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RAPDs NA CARACTERIZACAO GENETICO-MOLECULAR E NO ESTUDO DA
VARIABILIDADE GENETICA DE CULTIVARES DE AMEIXEIRA!

VALMOR JOAO BIANCHI?, JOSE CARLOS FACHINELLO?; MARCIA WULFF SCHUCH*

RESUM O - Marcadores molecul ares tém sido amplamente utilizados nas mais variadas espécies frutiferas para andlise de “fingerprinting”, parao
processo de certificacgo de material vegetal e como ferramentaauxiliar em programas de mel horamento genético, paraacessar avariabilidade genética
entre gendtipos. Dado aimportancia da cultura da ameixeira para aregido Sul do Brasil, o presente traba ho teve por finalidade contribuir paraa
caracterizag8o genético-molecular de 17 cultivares. As cultivaresforam analisadas com 12 marcadores RAPD, que produziram 187 polimorfismos. O
marcador OPA 20 foi o maispolimarfico, produzindo 26 perfisdiferentes. A andlise de agrupamento, realizadacom o método UPGMA, produziu um
dendrograma que permitiu uma clara separacdo das cultivares em trés grupos, correspondentes as suas respectivas espécies, Prunus salicina,
Prunus domestica e Prunus cerasifera. O ato grau de polimorfismo detectado pel os marcadores RAPD confirmao potencial datécnicanaandisede
“fingerprinting” e suautilidade na estimativada variabilidade genéticaentre cultivares de ameixeira.

Termosparaindexacdo: Prunusspp., marcadoresmoleculares, “fingerprinting”.

RAPDs ON GENETIC-MOLECULAR CHARACTERIZATION AND GENETIC VARIABILITY STUDY OF PLUMS

ABSTRACT - Molecular markers have been used thoroughly in many fruit crops species for fingerprinting analysis during the vegetal material
certification process, and as an auxiliary tool in breeding programs to access genetic variability among genotypes. The plum isan important crop in
Southern Brazil. The present paper aims to contribute for the genetic-molecular characterization of 17 plum cultivars, which were analyzed with 12
RAPD markersthat produced 187 polymorphisms. The OPA 20 marker wasthe most polymorphic, producing 26 different profiles. The cluster analysis
was represented by a dendrogram using the UPGMA method, and showed aclear cultivar separation in to three groups corresponding to the species,
Prunus salicina, Prunus domestica and Prunus cerasifera, respectively. A high degree of polymorphism was detected by the RAPD markersin the
plum. This confirmsthe potential of the techanique of fingerprinting analysis and its usefulnessin the estimate of the genetic variability among plum

cultivars.
I ndex terms: Prunus spp., molecular markers, fingerprinting.

INTRODUCAO

O sucesso no cultivo de plantas frutiferas depende muito da
qualidade do material viveiristico, por isso, garantias de correspondéncia
genéti co-sanitarias sdo fundamentai s devido ao alto investimento de tem-
po e dinheiro requeridos para implantar um pomar. Segundo Ortiz et al.
(1997), apropagacao de plantasfrutiferasrealizadade formando controla-
datem conduzido aperdadaidentidade deinimeros gendtipos. A correta
identificacdo varietal e o conhecimento davariabilidade genéticaem espé-
ciesfrutiferas sdo importantes paraprogramas de mel horamento genético
eparacomercidizacio.

Deacordo com Goul&o et d. (2001), existe pouco conhecimento
sobre avariabilidade genética das cultivares de Prunus salicina (Lindl.),
incluindo selecBes recentes e seus hibridos envolvendo vérias outras
espécies(P. armeniaca, P. munsoniana e outros) e também sobre o niime-
ro degenitores utilizados em programas de melhoramento. Devido ao fato
de muitas cultivares de ameixeiras serem auto-incompativeis e hibridos
naturais, Shimadaet a. (1999) citam que estas caracteristicasdificultama
verificagdo da pureza da espécie bem como a classificagéo de algumas
cultivares.

