos dados
de AFLP (Figura 1). Com o ponto de corte em torno
de 0,26 de similaridade, obteve-se a formagao de dois
grupos principais, um mais homogéneo, formado
pelas cultivares De Patras, Constantinopla, Smyma e
Champion, e outro mais heterogéneo, formado pelas
cultivares Du Lot, Zuquerinetta, Portugal, CTS 207,
Mendonza Inta-37, Lajeado e Pineapple. As demais
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cultivares ndo foram agrupadas em nenhum dos dois
principais grupos identificados, o que mostra serem
mais distantes geneticamente.

Dentro do primeiro grupo, ocorreu a formagio
de dois subgrupos com similaridade genética mais
proxima, um formado pelas cultivares De Patras e
Constantinopla e outro, por Smyrna e Champion.
No segundo grupo, a cultivar Du Lot foi a que mais
se distanciou das demais cultivares (Zuquerinetta,
Portugal, CTS 207, Mendonza Inta-37, Lajeado e
Pineapple). A cultivar Meliforme foi a que apresentou
maior distdncia genética entre todas as cultivares
avaliadas. Ja as cultivares CTS 207 e Mendonza
Inta-37 apresentaram a maior similaridade, 43%.

De acordo com os resultados, foi possivel verificar
alta variabilidade entre as cultivares de marmeleiro,
com apenas 43% de similaridade. Resultados
semelhantes, de elevada variabilidade genética, foram
observados por Bassil et al. (2011) entre 92 gendtipos
de marmeleiro e trés intergenéricos pera x marmelos
hibridos [x Pyronia veitchii (Trab.) Guillaumin],
embora os autores tenham utilizado marcadores SSR
para este fim. Nesse contexto, Yamamoto et al. (2004)
utilizaram 39 marcadores SSR de maga e pera para
diferenciar 20 cultivares de marmeleiro, que incluiram

trés clones de Smyrna e dois de Kaori. Estes autores
também identificaram grande variabilidade genética
entre os genotipos de marmeleiro.

Para caracterizar a diversidade genética de 36
cultivares ¢ sele¢des de marmeleiro, Halasz et al.
(2009) obtiveram 30 genotipos geneticamente
diferentes. Porém, os SSR foram incapazes de
diferenciar cultivares estreitamente relacionadas,
como, por exemplo, Bereczki e Bereczki botermo,
0 que confirma a alta variabilidade genética entre
cultivares de marmeleiro. Dumanoglu et al. (2009)
avaliaram variagoes clonais dentro de uma cultivar de
marmeleiro (Kalecik), com uso de marcadores SSR,
em cinco clones (1, 3, 4, 5 e 6), tendo utilizado as
cultivares Esme e Quince A como genoétipos padroes,
e observaram que o clone 4 foi geneticamente distante
dos demais (50%), o que sugere haver suficientes
variacdes clonais dentro de 'Kalecik'.

Entre as 21 cultivares de marmeleiro estudadas,
houve a distingdo de dois grupos, um deles formado
por quatro e outro por sete cultivares geneticamente
relacionadas, e as cultivares CTS 207 ¢ Mendonza
Inta-37 apresentaram a maior similaridade (43%),
0 que ¢ evidéncia da alta variabilidade genética da
colegdo de germoplasma avaliada.

Alongado

De Patras

Constantinopla
| Smyrna

Champion
Du Lot

Zuquerinetta
‘I— Portugal
CTS 207

{ Vendonza Inta37

Lajeado
Pineapple
BA 29

D’Angers

Kiakami

Apple

Radaelli

Alaranjado

De Vranja

[

Bereckzy

0,09 0,17 0,26

: : Meliforme
0,34 0,43

Coeficiente de similaridade de Jaccard

Figura 1. Dendrograma de médias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA) do coeficiente de similaridade de Jaccard, de 21

cultivares de marmeleiro.
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