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1. INTRODUCAO

A fruticultura moderna exige tecnologias que permitam a obtencdo de
producbes elevadas, regulares e com alta qualidade (FINARDI, 2003). Nesse
sentido, estudos com o objetivo de identificar fontes de resisténcia a pragas e
doencas tém-se constituido em importantes contribuicdes, ndo somente para o
aumento da produtividade e da qualidade final das frutas (MAYER et al., 2017),
mas também sob o ponto de vista econémico e ecoldgico da producéo.

No Brasil, o Rio Grande do Sul (RS) é o principal estado produtor de mudas e
de frutas de carogo (Prunus spp.), e responde por aproximadamente 61% da area
de cultivo com pessegueiros, entretanto possui a mais baixa produtividade meédia
do pafs, cerca de 10 ton ha™ (MAYER et al., 2017). O uso de porta-enxertos sem
identidade genética e suscetiveis a fitonematodides sdo fatores associados a baixa
produtividade dos pomares de Prunus spp., sendo um problema comum as
principais regides produtoras de frutas de caroc¢o ao redor do mundo (MARULL et
al., 1994; WALTERS et al., 2008; MAYER et al., 2017).

Como no Brasil ndo existem nematicidas registrados para frutiferas de caroco,
0 uso de porta-enxertos com resisténcia genética € uma alternativa ao controle
guimico desses fitoparasitas. Dentro deste contexto, os marcadores moleculares
sdo uma ferramenta com grande aplicabilidade para auxiliar na caracterizacao
genética de material vegetal de diferentes espécies. Também permitem reduzir o
tempo de selecédo de novos gendtipos, devido a eficiéncia na identificacdo de loci
ou de genes associados a caracteres desejaveis, facilitando a introgressao destes
caracteres em novas cultivares (DE PAULA et al., 2011).

A selecdo de caracteres agronémicos baseado em marcadores moleculares
possui como vantagem o fato deles ndo serem influenciados pelo ambiente,
diferentemente da selecado fenotipica, cujo o ambiente tem forte influéncia sobre
as caracteristicas morfologicas, dificultando assim a deteccao de polimorfismo de
forma confiavel (TOPPA et al., 2013).

A identificacdo de marcadores moleculares associados a resisténcia para
nematoides causadores de galhas em plantas de pessegueiro € de grande
importancia, pois permite estabelecer relacbes com as caracteristicas biol6gicas
ou fenotipicas de forma mais rapida e econébmica (KHALLOUK et al., 2013).
Sendo assim, 0 presente estudo objetivou a genotipagem e avaliacdo da
transferabilidade de marcadores moleculares associados a resisténcia a
Meloidogyne spp. em diferentes porta-enxertos de Prunus spp..

2. METODOLOGIA

No presente estudo foram avaliadas plantas clonais de pessegueiro das
cultivares de Capdeboscq, Cadaman, Tsukuba 1, Umezeiro e Flordaguard, além
de 20 seedlings da selecdo NR 0100302 (Tsukuba 1 x Capdeboscq), 24 da
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selecdo NR 0110309 (Tsukuba 1 x Nemaguard) e 10 de ‘Flordaguard’, todas
mantidas na Colecédo de Gemoplasma de Porta-enxertos de Prunus da UFPel.

Folhas completamente expandidas foram coletadas de cada planta e
armazenadas em ultrafreezer. O processamento do material e as analises foram
realizadas no periodo de Janeiro a Abril de 2019, no Laboratério de Fisiologia
Molecular de Plantas do Departamento de Botanica-IB-UFPel. A extragdo do DNA
foi realizada conforme protocolo de DOYLE e DOYLE (1991).

ApOs a extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas em gel de
agarose 1% e padronizadas para 20 ng pL™. As reaces de PCR foram realizadas
com as seguintes concentracdes de reagentes: 2 pL de DNA; 2,5 uL de 10x PCR
Buffer; 1,5 uL de MgCl (50mM); 1,5 pL de dNTP (2,5 mmol cada); 1,25 pL de cada
prime (10 uM); 0,2 yuL de Taq polimerase por reacdo e H,O para completar o
volume final de 25 pL. As amplificacdes foram realizadas em aparelho
termociclador da marca Biocycler com o seguinte perfil térmico: 1 ciclo a 94°C por
5 min.; 40 ciclos a 94°C por 45 s., 52°C por 1 min., e 72°C por 1 min e 30 s.; 1
ciclo final de 72°C por 8 min.

Para a genotipagem foram utilizados os seguintes primers nas reagdes de
PCR: AMPP117 SSR, OPAS 14A, NBS 3, NBS 29, ppa 018595, ppa 023253 int F
+ ppa 018595 int R, InterMia F1, InterMia F2 e InterMia R, cuja localizacdo em
relacéo ao loco génico de resisténcia a Melodidogyne spp., em pessegueiro, esta
representado na Figura 1.

