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CARACTERIZA(;AO DE TRES GENOTIPOS DE UMEZEIRO
(Prunus mume Sieb. et Zucc.) POR MARCADORES RAPD!

NEWTONALEX MAY ER? ELIANA GERTRUDESDE MACEDO LEMOS?, FERNANDO MENDES PEREIRA“, ESTER WICKERT®

RESUMO - Um projeto de pesquisa visando & utilizag@o de clones de umezeiro (Prunus mume Sieb. et Zucc.) como porta-enxertos
para pessegueiro [ Prunus persica (L.) Batsch] estd sendo conduzido na FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal-SP, com promissoras
perspectivas de sucesso. Trés gendtipos de umezeiro foram sel ecionados de acordo com caracteristicas agrondmicas desgjaveis para
estafinalidade. A distingdo dos trés gendtipos entre si, baseada exclusivamente em caracteristicas morfol 6gi cas, apresenta limitagdes.
Dessaforma, o abjetivo do presente trabalho foi identificar marcadores RAPD capazes de diferenciar e caracterizar os Clones05, 15e
acv. Rigitano (Clone 10) de umezeiro, utilizando-se das cultivares Aurora-1 e Okinawa de pessegueiro como outgroup. Dos 220
primerstestados, foram selecionados 42, que amplificaram todos os cinco gendtipos. Verificou-se que os marcadores RAPD permitiram
adistincdo entre o Clone 05, o Clone 15 e a cv. Rigitano de umezeiro, demonstrando a existéncia de variabilidade genética entre os
mesmos. Dentre 0s trés gendtipos de umezeiro estudados, constatou-se que asimilaridade genéticaé maior entre o Clone 05 e o Clone
15.

Temos para indexacao: frutas de caroco, porta-enxerto, marcadores molecul ares.

CHARACTERIZATION OF THREE MUME GENOTYPES
(Prunus mume Sieb. et Zucc.) BY RAPD MARKERS

ABSTRACT - A research project with the objective do devel op mume clones (Prunus mume Sieb. et Zucc.), to be used as rootstocks
for peach tree [ Prunus persica (L.) Batsch] isbeen carried out at the Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinérias (FCAV/UNESP),
Jaboticabal Campus, Sdo Paulo State, Brazil. These project showed promising perspectives of success, with three clones that were
selected according to their characteristics for peach rootstock. But the distinction of the three clones among them, based only in
morphologic characteristics, has presented limitations. The objective of the present research was to identify RAPD markers able to
characterize and differentiate the 05 and 15 Clones and Rigitano mume cultivar, using Aurora-1 and Okinawa peach tree as outgroup.
Among the 220 tested primers, 42 were sel ected and used to amplify the five genotypes. RAPD markers allowed the distinction among
05 Clone, 15 Clone and Rigitano, selected in FCAV/UNESP, showing presence of genetic diversity among them. These markers also
showed that among the three mume genotypes studied, the genetic similarity is bigger between 05 Clone and 15 Clone.

Index terms: stonefruits, rootstock, molecular markers.

No caso de ameixeiras, ha ocorréncia de cultivares auto-
incompativeis e, em muitos casos, ha dificul dade em determinar
se uma cultivar provém de uma Unica espécie ou do cruzamento

INTRODUCAO

O género Prunus inclui aproximadamente 200 espéciese
édividido em 6 subgéneros, que sdo: 1) Prunophora (ameixeiras
emsuamaioria); 2) Amygdalus (pessegueiros e amendoeiras); 3)
Cerasus (cerejeiras); 4) Lithocerasus (cergjeiras); 5) Padus
(cergjeiras de cachos), e 6) Laurocerasus (cerejeiras amarelas).
O subgénero Prunophora é subdividido em 3 secBes: a) Euprunus
(ameixeiras européias e asiaticas); b) Prunocerasus (ameixeiras
americanas), e c) Armeniaca (damasqueiro e umezeiro) (Rehder,
1940, citado por Shimada et al., 2001). Entretanto, devido a
facilidade de hibridizacdo natural entre as espécies do género
Prunus, aclassificagdo botanicatem sido controversaem alguns
casos, em funcdo da facilidade de desenvolvimento de tipos
intermedi &rios entre duas espécies (Dosba, 1994, citado por Casas
etal., 1999).

