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CARACTERIZACAO MOLECULAR E DIVERSIDADE
GENETICA DE DIFERENTES VARIEDADES DE ABACATE
POR MARCADORES MICROSSATELITES'

ANTONIO BALDO GERALDO MARTINS?, MARIA GABRIELA FONTANETTI RODRIGUES?,
DEISE REIS DE PAULA*, HELIO SANDOVAL JUNQUEIRA MENDES?,
FLAVIO CESE ARANTES ¢, CRISTINA LACERDA SOARES PETRAROLHA SILVA’

RESUMO - Pertencente a familia Lauraceae, o abacateiro compreende trés ragas horticolas: antilhana,
guatemalense e mexicana. Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta rapida e eficaz para estudos
gendmicos, uma vez que detectam o polimorfismo diretamente ao nivel do DNA e ndo sofrem qualquer tipo
de influéncia ambiental. Com base nesse polimorfismo, ¢ possivel fazer inferéncias sobre as relagdes entre o
genotipo e o fenotipo dos individuos, o que, em ultima analise, permite aumentar a eficiéncia dos programas
de melhoramento. Diante o exposto, o objetivo foi investigar a diversidade genética entre sete variedades de
abacate a partir de 5 l6cus de marcadores moleculares microssatélites (SSR). Nas amostras de abacateiros
avaliadas, encontrou-se um total de 18 alelos, com uma média de 3,6 alelos por l6cus. O dendrograma ge-
rado a partir de analise de agrupamento UPGMA agrupou, separadamente do resto dos genotipos, a cultivar
Geada da raca Antilhana, possivelmente por esta variedade ser uma raga pura, e o restante foi agrupado em
dois grandes grupos das racas, a Guatemalense e a Mexicana. Os genotipos das sete variedades de abacate
apresentam diversidade genética nos cinco ldcus de marcadores moleculares microssatélites (SSR) avaliados,
o que indica que sdo materiais promissores para utilizacdo em futuros programas de melhoramento.

Temos para Indexacio: Persea americana, SSR, fingerprinting, banco de germoplasma.

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND GENETIC DIVERSITY
OF DIFFERENT VARIETIES OF AVOCADO BY
MICROSATELLITES MARKERS (SSR)

ABSTRACT - Belonging to Lauraceae family, avocado vegetables include three races: West Indian, Gua-
temalan and Mexican. Molecular markers are a fast and efficient tool for genomic studies since they detect
polymorphism directly at the DNA level and do not suffer any kind of environmental influence. Based on this
polymorphism, it is possible to make inferences about the relationship between genotype and phenotype of
individuals, which ultimately will increase the efficiency of breeding programs. The objective of this study
was to investigate the genetic diversity among seven varieties of avocados from five loci of microsatellite
molecular markers (SSR). In samples of avocado evaluated it was found a total of 18 alleles, with an average
of 3.6 alleles per locus. The dendrogram generated from UPGMA cluster analysis grouped separately from
the rest of the genotypes the “Geada” cultivar an Antillean race, possibly because this strain is a pure race,
the remainder was divided into two principal races groups, the Guatemalan and the Mexican. The genotypes
of the seven varieties of avocado, show genetic diversity in the five loci of microsatellite molecular markers
(SSR) assessed, indicating that they are promising materials for using in future breeding programs.

Index Terms: Persea americana, SSR, fingerprinting, germoplasm banks.
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INTRODUCAO

A cultura do abacateiro possui expressiva
importancia no cenario internacional e nacional,
sendo o Brasil considerado o quarto produtor mundial
dessa fruta, com uma produ¢do de 169 mil tonela-
das colhidas, atras apenas do México, Indonésia e
Colombia (FAO, 2008). E cultivado em quase todos
os Estados do Brasil, sendo uma das frutiferas mais
produtivas por unidade de area cultivada (TANGO;
TURATTI, 1992). O Estado de Sao Paulo destaca-se
como o maior produtor brasileiro, com 4.560 ha e
uma producdo de 91.981 toneladas (IBRAF, 20006).

Pertencente a familia Lauraceae, subgénero
Persea, o abacate compreende trés ragas com dis-
tintas exigéncias climaticas com referéncia ao fator
térmico: Antilhana, Guatemalense e Mexicana (Zo-
neamento agricola do Estado de Sao Paulo, 2010).