Até pouco tempo, aidentificac8o varietal erabaseadanaavalia
¢80 das caracteristicasmorfo-fenol dgicas e pomol gi cas (Sansavini, 1998),
porém, estetipo deandlise apresentavariaslimitagdes como: requer muito
tempo paraser compl etada, ndo permite acessar todo o0 genomadaplanta,
deixa vérias dividas quando se trata de gendtipos com caracteristicas
muito similares, como verificado em pessegueiro e ndo pode ser realizada
em qual quer periodo do ano ou ciclo daplanta.

Em dternativa, novas metodologias foram introduzidas paraa
andlisegenéticadeplantas. Inicidmentetem sido feito o uso deisoenzimas
(Byrne & Littleton, 1988) e, posteriormente, RAPD (Random Amplified

Polimorphic DNA) tém sido utilizados nael aboragdo de“ fingerprintings’
em espécies que apresentam grande variabilidade genética, como ameixel-
ra, pereirae macieira (Mulcahy et a., 1993; Cassas et al., 1999; Monte-
Corvoetal., 2000).

Entre asvarias espécies do género Prunus, aameixeiraéaquela
queapresentaamaior variabilidade. Emtrabal hosrealizados por Gregor et
d. (1994), Grando & Vindimian (1996), Ortizet d. (1997), Bellini et a. (1998)
eShimadaet a. (1999), RAPDs produziram suficiente polimorfismo para
estudosdefilogeniaenaandise“fingerprinting” decultivaresdeameixei-
ra. Naandlisede 17 cultivares de ameixeirados géneros P. domestica e P.
salicina, com 67 “primers’ RAPD, Pancaldi et a. (2000) verificaram quea
técnicafoi capaz de diferenciar 15 cultivares, porém n&o diferenciou as
cultivaresde P. domestica, Empresse Grossadi Felisio.

Para contribuir na caracterizag8o de cultivares de ameixeirade
maior difusdo na Regido Sul do Brasil, no presente trabalho buscou-se
testar os limites e potencialidades da técnica RAPD na andlise
“fingerprinting” e naestimativadavariabilidade genéicade 17 cultivares
deameixera

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no L aboratdrio de Culturade Teci-
dos do Departamento de Botanica, Instituto de Biologiada Universidade
Federa de Pelotas- UFPel, Pelotas- RS, no periodo de outubro de 2001
aabril de2002.

O material vegeta utilizado paraasandisesforam cultivaresde
ameixeirajaponesa(PrunussalicinaLindl.), cultivaresdeameixeraeuro-
péa(PrunusdomesticaL.) eacultivar Mirabolano 29C (Prunuscerasifera
Ehrh.), conforme constanaTabelal. Obteve-seo DNA de 70 mg defolhas
liofilizadas e a extracdo realizada conforme metodologia descrita por
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TABELA 1 - Variedades utilizadas paraestudo de“ fingerprinting” e de variabilidade genética. FAEM-UFPél, Pelotas-RS, 2002.

Cédig_jo Variedade Grupo Espécie Fonte do material
1 Santa Rosa Japonés Prunus salicina A*
2 Leticia Japonés Prunus salicina B
3 Ameérica Japonés Prunus salicina B
4 Santa Rita Japonés Prunus salicina B
5 Pluma 7 Japonés Prunus salicina B
6 Reubennel Japonés Prunus salicina B
7 Frontier Japonés Prunus salicina C
8 The First Japonés Prunus salicina C
9 Rosa Mineira Japonés Prunus salicina C
10 Wade Japonés Prunus salicina C
1" Irati Japonés Prunus salicina C
12 Amarelinha Japonés Prunus salicina C
13 Ozark Premier Japonés Prunus salicina C
14 Stanley Europeu Prunus domestica C
15 D’Agen Europeu Prunus domestica C
16 Magnifique Europeu Prunus domestica C
17 Mirabolano 29 C Mirabolano Prunus cerasifera A

* A —FAEM — Universidade Federal de Pelotas, RS—Brasil; B — Viveiro QuintaMarli, Pelotas, RS — Brasil; C — Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS —Brasil.

Mulcahy et d. (1993), com modificagbesdescritas por Bianchi et a. (2002).
Apobstratamento com RNAse, o DNA foi quantificado ediluido em agua
estéril paraconcentragdo final de 15 ng.uL?, parautilizagdo nareacdo de
polimerizacdo em cadela(PCR).