entre diferentes espécies. Outras cultivares sdo hibridas e
resultam de cruzamentos naturais entre espécies de ameixeiras,
umezeiro, damasqueiro ou até mesmo com pessegueiro, 0 que
tem dificultado aidentificac8o de cultivares segundo suaorigem
(Shimadaet al., 1999).

A identificagdo de cultivares de frutiferas tem sido
baseada em caracteristicas morfoldgicas e agronémicas dos
gendtipos. Entretanto, existe substancial variag8o intra-
especifica, especialmente nas caracteristicas defolhas e defrutos,
o que dificulta a distingdo dos gendtipos baseando-se somente
namorfologiaexterna, além de ser um processo lento, devido ao
longo periodo de juvenilidade das plantas lenhosas. Tratando-
se de porta-enxertos, aidentificacdo de caracteres morfol 6gicos
€ aindamais dificil apds a enxertia, além do que estes caracteres
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sdo geralmente influenciados por fatores ambientais e pelo
estadio de crescimento da planta (Casas et al., 1999; Wiinsch &
Hormaza, 2002).

Marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) tém sido utilizados em diferentes espécies de frutiferas,
inclusive parao género Prunus. Shimadaet al. (2001) estudaram
a diversidade genética de 4 espécies de Prunus, subgénero
Lithocerasus, utilizando 40 diferentes acessos, sendo que
marcadores RAPD permitiram a diferenciacdo de todos o0s
acessos. Em um estudo com 42 diferentes acessos de ameixeira
(Prunus salicina), marcadores moleculares também foram
eficientes na discriminag&o de todos os acessos (Shimada et al.,
1999). Os autores concluiram que a técnica de RAPD é viével
paraidentificar diferentes acessos de ameixeira.

A relacdo genética entre 54 cultivares de umezeiro foi
estudada com estes mesmos marcadores, possibilitando a
classificagdo em 7 diferentes grupos, concordando com sua
origem geografica (Shimada et a., 1994, citado por Wiinsch &
Hormaza, 2002). Em damasqueiros (Prunus armeniaca), 0 USO de
marcadores RAPD possibilitou a distingdo de 19 cultivares
originérias de 4 diferentes regides geograficas (Mariniello et al .,
2002).

Em um projeto de pesquisa visando a selecdo de clones
de umezeiro para utilizagdo como porta-enxerto de pessegueiro,
trés clones, identificados como Clone 05, Clone 10 e Clone 15,
foram considerados promissores. Os trés clones foram
selecionados na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias
(FCAV/UNESP), em funcdo de caracteristicas desejaveis,
destacando-se a resisténcia a Meloidogyne javanica (Mayer et
a., 2003) e M. incognita (Mayer et d., 2005) e 0 menor vigor do
Clone 10 (Mayer & Pereira, 2006). O avango dos estudos permitiu
olancamento dacultivar Rigitano (Pereiraet d., 2007), inicia mente
selecionada como Clone 10. Entretanto, essa cultivar apresenta
caracteristicas morfol 6gicas muito semelhantes aos outros dois
gendtipos, os Clones 05 e 15, de tal forma que se mostraram
limitantes para a discriminagéo dos trés gendtipos entre si, pela
possibilidade de serem influenciados pel as condi¢gdes ambientais.
Dessa forma, estudos moleculares visando a distingdo dos
gendtipos em nivel molecular tornam-se necessarios, uma vez
que fornecem subsidios e informagdes paraviabilizar o processo
de registro dos gendétipos, além do controle sobre a identidade
genética dos porta-enxertos, que é essencia na certificacdo de
mudeas utilizadas na fruticultura moderna.