Para o desenvolvimento da cultura, com ga-
nhos significativos de produtividade e qualidade de
frutos, o melhoramento genético torna-se uma ferra-
menta fundamental; sendo primordial, para tanto, a
existéncia de variabilidade genética (LEITE, 2010).

A conservagao ex situ de germoplasma reali-
zada em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) per-
mite manter e garantir a disponibilidade de materiais
essenciais aos programas de melhoramento genético.
Um BAG tem um papel fundamental na preservacao
da variabilidade genética, sendo fundamental a ma-
nutengao de acessos (GOEDERT, 2007).

Os marcadores moleculares sdo uma ferra-
menta rapida e eficaz para estudos gendmicos, uma
vez que detectam o polimorfismo diretamente ao
nivel do DNA sem influéncia ambiental (SOUZA,
2001). Com base nesse polimorfismo, ¢ possivel
fazer inferéncias sobre as relagdes entre o genotipo
e o fenotipo dos individuos, o que em ultima analise
permite aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento.

Entre as diferentes classes de marcadores
moleculares, os microssatélites, também deno-
minadas SSR (Simple Sequence Repeat), sdo 0s
preferidos para aplicagdes e estudos genéticos no
melhoramento de plantas, principalmente devido a
sua natureza multialélica, heran¢a codominante e
transferibilidade entre espécies (DECROOCQ et al.,
2003;), facilidade de detecgdo pela PCR, abundancia
relativa e cobertura extensiva do genoma (LI et al.,
2002) e necessidade de quantidades pequenas de
DNA para dar inicio as reacdes (POWELL et al.,
1996). Além disso, também exibem altas taxas de
mutagdo (VIGOROUX et al., 2002) ¢ associac¢do

preferencial com regides ndo repetitivas do genoma
(MORGANTE et al., 2002), o que os fazem bastante
uteis em estudos de diversidade genética de frutife-
ras como mamao (OLIVEIRA et al., 2008); mirtilo
(SILVA et al., 2008); acerola (SALLA et al., 2002),
maga (SZEWC-MCFADDEN etal., 1996) ¢ o proprio
abacate (LAVI et al., 1994; SHARON et al., 1997,
BORRONE et al., 2009).

Diante do exposto, o objetivo do presente tra-
balho foi investigar a diversidade genética entre sete
variedades de abacate do Banco de Germoplasma
da FCAV/UNESP, a partir de 5 16cus de marcadores
moleculares microssatélites (SSR) para a preservacao
da variabilidade genética e manutencao dos acessos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Area Experimental
de Produgdo de Mudas Frutiferas do Departamento
de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus
de Jaboticabal-SP, utilizando-se de sete variedades
de abacate, pertencentes ao Banco de Germoplasma
da referida institui¢do de ensino e pesquisa: varie-
dades-copa brasileira Margarida, Geada e Fortuna;
variedade-copa americana Hass; variedade-copa
mexicana Fuerte e porta-enxertos Toro Canyon e
Duke 7, apresentando, estas duas ultimas, aroma
de anis nas folhas, caracteristica da raga Mexicana.

Folhas novas e sadias foram coletadas, iden-
tificadas e acondicionadas em caixas térmicas com
gelo, e transportadas ao Laboratorio de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada do Departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP — Cam-
pus de Jaboticabal — SP), onde foram armazenadas
em freezer (-80°C). A extragdo de DNA das 7 varieda-
des de abacate foi efetuada com base na metodologia
descrita por Lodhi e colaboradores (1994). Apods a
extragdo, o DNA foi quantificado, utilizando a técnica
de eletroforese em gel de agarose 0,8%, em TEB 1X
(Tris 28 mM, acido boérico 88 mM, EDTA 7 mM, pH
8,3) contendo brometo de etidio (5 pg/ mL).

Para as analises dos 16cus, procedeu-se a
amplificagdo de regides de microssatélites (SSR)
utilizando cinco pares de primers, concedidos pela
empresa Uniscience Tecnologis sendo estes descritos
na TABELA 1. A reacdo de amplificacdo de volu-
me de 15 uL foi constituida de tampao PCR (1X),
0,ImM de cada ANTP, 2 mM de MgCl,, 1uM de
cada integrante do par de primer (F e R), 2 unidades
de Taq DNA polimerase, 18 ng de DNA gendmico.
As reagdes de amplificacdo foram realizadas nas se-
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guintes condigdes: 3min a 94°C (desnaturacgdo), 30s
a 94°C, 1min a temperatura de anelamento de cada
par de primer (TABELA 1), Imin a 72°C, 35x (30s a
94°C, 1min a temperatura de anelamento de cada par
de primer, Imin a 72°C) ¢ 10min a 72°C (extensao).

