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CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DAS CULTIVARES DE PESSEGUEIRO TROPI-
CAL E DOURADAO ATRAVES DE MARCADORES RAPD!

LEO ZIMBACK?, WILSON BARBOSA3%, EDSON SEIZO MORI“, RENATO FERRAZ DE ARRUDA VEIGA®

RESUM O - Foi redlizadaacaracterizagdo genéticadas cultivares de péssego Tropica e Douraddo pel o método RAPD, em comparagdo com ‘ Dourado-
1','Tutu’, ‘Maravilha , ‘ Rubro-sol’, ‘ Flordaprince', ‘ Aurora-1' e* Talism& do Banco Ativo de Germoplasmade Frutas de Caroco do |AC, mantido no
NUcleo de Agronomia de Capdo Bonito, utilizando DNA extraido de folhas jovens. Foram obtidos 31 marcadores genéticos a partir dos primers
altamente polimaérficos OPAD10, OPAEO4, OPAEQ7, OPAEQD9, OPAE1L1, OPAJ04 e OPAJO6, selecionados de 96 primers avaliados. Os marcadores
RAPD utilizadosindicaram eficientemente o grau de parentesco entre cultivares, exceto em cultivares originadas de polinizagéo livre. Verificou-seque,
mesmo entreas cultivaresirméscomo ‘ Tutu’ e‘ Talism&@ , encontrou-se certadistanciagenética(0,29), mostrando que por RAPD é possivel caracterizar-
se germoplasma aparentado. ‘Tropical’ e ‘Douraddo’ foram bem caracterizados em relag@o aos parentais e demais cultivares, com as distancias
genéticasvariando de 0,26 a0,89.

Termosparaindexacdo: Prunuspersica(L.) Batsch, péssego var. persica, marcador molecular, distnciagenética.

CARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF TROPICAL AND DOURADAO PEACH VARIETIES BY RAPD
MARKERS

ABSTRACT - The genetic characterization for peach varieties Tropical and Douraddo was realized by the RAPD method, also comparing with
Dourado-1, Tutu, Maravilha, Rubro-sol, Flordaprince, Aurora-1and Talismavarieties, from |AC “Frutasde Carogo” Germplasm Active Bank, main-
tained in NUcleo de Agronomia de Capdo Bonito, using DNA extracted of young leaves, with the purpose of establishing efficient markersin the
variety identification. Were obtained 31 markersfrom highly polimorphic primers OPAD10, OPAEQ4, OPAEQ7, OPAEO9, OPAEL1, OPAJ04 and OPA 06,
selected from 96 primersevaluated. The RAPD markers used, indicated the rel ationship degree among varietiesin an efficient way; except in varieties
of free polinization origin. Even among the varieties siblings as Tutu and Talisma had certain genetic distance (0,29), showing that the RAPD is
capableto characterize kindred materials. The Tropical and Douradéo peaches varietieswere well characterized in relation to the parents and others

varieties, with genetic distancesvarying fron 0,26 to 0,89.

Index terms: Prunuspersica (L.) Batsch var. persica, peach, molecular marker, genetic distance.

A culturado péssego (Prunus persica (L.) Batsch var. persica)
obteve grande impulso no Estado de S&o Paulo a partir da década de 60,
com cultivaresparainverno ameno do Planalto, taiscomo: ‘ Taism& , ‘Ma-
ravilha ,‘Joia , ‘Ouromel’ e* Dourado’, seguidas recentemente por outros
tipos mais precoces e atraentes. As principais selecdes de péssego e
nectarina adaptados a climas mais quentes foram obtidas no Ingtituto
Agrondmico (IAC), em seu programade mel horamento genéticoiniciado
em 1947 (Barbosa et a. 1997). Nos Estados Unidos, as cultivares de
péssego divergem geneticamente das cultivares Européias, em fungéo de
cruzamentose selecio realizados (Arulsekar et al., 1986). Comoamaioria
dos paternais de péssego do programa de melhoramento do Instituto
Agrondmico so deorigem norte-americana, pode-sedizer que osgendtipos
brasileiros possuem base genética ampla. De acordo com Warburton e
Bliss(1996), trésdos 12 clusters obtidos com RAPD em péssego, concen-
trou cultivares norte e latino americanas, alguns europeus e de ilhas do
Pecifico, os demais nove apresentaram materiais da China, Paguistéo,
RUssia e Japdo, sendo os chineses os materiais de maior diversidade ge-
né&ica. A cultivar brasileiraBaronesaestano cluster 11, onde se encontra
o materia norteamericano com maior diversidade genética, secomparado
comocluster I.

O uso do RAPD tem sido utilizado com eficiénciaparaidentifica:
¢ao de cultivares de macieiras (Malus domestica Borkh.) (Koller et al.,
1993), amorasverme has (RubusidaeusL .) (Grahamet al., 1994), ameixei-
ras(Prunusspp) (Ortizet d., 1997) eroseiras(Rosax hibrida) (Torresetd.,
1993), sendo também um método rapido em relagdo ao RFLPecommaior
numero de marcadores em relacdo asisoenzimas. Pode ser muito Util na
identificag@o de porta-enxertos, que sdo dificeis de identificar
morfologicamente apds aenxertia(Luet a., 1996).