O objetivo do presente trabalho foi identificar
marcadores moleculares RAPD capazes de diferenciar e
caracterizar o Clone 05, o Clone 15 eacv. Rigitano de umezeiro,
selecionados na FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal -SP como
porta-enxertos para pessegueiro.

MATERIAL E METODOS

a) Obtencdo dos clones. A partir de um lote de plantas de
umezeiro (Prunus mume Sieb. et Zucc.), propagadas por
germinagdo de sementes oriundas de genitores desconhecidos
emantidas em cultivo na Estacéo Experimental de Jundiai —IAC,
foram colhidos ramos herbaceos de cada planta, individualmente

identificados. Esses ramos foram transportados ao Ripado de
Fruticultura do Departamento de Producéo Vegetal da FCAV/
UNESP, onde se iniciaram os trabalhos de selecdo para
caracteristicas agronbmicas desegj&veis como porta-enxertos, em
1998 (Nachtigal et al., 1999; Pereiraet ., 2007).

Ostrés gendtipos que se destacaram - o Clone 05, o Clone
10 (cv. Rigitano) eo Clone 15, foram propagados por enraizamento
de estacas herbaceas (Mayer et a ., 2001). Apds aclimatacdo em
viveiro, os clones foram transplantados para 0 campo, em maio
de 2002, sob espagcamento de 0,5 m entre plantas, em éarea
experimental localizada no Sitio S&o Jo&o, Municipio de
Taquaritinga-SP. Em janeiro de 2006, foram colhidos
aproximadamente 300 g (matériafresca) defolhasjovensdeuma
Unica planta identificada de cada clone de umezeiro. As folhas
foram armazenadas em sacos plésticos identificados e col ocadas
em caixa de isopor contendo gelo. Do mesmo modo, também
foram colhidas folhas jovens de pessegueiro [Prunus persica
(L.) Batsch] da cultivar-copa Aurora-1 e do porta-enxerto
‘Okinawa’ paraserem utilizadas como “ outgroup”, sendo utilizada
uma unicaplantade cada cultivar, ambas mantidas em condicoes
de campo em &rea destinada a manutencdo de plantas-matrizes,
também localizadano Sitio S&o Jodo.

b) Obtencéo dos marcadores RAPD. Folhas jovens dos
trés clones foram utilizadas para extragdo do DNA conforme o
protocolo de Shillito & Saul (1988). A quantificacdo do DNA e
sua qualidade foram avaliadas com o auxilio de um
espectrofotdbmetro (BECKMAN-DU 640), medindo-se a
absorbéncia de cada amostra em contraste com uma amostra de
H,O destiladalivre de DNA, nos comprimentos de ondade 260 e
280 nm (Sambrook et ., 1989).

A reacdo de amplificagdo do DNA gendmico para a
obten¢&o dos marcadores RAPD constituiu-se de 30 ng de DNA
gendmico, tamp&o de PCR 1X (50 mM K Cl, 200mM Tris-HCI, pH
8,4) (Invitrogen, CA, USA), 25mM MgCl, (Invitrogen, CA, USA),
200 uM dNTP(Invitrogen, CA, USA), 1,5U Tag DNA polimerase
(Invitrogen, CA, USA), 10 pmol de oligonucleotideo iniciador
("primer”) e &gua pura estéril g.s.p. para20uL. Foram utilizados
220 primers do Kit de primers Operon Technologies Inc..

A amplificac8o foi realizada em termociclador PTC 100
Programable Thermal Controler, MJResearch, Inc., e submetida
aumaciclagem de 92°C por 3 min, 47 repetices de (92°C por 1
min, 36°C por 1 mine45se72°C por 2 min), 72°C por 7mineum
ciclofinal a5°C.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a
eletroforese em tampdo TEB 1X (89 mM Tris; 89 mM Acido
Borico; 2,5mM EDTA, pH 8,3), utilizando géisde agarose a 1%,
contendo brometo de etideo (0,5 mg/ml) durante 1h 30min a
90Volts. Como padréo de tamanho molecular, foi utilizado o
marcador 1 kb DNA ladder plus (Invitrogen, CA, USA) e o
marcador 100 pb DNA ladder (Invitrogen, CA, USA). A
visualizacdo dos resultados foi realizada em equipamento de
fotodocumentagéio Gel-Doc 1.000 (BioRad, CA, USA).