Os produtos de amplificagdo foram separados
em géis de agarose a 3%, em corrida com TBE (1X)
com tensdo constante de 110 V, conforme proce-
dimento j& descrito. Para estimar o tamanho dos
fragmentos amplificados (alelos), foi utilizado um
padrao de tamanho molecular 100 pb e 1Kb laeder
(Fermentas) na mesma corrida eletroforética.

Para a avaliagdo da diversidade genética
existente entre os genoétipos de abacateiro, foram
calculados: o niumero de alelos e as respectivas
frequéncias nos locus SSR (AVAG13, AVAG25,
AVAG10, AVAG11, AVAGO06). A partir destas fre-
quéncias, calcularam-se, para todos os possiveis
pares de gendtipos, as distancias genéticas de Roger
(1972) modificada por Wright (1978), as quais foram
empregadas para o agrupamento dos genotipos pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method,
Arithimetical Means). Nestas analises, utilizou-se
software Tools for Population Genetics Analyses
(TFPGA) versdo 1.3 (MILLER, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras de abacateiros avaliadas,
encontrou-se um total de 18 alelos, com uma média
de 3,6 alelos por 16cus. A maior diversidade alélica
observada foi no l6cus AVAG13, com 6 alelos dis-
tintos, e a menor no lécus AVAG25, com apenas dois
alelos. Os locus AVAG25 e AVAGI11 foram os que
apresentaram o maior numero de individuos homo-
zigotos, enquanto maior nivel de heterozigosidade
foi observada no 16cus AVAGO06.

A heterozigosidade média observada foi de
0,5637, com valor minimo de 0,3367 e maximo de
0,7500, sendo todos os cinco 16cus polimorficos (cri-
tério de 99%), como pode ser observado na Tabela 2,
o que esta de acordo com os resultados encontrados
por Ashworth e Clegg (2003), que encontraram a
média de 0,6070 de heterozigosidade entre 35 culti-
vares de abacate.

A distancia genética média entre todos os
gendtipos foi de 0,60429, variando entre 0,8660
entre os gendtipos 5 e 6 ¢ 0,3536 entre os gendtipos
4 ¢ 7, podendo ser observados na Tabela 3. Dada a
dificuldade de se encontrar literatura pertinente com
esta cultura, passa-se a discutir com base entre outras

fruteiras. Os valores aqui encontrados estdo de acor-
do com os resultados de Amorin et al. (2009) que,
estimando a divergéncia genética entre 38 diploides
de banana do programa de melhoramento da Em-
brapa Mandioca e Fruticultura Tropical, incluindo
gendtipos melhorados, cultivados e selvagens, por
meio de 15 marcadores microssatélites, observaram
uma similaridade genética média de 0,44, variando
de 0,29 a 0,60.

Silva et al. (2008), caracterizando 8 gen6-
tipos de mirtilo do programa de melhoramento da
Embrapa Clima Temperado, com a utilizagdo de 3
pares de primers do tipo microssatélites, obtiveram
similaridade genética entre as cultivares variando
de 25 a 75%, com similaridade média (42,4%). Os
autores obtiveram trés grupos, revelando a eficiéncia
da técnica de microssatélite na caracterizacdo de
gendtipos dessa espécie.

Cinco marcadores microssatélites (SSR)
foram utilizados objetivando a caracterizacdo mo-
lecular de 29 porta-enxertos de péssego, os quais
permitiram a separacdo dos mesmos em subgrupos
correspondentes aos subgéneros a que pertencem,
Prunophora e Amygdalus, revelando a eficiéncia da
técnica para essa espécie (BIANCHI et al., 2004).

Santos et al. (2010), trabalhando com cultiva-
res de mangueira, observaram que, dos 94 individuos
analisados com apenas trés marcadores microssatéli-
tes, 83% foram identificados como hibridos.

A formag@o dos agrupamentos demonstra a
existéncia de dois grupos: um formado pela maioria
dos genotipos (1;2;3;4;6 e 7) e um composto apenas
pelo genotipo 5, portanto o que apresenta maior dife-
renga entre todos, como mostra a Figura 1. Rodriguez
etal. (2007) avaliaram 17 genotipos de uma colecao
de germoplasma de abacate cubano e concluiram
que os marcadores microssatélites foram os que
detectaram os niveis mais altos de heterozigosidade.