Este trabalho teve por objetivo a caracterizacdo molecular atra-
vésde RAPD edeterminar adisténciagenéticae o perfil dos marcadores
de‘Tropical’ e ‘Douraddo’, juntamente com seus parentais e cultivares
testemunhas, utilizadas como material paradeterminar distancias genéti-
cas.

Para extracdo de DNA, coletaram-se no Banco Ativo de
Germoplasmadefrutasde carogo do | AC, mantido no Nicleo de Agrono-
mia de Capéo Bonito, folhas jovens dos pessegueiros Douradéo, Tropi-
cal, Dourado-1, Tutu, Aurora-1, Talismé& e Flordaprince e danectarineira
Rubro-sol. Foram utilizadas 100 mg defol hasfrescas maceradasem 350
detampéo de extragdo DNAzol daGIBCO, adicionando-se 300 pl declo-
roférmio, centrifugando-se apds cinco minutos e precipitando-se o
sobrenadante com etanol por cinco minutos. Apos a centrifugagéo, o
“pellet” foi tratado com RNAsea10mg/ml por 60 minutosparadiminar o
RNA dos &cidos nucléicos e novamente centrifugado. O DNA do
sobrenadantefoi precipitado com 60 pl de NaCl de concentragéo 5M e 600
pI de etanol 95% e, apds 30 minutos, centrifugado e 0 “ pellet” dissolvido
em100ul deO.1TE.

Naamplificagéo utilizou-se 8 ngde DNA e 23 pl do coquetel de
amplificacdo com uma unidade de Tag DNA polimerase, denaturando o
DNA a94° C por dois minutos, seguido de 35 ciclosde 94°C por 1 minuto,
35° C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, incubando aseguir
com 72° C por 6 minutos. O produto amplificado foi colocado em gel de
agaroseal,5 %, submetido aeletroforesea80 V por 3 horas, sendo reve-
lado com brometo deetidio 0,25 % por umahoraefotografado sob luz UV
comfilmePolaroid efiltrolaranja. Foramtestados48 primersesdecionados
0s 7 atamente polimérficos para o estudo, com 31 bandas polimorficas.

Os resultados foram analisados pelo programa NTSY S versdo
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TABELA 1 - Marcadores RAPD utilizados para caracterizar 9 cultivares de péssego (Prunus persica (L.) Batsch var. persica), indicando apresenca

de banda pelo uso do simbolo “+”.

Cultivares Douradao Tropical Dourado-1 ~ Maravilha Tutu Rubro-sol Aurora-1 Talisma  Flordaprince
Marcadores
OPAD10-580 + +
OPAD10-800 + + + + + + + +
OPAD10-1000 + + + + + + +
OPAE04-380 + + + + + +
OPAE04-930 + + + + +
OPAE04-1300 + + +
OPAE04-1400 + + + + + + + +
OPAE07-620 + + + + +
OPAEO07-720 + + + + + + +
OPAEO07-800 +
OPAE09-480 + + + + + + +
OPAE09-880 + + + + +
OPAE09-1050 + + + + + + +
OPAE11-450 + + + +
OPAE11-550 +
OPAE11-620 +
OPAE11-650 +
OPAE11-700 + + + + +
OPAE11-1050 + + + + +
OPAE11-1100 + + + + + +
OPAE11-1200 + + + + +
OPAE11-1400 + + + + +
OPAJ04-400 +
OPAJ04-1200 + + + + + + + +
OPAJ04-1700 + + + + + +
OPAJ04-1900 + + + + + + + +
OPAJ06-580 + + + + + + + +
OPAJ06-730 + + +
OPAJ06-850 +
OPAJ06-1000 + + + + +
OPAJ06-1700 + + + + + + +

1.70 (Rohlf e Slice, 1992), utilizando as disténcias genéticasde Jaccard e
aplicando o dendrograma de similaridade genética pelo método do
UPGMA.

NaTabelal estdo os marcadores RAPD utilizados paracaracte-
rizar as cultivares pesquisadas. No péssego ‘Tropical’ houve confirma-
¢80 damaioriadas marcas das suas avls ‘ Tutu’ e ‘ Rubro-sol’, mas algu-
masdelaspodem ter sido adquiridas duranteapolinizagéo abertadasd ecéo
|AC 371-2, seu parental feminino (Figural), ou numarecombinagdo gené-
ticanaquelageracdo. O mesmo seobservou em ' Douraddo’ comrdacdoa
‘Dourado-1' em frequénciamaisalta. Osavés destas selecles, ' Maravi-
Iha e ‘Tutu’, confirmaram os marcadores em ‘Dourado-1', exceto em
OPAE11-450.