¢) Analise dos marcadores obtidos. A anélise dos
marcadores foi realizada através da constru¢do de uma matriz
binaria, naqual se analisaram a presenca (1) e aauséncia (0) de
bandaem cadamaterial paraosdiferentesprimers. A matrizbin&ria
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geradafoi convertidaem matriz de distdncia através do software
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parcimony - versdo 3.01)
(Swofford, 2002). A matriz de disténciaobtidafoi entdo analisada
pelo software MEGA (versdo 2.1) (Kumar et a., 2004), utilizando-
se do Método de Disténcia com agoritmo de agrupamento de
Neighbour Joining (Saitou & Nei, 1987) para a construcdo do
filograma das rel agdes fil ogenéticas desenvolvidas pelos clones
e do célculo dos indices de distancia genética entre os materiais
do estudo. A medida da distancia genéticainterespecifica € uma
medida da diversidade genética existente entre os individuos de
um grupo em relacdo a outros grupos (Saitou & Nei, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a determinagcdo das melhores condi¢des de
amplificacdo, foram testados 220 primers, dos quais 42
amplificaram os genétipos de umezeiro e pessegueiro utilizados
neste trabalho (Tabela 1). Dos 42 primers que amplificaram
fragmentos de DNA para todos os materiais, 24 primers
apresentaram polimorfismo para os clones de umezeiro, ou segja,
10,9 % do total de primers testados. A Tabela 1 mostra que, nos
42 primers que amplificaram os gendétipos de umezeiro, foram
detectadas 432 bandas no total, sendo que 330 foram bandas
monomorficas e 102 polimérficas (23,6%) para o umezeiro.
Observa-se também que, em 9 primers, foram detectadas 5 ou
mais bandas polimérficas para o umezeiro. Ja entre as duas
cultivares de pessegueiro utilizadas como “outgroup”, foram
detectadas 346 bandas monomarficas e 86 bandas polimérficas.

Os primers OPCO7 (Figura 1) e OPB12 (Figura 2)
mostraram-se polimorficos em relacdo aos trés clones,
evidenciando a possibilidade de diferenciar os clones entre si e
em relagdo ao outgroup. O primer OPCO7 amplificou dois
fragmentos exclusivos para Clone 05, com aproximadamente 750
pb e 350 pb. Na cv. Rigitano, detectou-se a presenca de um
fragmento exclusivo de cercade 1.490 pb. Esse primer permitiua
distincdo dos trés genétipos de umezeiro. Dessa forma, a
identificacdo dos Clone 05, Clone 15 edacv. Rigitano de umezeiro
tornou-sefacilitadae precisa, pois, com o uso de um Unico primer,
foi possivel identificar os gendtipos, independentemente dos
fatores ambientais existentes onde a planta se encontra. Ja o
primer OPB12 (Figura 2) permitiu a observacdo da presenca de
um fragmento polimarfico exclusivo para o Clone 15 com cerca
de 420 pb. Esse primer, entretanto, ndo permitiu adiscriminacéo
do Clone 05 e da cv. Rigitano. Assim, a andlise conjunta da
amplificagdo obtidaatravésdos primers OPC0O7 e OPB12 permitiu
a discriminacg8o através de bandas caracteristicas para os trés
gendtipos. Essefato ocorreu para vérios primers, de acordo com
o exemplificado para os primers OPC07 e OPB12. Dessaforma,
verificou-se que os marcadores moleculares RAPD foram
eficientes na identificacdo dos clones.