Os dois grupos discriminados pelo dendro-
grama gerado a partir de analise de agrupamento
UPGMA com base no indice de similaridade de
Roger (1972), modificada por Wright (1978), foram:
um formado pela variedade Geada, possivelmente
por esta variedade ser uma raga pura, € outro grande
grupo formado pelas demais variedades, como pode
ser observado na Figura 1.

Este grande grupo pode ser dividido em dois
subgrupos. No subgrupo superior do dendrograma,
encontramos as cultivares Margarida (hibrido pro-
veniente do cruzamento entre as racas antilhana
e guatemalense), Fortuna (hibrido proveniente do
cruzamento entre as ragas antilhana e guatemalense)
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e Fuerte (hibrido proveniente do cruzamento entre
as ragas mexicana e guatemalense).

O segundo subgrupo contém as cultivares
Duke 7 e o Toro Canyon, ambos ditos como sendo
da raga mexicana. Entretanto, nesse grupo, houve
o agrupamento da cultivar Hass, que por sua vez ¢
considerada como guatemalense. De acordo com
Donadio (1995), a variedade Hass ¢ a principal
variedade do grupo floral tipo A, destinada a expor-
tagdo. Surgiu na década de 20, na California, e foi
selecionada a partir da raga guatemalense, porém
apresenta indicios de que se trata de um hibrido do

cruzamento com a raga mexicana.

Cuiris-Pérez et al. (2009) avaliaram 77 acessos
de um banco de germoplasma e observaram a segrega-
¢do dos individuos em dois grandes grupos dentro dos
acessos mexicanos e concluiram que o polimorfismo
encontrado pelos microssatélites indicou alta variagao
genética existente dentro dos acessos da Raca Mexi-
cana. Schnell et al. (2003) avaliaram 224 acessos da
National Germoplasm Repository em Miami, com
14 l6cus (incluindo os 5 avaliados neste trabalho) e
agruparam, também, as ragas em dois grandes grupos:
Guatemalense e Mexicana.

TABELA 1 - Sequéncias e temperatura de anelamento dos 5 pares de primers SSR de abacate.

Locus Referéncia Forward (5°-3") Reverse (5°-3%) T°C
AVAGO6 Sharon et al. (1997) CGACCTCTTCTTATACTC GTACCTCTGATAATGAGCAT 40
AVAGI10 Sharon et al. (1997) GAATTACAAAGCACTAGAG GTAGAAAGTGGGCACACAT 45
AVAGI1 Sharonetal. (1997) AGCGATGAACATTACCA ATTTCTTCAACCCATCTGTC 50
AVAG13 Sharonetal. (1997) TGCGATAACAACTGGAC AACTAGGACCTGAAACCG 50
AVAG25 Sharonetal. (1997) ATGGTTTTTTCCTGCCCTTT AACAAGCCCCCTAAAAGAA 50

TABELA 2- Niveis de heterozigosidade observados em gendtipos de abacateiro.

Locus

Heterozigosidade (He)

AVAGI3
AVAG25
AVAGI10
AVAGI1
AVAGO06

0,6837
0,3367
0,6400
0,4082
0,7500

TABELA 3- Matriz de distancia genética entre gen6tipos de abacateiro.

GENOTIPOS
1 2 3 4 5 6 7
1 skeksksksk
2 0,6708 ks
3 0,4472 00,6325 ¥k
4 0,5916 0,5000 0,5000 sk
5 0,7906 0,7071 0,7500 0,6124 ik
6 0,4330  0,5000 0,6124 0,6124 0,8660 ***x*
7 0,6124 0,7071 _0.5000 0,3536 0.6455 0,6455 **ikskx
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FIGURA 1- Similaridade genética entre sete gendtipos de abacate, obtida a partir do coeficiente de Roger
(1972), modificado de Wright (1978), com base nos marcadores moleculares microssatélites,

com o uso do método UPGMA.

CONCLUSOES

1-Os gendtipos das sete variedades de aba-
cate, pertencentes ao Banco de Germoplasma da
FCAV/UNESP, apresentam diversidade genética
nos cinco lécus de marcadores moleculares micros-
satélites (SSR) avaliados.

2- Os marcadores microssatélites sdo efi-
cientes na caracterizacdo de genotipos de abacate.

3- Pretende-se, em um futuro proéximo, ava-
liar um maior numero de amostras dentro de cada
variedade, para verificar se este comportamento de
diversidade se mantém.
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