Para as amplificagdes utilizou-se um total de 17 “primers’
decamerosdoskitsdaOperon—OP(OPAO01, OPA07, OPA 15, OPA17,OP
A18, OPA20, OPAC19, OPAC20, OPAD16, OPAF15, OPAN19, OP
ANZ20, OPB01, OPB19eOPB20) edaBritish ColumbiaUniversity - UBC
(UBC407eUBC412). Asreacbesdeamplificacdo foram redlizadasemum
aparelho termociclador MJPTC-100, utilizando o perfil térmico conforme
Koller et a. (1993). O volume total da mistura de reacéo foi de 25 uL,
contendo: 2,5 pl. Tamp&o 10X (10mM Tris-HCl pH 9,0,50mM KCl, 1,5mM
MgCl,), 3,75SmM decadadNTP, 10 uM decadaprimer, 1 Unidadede Taq
polimerase (Invitrogen) e 30 ng de DNA gendmico, conforme descrito por
Pancaldi et . (2000).

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,2%; a coloragdo feita com brometo de etideo e as
bandasvisudlizadasem luz ultravioleta. AsreagBes de amplificagdo foram
repetidas trés vezes para cada “ primer” e individuo, e para a andise so-
mente foram considerados os dados dos “primers’ que produziram ban-
das que se repetiram em todas as amplificagOes.

Os perfis eetroforéticos obtidos sobre o gel foram utilizados
para a direta diferenciagdo entre gendtipos e para a construcéo de uma
meatriz de similaridade genética, quefoi e aboradacom os dados produzi-
dos por cada “primer”, registrando-se a presenca (1) e auséncia (0) de
bandas no perfil eletroforético paracadaum dos gendtipos. A similaridade
genéticafoi calculadausando o coeficiente DICEGS(ij) =2a/2a+b+c,
onde a = nimero de bandas polimérficas condivididas; b = nimero de
bandas em i e ¢ = nUmero de bandas em j) com “software” NTSY S.pc
versdo 1.8 (Rohlf, 1993). Realizou-se andlise de agrupamento para cons-
truir um dendrograma de similaridade, empregando o méodo UPGMA
(Unweighted pair group mean average), de acordo com os dados obtidos
com osmarcadoresRAPD.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Dos 17 “primers’ RAPD testados foram utilizados somente os
produtosamplificadosde 12 “primers’ (OPA01, OPAQ7, OPA15, OPA17,
OPA18, OPA20, OPAC19, OPAD16, OPAN19, OPB01, UBC407eUBC
412), osquaisproduziram um total de 199 perfis. Destes, apenas12 foram
monomérficoseosdemais, 187 (93,97%), foram polimarficos. Algunspro-
dutos polimérficos sdo apresentados na Figura 1. O nimero médio de
polimorfismos obtido por marcador foi de 15,58. Entre os 12 “primers’
utilizados registrou-se a presenca de 45 perfis Unicos, sendo que
Mirabolano 29C apresentou 0 maior nimero de bandasexclusivas (17 no
total). Todos os marcadores geraram bandas Unicas para alguns dos

gendtipos, variando de 2 a 7 bandas para os marcadores OP BO1 e OP
AD16 eparaos marcadores OPA 18 e OPAC19, respectivamente. A Unica
excecdo foi o marcador OPAQ7 que ndo produziu nenhumabanda caracte-
ritica
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FIGURA 1- Produtosdaamplificacdo RAPD de 17 gendtiposdeameixeira
(Prunussp.) geradospel os* primers’” OPA20 (A) eUBC 407
(B). L —Ladder 100pb, 1 217 corresponde ao nome das cul -
tivares (verificar Tabelal). FAEM-UFPd, Pelotas-RS, 2002.

Osmarcadores utilizados permitiram diferenciar demaneirabas-
tante seguracadagendtipo deameixeiraandisado. Porém, Byrne& Littleton
(1988) verificaram que 0 uso deisoenzimas parao “fingerprinting” de 29
cultivares de ameixeirando permitiu identificar todos os genétipos, mas
apenas 38% do total analisado.