Marcadores RAPD foram utilizados com sucesso no
levantamento da diversidade genética existente entre 40 acessos
do género Prunus, representando os subgéneros Prunophora
(ao qual pertence P. mume), Amygdalus, Lithocerasus € Cerasus
(Shimada et al., 2001). Os autores verificaram que 4 espécies

pertencentes ao subgénero Lithocerasus apresentaram maior
similaridade com membros dos subgéneros Prunophora e
Amygdalus do que com Cerasus, sugerindo que 0s acessos
estariam mais bem classificados se agrupados em apenas dois
grupos. Prunophora-Amygdalus e Cerasus, uma vez que o
subgenero Lithocerasus n8o € aceito por todos os taxonomistas.

Os mesmos marcadores mostraram-se eficientes no
estudo da diversidade genética de 42 acessos de ameixeira
(Prunus spp), sendo que foi possivel identificar os acessos do
grupo Europeu (P. domestica L., P. insititia L .) e do grupo Japonés
(P. cerasifera Ehrh.), bem como os cruzamentos oriundos apartir
desses dois grupos (Shimada et al., 1999), concordando com
classificacBes ja existentes.

Marcadores RAPD constituem-se a classe de marcadores
moleculares mai s utilizados atualmente (Sadder & Ateyyeh, 2006).
Isto se deve a suas caracteristicas de rapidez e simplicidade na
obtencéo dos resultados, cobertura de todo o genoma do
individuo em estudo, por suafacilidade deimplementacdo e menor
custo comparativo a outros marcadores. Por outro lado, séo
marcadores criticados por suafalta de repetibilidade quando sdo
comparados resultados obtidos por diferentes laboratérios.
Entretanto, o problema da repetibilidade pode ser evitado ao
tomar-se umasérie de cuidados em rel ac8o ao uso de DNA integro
e puro, reagentes de qualidade e uso de um mesmo termoci clador
paratodas as reagdes, além de repetir as reactes pelo menostrés
vezes para a confirmacdo dos padrfes de amplificacéo.

O conhecimento da distanciagenéticaentre porta-enxerto
(genétipos de umezeiro) e a cultivar-copa (cv. Aurora-1 de
pessegueiro) pode auxiliar nos estudos sobre compatibilidade
deenxertiae ausénciade sintomas deincompatibilidade, revelada
nos estudos conduzidos na FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal-SP, com esses gendtipos (Mayer, 2004; Mayer et al.,
2006). Segundo Hartmann et al. (1997), a compatibilidade de
enxertia sO ocorre entre duas espécies botanicamente afins e
proximas geneticamente.

Na Tabela 2, sdo apresentadas as disténcias genéticas
existentes entre os cinco genotipos envolvidos no presente
estudo. Verifica-se queamenor distanciagenéticaexistente ocorre
entre a cultivar Aurora-1 de pessegueiro com o porta-enxerto
‘Okinawa’ (0.171). Entre ostrés gendtipos de umezeiro, observa-
se que a menor distancia genética ocorre entre o Clone 05 e 0
Clone 15 (0.305). A distanciagenéticaentre os gendti postambém
revela a maior proximidade genética dos trés gendtipos de
umezeiro com acv. Aurora-1 de pessegueiro (valores entre 0.595
€0.614), comparativamente a encontrada entre os trés genotipos
de umezeiro comacv. Okinawa (valores entre 0.662 €0.700).

O numero de bandas polimoérficas entre os genétipos
também é apresentado na Tabela 2. Observa-se que, entre ostrés
gendtipos de umezeiro, 0 himero de bandas polimorficas foi
maior (entre 64 e 70), comparativamente ao obtido entre as duas
cultivares de pessegueiro (36). Esse resultado reflete a maior
similaridade genética existente entre ‘Aurora-1’ e ‘Okinawa,
comparativamente aexistenteentre o Clone 05, o Clone 15 eacv.
Rigitano de umezeiro.