’ Tropical ‘ ’ Douradao ‘
{ W
IAC371-2 (p.a.) Dourado-1 (p.a.) Flordaprince
| | |
[ 1
Maravilha Fla 2-7
|
[ [
Rubro-sol Aurora-1
(Sunred) I
I Ouromel-3 (p.a.)
Panamint (p.a.) [ | ‘
y—j—\ Talisma Tutu Colombina
Hawaiian  Southland i ‘
Sunlite (p.a.)
Jewell Rei da Conserva .
Okinawa Fla 28-48

FIGURA 1 - Genealogiade9 cultivaresde péssego (Prunuspersica (L.)
Batsch var. persica), do programade mel horamento gené-
tico do Instituto Agronémico.

p.a.: polinizacdo aberta

Excetuando ‘Talism&', que é irma de ‘Tutu’, as demais:
‘Hordaprince’, ‘Rubro-sol’ e* Aurora-1', possuem um perfil demarcadores
claramente distintos, evidenciados na Figura 2, onde est&o mais destaca-
das no dendrogramade similaridade, mostrando umamaior distanciadas
demais. O mesmo ocorreu com ‘ Douradéo’, com grande probabilidadede
‘Dourado-1" ter sido polinizado por um material geneticamente distante.
EvidenciasenaFigura2 asmilaridadede’ Tropicd’, ‘Maravilha , ‘ Doura
do-1',‘Tutu’ e‘Talism&@, cujaandisede geneal ogiaconfirmaalto grau de
parentesco, citado por Lu et a. (1996), que também encontraram rel agéo
entre marcadores RAPD e genealogia de 18 cultivares de péssego porta
enxerto, sendo que, os desvios observados no presente trabalho, se de-
vem as polinizagdes abertas, tal como detectado por Warburton e Bliss
(1996). A cultivar Aurora-1, também tem parentesco com‘ Tutu' easdlecéio
Fla28-48, quefaz parte dagenealogiado ‘ Douraddo’, éo cultivar com as
maiores distancias do grupo, talvez em fungéo de polinizagdes abertas
com materia geneticamente distanciado.

0,16 0,32 0,48 0,64 0,80
[ | | |

J
2/ Tropical
4/ Maravilha

3/ Dourado-1
A _|: 5/ Tutu
8/ Talisma
1/ Douradao
6/ Rubro-sol
9/ Flordaprince
7/ Aurora
FIGURA 2 - Dendrogramade similaridade genéticade Jaccard, entre os

cultivares de péssego (Prunus persica (L.) Batsch var.
persica).
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TABELA 2 - Distancias genéticas de Jaccard entre 9 cultivares de péssego (Prunuspersica (L.) Batsch var. persica), apartir de 31 marcadoresRAPD

polimorficos gerados por 7 primers.

Douradao Tropical Dourado-1 Maravilha Tutu Rubro-sol Aurora-1 Talisma
Tropical 0,58
Dourado-1 0,48 0,33
Maravilha 0,54 0,26 0,27
Tutu 0,36 0,36 0,30 0,30
Rubro-sol 0,55 0,45 0,54 0,48 0,56
Aurora-1 0,70 0,89 0,79 0,79 0,70 0,85
Talisma 0,58 0,38 0,40 0,40 0,29 0,52 0,81
Flordaprince 0,60 0,68 0,65 0,52 0,55 0,61 0,71 0,50

Asmenoresdistancias observadas (Tabela2) foram entre Ma-
ravilha e‘Tropicd’ (0,26), ‘Maravilha e‘Dourado-1' (0,27), etambém
entre‘ Tutu’ e‘ Talism& , que sdo irmaos (0,29). Curiosamente, ‘ Tropical’
ndo tem descendénciade‘ Maravilha', esim de‘ Rubro-sol’, que por sua
vez é parental de ‘Maravilha'. Assim sendo, existe a possibilidade de
‘Maravilha ter participado dapolinizac8o abertadaseleco IAC371-2,
méae de‘ Tropical’, umavez que ‘ Rubrosol’ € geneticamente um pouco
distante deste clone.

A andlise de agrupamento ndo foi possivel em funcéo de um
alto estresse e baixa correlagdo entre asdistanciasreais e as cal cul adas.
Neste trabal ho se confirmou as observacdes de Ortiz et al. (1997), pela
guais encontrou-se alto grau de polimorfismo no RAPD em 31 cultiva
res de ameixa e espécies relacionadas, a ponto de trés primers serem
suficientes paraaidentificagdo.

As conclusfes deste trabalho s8o as seguintes:

- Os marcadores RAPD utilizados possibilitaram a indicacéo
do grau de parentesco entre cultivares de pessegueiro;

- Mesmo entreascultivaresirmdscomo ‘ Tutu’ e‘ Talism& hou-
ve certa disténcia genética (0,29), mostrando que o método do RAPD
pode ser usado para germoplasma aparentado;

- Ospéssegos‘ Tropical’ e Douradédo’ foram bem caracteriza-
dosem relagdo aos parentais e demais cultivares, 0 que permite utilizar
atécnica para o registro das novas cultivares.
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