Osresultados obtidos neste trabal ho, com os marcadoresRAPD,
confirmam o ato grau de polimorfismo entre as diferentes espécies e cul-
tivaresde ameixeira, conforme verificado por Gregor et al. (1994), Ortiz et
al. (1997) eBianchi etd. (2002). | sso podetambém ser atribuido apresenca
de cultivares de trés espécies diferentes (Tabela 1), P. salicina, P. domes-
ticaeP. cerasifera(Mirabolano 29C), esta ltimaincluidano conjunto de
gendtipos paraverificar o potencia de uso datécnica RAPD em separar
cultivares de diferentes espécies do mesmo género.

Considerando somente os perfis eletroforéticos das ameixeiras
japonesastambém se obteve ato polimorfismo, com umtota de 150 ban-
das, destas, 134 (89,33%) foram polimérficase 16 (10,67%) monomarficas.
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Em trabalho conduzido por Bianchi et al. (2002), ascultivares SantaRosa,
Leticia, SantaRita, Pluma7, Américae Reubennel foram andisadascom
marcadores moleculares SSR e AFLP e com uma Uinica combinagdo de
“primers’ AFLPfoi suficienteidentificar asseiscultivarescomoP. salicina,
0 mesmo aconteceu quando utilizado o marcador SSR UDP96-019. Os
resultados obtidos por estes autores estéo em concordancia com aqueles
obtidos neste trabalho, verificando-se que o agrupamento destas seis
cultivaresocorreu de maneirasimilar ao obtido com osmarcadoresAFLP
eSSR.

O uso demarcadores RAPD permitiu umaclaraseparacdo das 3
espéciesdeameixeiraanalisadas (Figura2). Com o uso de 12 marcadores
RAPD, amaior similaridade genéticafoi observadaentre ascultivaresde
Prunussalicing, Irati eAmarelinha (83.06%), seguido das cultivaresde P,
doméstica, Stanley e D’ Agen (81,89%).
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FIGURA 2 - Dendrograma de similaridade genética (UPGMA) de 17
gendtiposdeameixeira(Prunus sp.), calculado com o Co-
eficiente Dice, para os dados obtidos com marcadores

RAPD. FAEM-UFPd, Pelotas-RS, 2002.

No grupo da espécie P. salicina (Figura 2), verifica-se que as
cultivares The First e Ozark Premier apresentam-se com maior distancia
genética em relacdo as outras cultivares desta espécie, a qual pode ser
atribuidaapossivel contribuicao de outras espécies, como P. domesticae
P. cerasifera, naconstituicao genéticadestas cultivares. O cardter hibrido
daameixeiraé confirmado com base na constitui¢o genéticada cultivar
Ozark Premier (Burbank x Methley) % deP. salicina+ %2 deP. cerasifera
(Byrne & Littleton, 1988). Ortiz et a. (1997) também atribuem esta dlta
variabilidade genética observada entre cultivares de ameixeiraa parcia
auto-incompatibilidade que existe entre os diferentes genotipos.

As demais cultivares de P. salicina, pela distribui¢do no
dendrograma, possivelmente possuem na constituicéo genética contri-
buico, principalmente, deP. salicina, P. americana e P. simonii, conforme
relatado por Byrne& Littleton (1988), paraascultivares SantaRosa, Frontier
e Wade.

Ascultivaresde P. domestica ficaram emum grupo intermediario
no dendrograma, tendo Mirabolano 29C separado de todos os demais
gendtipos (Figura2). Essedado levaainterpretar queP. cerasiferaémais
proximageneticamente de P. domestica quedeP. salicina. De acordo com
Watkins, 1976 apud Bellini et a. (1998), isso ocorredevido aP. cerasifera
ter o centro de origem geogréafica préximo do centro de origem de P. do-
mestica (L este Europeu). Por outro lado, Reynders & Salesses (1991) su-
gerem que asameixeiras hexapl 6ides (P. domestica) tenham sido origina-
das de formas polipléides de P. cerasifera. De qualquer forma, ambas
teorias confirmam a existéncia de parentesco entre estas duas espécies.

CONCLUSOES

A caracterizagdo molecular de gendtipos de ameixeira, analisa-
dos neste trabalho, pode ser redizada de forma eficiente através dos
marcadores RAPD. Resultados significativos foram obtidos com estes
marcadores, permitindo estimar a variabilidade genética entre gendtipos
deameixeiraediferenciacdo das espécies.
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