Deacordo com o filogramaapresentado naFigura3, existe
maior similaridade genética entre os Clones 05 e 15, com
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coeficiente de similaridade de aproximadamente 0.15. A cv. TABELA 1- Relag8o dos primers selecionados, com suas

Rigitano, de acordo com os marcadores RAPD, apresentou respectivas sequéncias e nUmero de bandas
similaridade de 0.17, em relagdo aos Clones 05 e 15, revelando polimoérficas (NBP) e niumero de bandas
maior divergéncia genéticaem relacdo a estes. monomorficas (NBM) entre os clonesde umezeiro
O filograma também demonstra similaridade de (Clone 05, cv. Rigitano e Clone 15) ecultivaresde
aproximadamente 0.09 entre ‘Okinawa' e ‘Aurora-1’. O porta pessegueiro (Okinawa e Aurora-1) estudados.
enxerto ‘Okinawa’, origindrio do programa de Melhoramento o —— . -

- i X L. i N rimer Seqiiéncia §”- 3 umezeiro pessegueiro
Genético da Universidade da Florida, foi obtido de um lote de NBP NBM NBP NBM
sementes enviado por Henriz Chikasne, de Okinawa, ho Jap&o. OPAD3 AGTCAGCCAC 00 0 ol 06
Foi introduzido no Brasil em 1969, por meio de intercambio de e ’:ég%%ﬁ%g - - - -
material genético entreo |AC eaUniversidade daFldrida(Ojima OPA6 GGTCCCTGAC " 0 0 0
et a., 1999). A cultivar-copa Aurora-1 foi obtida, em segunda OPBI0 CTGCTGGGAC 0l 06 00 0
geracéo, do cruzamento entre o pessegueiro ‘ Tutu’ (IAC 1353-1) OPBI2 _ CCTTGACGCA 02 L 0 05

BN . : OPBI7 AGGGAACGAG 00 14 05 09
eanectarineira‘ Colombina’ (Fla19-37 S), oriundado Programa 0ROt TIOGAGOCAG B B m %
de Melhoramento Genético e Cultural do Instituto Agronémico 0PCO2 GIGAGGCGTC 03 08 05 06
de Campinas (Ojima et a., 1989). Por sua vez, a nectarineira 0pC03 GGGGGTCTTT 05 M M 05
‘Colombina éoriginariadepolinizaggolivrede‘ NN 21’ (‘ Okinawa - ?ggi%gég?é - = - =
x ‘ Panamint’), dai asimilaridade genéticaexistenteentre* Aurora- Pl CTCACCGTCC I 0 0 10
1’ e'Okinawa' (Barbosa, 2007, comunicagdo pessoal). OPC0 TGTCTGGGTG 00 1l M 07