Apos realizar a PCR, 12,5 pL de cada amostra amplificada foi aplicada em
gel de agarose 1%, tampédo TBE 1X, sendo a eletroforese realizada a 60-90 volts,
por 1:30 hora. Para a visualizacdo das bandas, o gel foi submerso em brometo de
etidio por 10 minutos, posteriormente visualizados e fotografados em aparelho

fotodocumentador.
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Figura 1 — Representacdo dos locais de ancoramento dos primers no loco génico
de resisténcia a Melodidogyne spp. em Prunus persica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene de resisténcia a Meloidogyne ssp. foi mapeado fisicamente no grupo
de ligacdo 2 (LG 2) do porta-enxerto de pessegueiro ‘Nemared’, sendo
caracterizado por dois éxons, separado por um intron de aproximadamente 836pb
(DUVAL et al.,, 2014). Em gendétipos suscetiveis, os dois éxons continuam
presentes, porém o intron apresenta uma insercao de aproximadamente 4.889pb
(Figura 1), determinando durante o processo de transcricdo, a producdo de um
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MRNA que ao ser traduzido produz uma proteina truncada, sem significado
bioldgico.

Quando as diferentes cultivares e populagdes de seedlings foram avaliadas
verificou-se que dentre os seedlings de ‘Flordaquard’ o loco AMPP117 SSR
revelou uma banda polimoérfica de £185pb (Figura 2A). Este mesmo loco foi
polimorfico entre as cultivares avaliadas e entre os seedlings de NR 0100302, NR
0110309, sugerindo ser um loco marcador importante. Entretanto, diversas
amostras nao apresentaram amplificacdo, demonstrando a possivel ocorréncia de
alelos nulos para este loco, em parte das amostras, ou a necessidade de
otimizacdo da reacédo de PCR.

Inconsisténcias na amplificacdo também foi registrada para o loco OPAS
14A, entretanto também foi observado a ocorréncia de polimorfismo entre
amostras amplificadas (dados n&o apresentados).

Os loci NBS 3 e NBS 29 apresentaram bandas monomorficas (+340 pb e
+290pb, respectivamente) entre seedlings de NR 0100302, NR 0110309 e
Flordaguard (Figura 2B), bem como para as diferentes cultivares avaliadas.

Seedlings Flordaguard
< * 185pb

A) AMPP117 SSR <+ + 87pb

C) Loco <« +1200pb
ppa 023253 int F + ppa 018595 int R " - g < +1000pb
i) ke
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D) Loco <=+ 1000pb

ppa 023253 int F + ppa 018595 int R B
. <—* 650pb

Figura 2 — Alelos amplificados de diferentes loci génicos associados a resisténcia
a Meloidogyne spp. em diferentes cultivares e sele¢des de Prunus persica.
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Na analise do loco InterMia, verificou-se que a presenca de um unico alelo
(2000 pb) nos seedlings de ‘Flordaguard’, indicando que este material vegetal
possui pelo menos um dos alelos contendo a insercdo no introm, portanto é
heterozigoto para a resisténcia, conforme ja preconizado por LU et al. (1999). Nos
seedlings da selecdo NR 0110309, esse alelo apresentou segregacao condizente
com os parentais, confirmando que ‘Tsukuba 1’ também é um gendtipo resistente
recombinante que apresenta um dos alelos ligados a suscetibilidade.

Pela combinacao de primers ppa 023253int F e ppa 018595int R foi possivel
identificar polimorfismo dentro da populacéo de seedlings de ‘Fordaguard’ (Figura
2C), NR 0100302 e de NR 0110309, bem como entre as diferentes cultivares
avaliadas (Figura 2D), onde verificou-se a presenca de dois alelos (£1000pb
e+1200pb) nas cultivares resistentes ‘Tsukuba 1’, ‘Nemaguard’ e ‘Cadaman’.
Entre os diferentes clones de ‘Capdeboscq’, considerados suscetivies a
Meloidogyne ssp., observou-se um alelo de +650pb (Figura 2D), comum a trés
clones, sendo que em um dos clones apresentou um alelo (x1200pb) similar as
cultivares resistentes, evidenciando que se trata de um gendétipo recombinante

para o referido loco.
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Muito embora faz necessario otimizar as condi¢bes de amplificacdo para os
loci marcadores InterMia e OPAS 14A, os polimorfismos identificados, entre
cultivares e seedlings avaliados, sdo marcadores moleculares Uuteis na
caracterizacao varietal e no mapeamento genético, visando obter novos genétipos
resistentes e/ou suscetiveis a Meloidogyne spp..

4, CONCLUSOES

Os loci NBS 3 e NBS 29 ndo sdo Uuteis para revelar polimorfimo nos
genotipos avaliados.

E possivel caracterizar gendtipos de Prunus persica, que segregam para a
resisténcia a Meloidogyne spp., com pelo menos cinco das sete combinacdes de
primers utilizadas.
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