Verifica-se que os marcadores RAPD se mostraram OPCIL  AAAGCTGCGG 00 08 0 08
eficientes na discriminag8o dos trés genotipos de umezeiro em orcia TatCATcLce m w n U
e genotipx OPCI4___ TGCGIGCTIG 0 08 0 1l
estudo, bem como forneceram bandas especificas paracadaclone OPCI5 GACGGATCAG 0 0 0 [
com capacidade para serem convertidas em marcadores SCAR. OpC17 TTCCCCCCAG 05 08 M 09
Essaabordagem apresentagrandeimportancia, poisao identificar- 8%:2 g’;gggﬁggg i . ; =
se molecularmente cultivares, é possivel preservar o direito de PN ACTICGCCAC 0 0 0 3
propriedade bem como a protegdo das cultivares, evitando a 0OPDO3 GTCGCCGTCA 00 05 0l M
criacéo e proliferacio de fraudes. Marcadores SCAR poderiam 0PDO7 _ TTGGCACGGG 00 05 0 05
ser desenhados a partir dos fragmentos polimorficos para cada OPDOS grataeecea w = b u
0S a partir dos frragmentos p > P OPDI_ AGCGCCATIG 0 0 5 0
clone, permitindo a discriminagdo destes e facilitando a OPDI3  GGGGTGACGA 0l 1 00 B
identificagdo no caso de divida em relagdo a materiais 0PD20 ACCCGGTCAC 00 09 M 05
desconhecidos, se relacionados aos trés clones em questao. glf;%"; ig’;égggggg . . = -
O uso das novas técnicas de biologia molecular na OPHOS — GAAACACCCC 0 06 o 0
certificac@o de espécies frutiferas podera acelerar e otimizar o OPHI2 ACGCGCATGT 06 12 03 15
processo de identificagdo de cultivares, pela caracterizagéo OPHI4  ACCAGGTTGG 0 06 o 05
molecular de cada gendtipo em qualquer estadio de OPHIS TCTCAGC TG o u o $
! da g P qualq 10 d OPHIT ___ GAATCGGCCA 08 05 0 1l
desenvolvimento, independentemente dos fatores ambientais OPI02 GGAGGAGAGG 00 0 0l 06
gue podem influenciar o fenétipo. Além disso, essas técnicas OPI06 AAGGCGGCAG 00 08 o 07
podem auxiliar em programas de melhoramento genético, 8';}?; E’;ggg‘ég?ég - - o o
selecionando genes de interesse, na construgdo de mapas oPlld TGACGGCGGT 0 10 0 08
genéticos, em estudos de similaridade e de distancia genética opI17 GGTGGTGATG 06 08 03 1l
entre cultivares e espécies, além de constituir eficientes métodos (;":1:3 TGCCCAGCCT 11012 30380 gg 314"6
para o controle de qualidade e prevencéo de fraudes (Mariniello (NBP'Z ;BM) ’
eta., 2002; Winsch & Hormaza, 2002). Total de bandas - I 43

por espécie

TABELA 2- Distancia genética e nimero de bandas polimadrficas (em itdlico) entre o Clone 05, cv. Rigitano e Clone 15 de umezeiro
(Prunus mume Sieb. et Zucc.) e cultivares Okinawa e Aurora-1 de pessegueiro obtidas com o uso de marcadores RAPD.

Clone 05 ‘Rigitano’ Clone 15 ‘Okinawa’ ‘Aurora-1’
Clone 05 - 0.333 0.305 0.700 0.605
‘Rigitano’ 70 - 0.324 0.681 0.614
Clone 15 64 68 - 0.662 0.595
‘Okinawa’ 147 143 139 - 0.171
‘Aurora-1’ 127 129 125 36 -
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FIGURA 1- Produto daamplificagéo por RAPD utilizando-sedo
primer OPB12 com presenca de fragmentos
exclusivos indicados por seta. PM = padréo de
tamanho molecular 1Kb DNA Plus Ladder
(Invitrogen). CN = controle negativo daPCR, 1 =
Clone 05; 2 = cv. Rigitano; 3 = Clone 15; 4 =
‘Okinawa ; 5="Aurora-1.
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FIGURA 2- Produto daamplificagéo por RAPD utilizando-sedo
primer OPCO7 com presenca de fragmentos
exclusivos indicados por seta. PM = padréo de
tamanho molecular 1Kb DNA Plus Ladder
(Invitrogen). CN = controle negativo daPCR, 1=
Clone 05; 2 = cv. Rigitano; 3 = Clone 15; 4 = cv.
Okinawa; 5=cv. Aurora-1.
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FIGURA 3- Relagdes filogenéticas estabelecidas entre os
gendtipos de umezeiro verificadas por marcadores
moleculares RAPD. Pessegueiros ‘Aurora-1l’ e
‘Okinawa’ foram utilizados como “ outgroup”.

CONCLUSOES

1-Os marcadores RAPD permitiram adistin¢do do Clone
05, do Clone 15 e da cv. Rigitano de umezeiro, selecionados na
FCAV/UNESP, como porta-enxertos para pessegueiro.

2-Os primers OPC0O7 e OPB12 revelaram bandas
polimérficas que permitiram adistincéo do Clone 05, do Clone 15
e dacv. Rigitano entre si.

3-Dentre os trés genétipos de umezeiro estudados,
constatou-se que a similaridade genética € maior entre o Clone
05eo0Clone15.
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