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Dissimilaridade entre genodtipos elite de macieira da Epagri com
base na caracterizacao fenotipica e molecular

Maraisa Crestani Hawerroth', Thyana Lays Brancher? e Marcus Vinicius Kvitschal

Resumo — A distingdo legal entre gendtipos de macieira no Brasil atualmente é realizada com base em descritores fenotipicos,
contudo, o uso de marcadores moleculares permite a caracterizacdo livre dos efeitos de ambiente. Logo, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar a variabilidade genética entre gendtipos copa de macieira utilizando descritores morfoagronémicos
e moleculares, e verificar a eficiéncia de discriminacdo dos diferentes conjuntos de caracteres. Os cultivares Daiane, SCS417
Monalisa, SCS425 Luiza, SCS426 Venice, SCS427 Elenise, Epagri 405 Fuji Suprema, Galaxy e a selecdo M-10/09 foram
caracterizados para os 57 descritores minimos e marcadores genéticos gerados por 12 conjuntos de iniciadores SSR. Os gendtipos
foram alocados em quatro grupos com base nos descritores minimos, e em dois grupos ao considerar a dissimilaridade gerada
por 52 marcadores SSR e pela combinacgdo de descritores e marcadores genéticos, sugerindo maior robustez da caracterizacdo
quando esta contempla os marcadores moleculares.

Termos para indexagdo: Malus x domestica; melhoramento de macieira; conservacdo de germoplasma, descritores minimos;
marcadores SSR.

Dissimilarity among elite apple genotypes of Epagri based on phenotypic and molecular
characterization

Abstract — The distinction among apple genotypes is based on phenotypic descriptors, however, the use of molecular markers
allows the characterization free of environmental effects. The objective of the work was to access the genetic variability among
apple tree genotypes based on morphological and molecular descriptors, and to verify the efficiency of discrimination using
different character sets. The cultivars Daiane, SCS417 Monalisa, SCS425 Luiza, SCS426 Venice, SCS427 Elenise, Epagri 405 Fuji
Suprema, Galaxy and the selection M-10/09 were evaluated by 57 phenotypic descriptors and genetic markers generated by 12
sets of SSR primers. The genotypes were allocated at four distinct groups based on the performance for descriptors and at two
groups considering the dissimilarity identified by 52 SSR markers and by combining minimal descriptors and genetic markers,
suggesting greater robustness of the characterization when it contemplates the use of molecular markers.

Index terms: Malus x domestica; apple breeding; germplasm conservation; minimum descriptors; SSR markers.

Introducao

A caracterizagdo e distin¢gdo de no-
vos cultivares desenvolvidos pelo me-
lhoramento genético é tradicionalmen-
te baseada em descritores fenotipicos
que contemplam caracteristicas morfo-
légicas especificas da planta, avaliadas
via comparagdo com cultivares padrdes
(JACKSON, 2003).

O termo “descritor” representa a
caracteristica morfoldgica, fisioldgica,
bioquimica ou molecular que é herda-
da geneticamente, utilizada para iden-
tificacdo de gendtipos (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTEC-
IMENTO, 2011). Os descritores sdo uti-
lizados em diferentes culturas para o

estudo da variabilidade genética entre
gendtipos de interesse para o melho-
ramento genético e para a conservagao
de germoplasma, possibilitando a iden-
tificacdo de gendtipos similares, dupli-
cados, ou mais distantes geneticamen-
te (OLIVEIRA et al., 2006; VIEIRA et al.,
2009; NEITZKE et al., 2010; MACHADO
et al,, 2015; SILVEIRA et al., 2015).

No Brasil, os descritores minimos
para cultivares frutiferos de macieira
(Malus x domestica) e os respectivos
cultivares padroes sdo definidos pelo
Servico Nacional de Protecdo de Cultiva-
res do Ministério da Agricultura, Pecua-
ria e Abastecimento (SNPC/Mapa), que
atualmente exige a caracterizagdo por
meio de 57 descritores, estabelecendo
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diretrizes para as avaliagdes de distin-
guibilidade, homogeneidade e estabi-
lidade (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2012).
Um descritor eficiente deve permitir
a caracterizagdo e a separagao de dife-
rentes gendtipos conforme a variabili-
dade considerada, ndo ser redundante
em funcdo da elevada correlacdo com
outros descritores e ser preferencial-
mente de baixo custo, rdpida mensura-
¢do e pouco influenciado pelos efeitos
do ambiente (OLIVEIRA et al., 2006;
VIEIRA et al.,, 2009). Nesse sentido, o
uso de marcadores moleculares, como
os SSR (Simple Sequence Repeats), pode
viabilizar a caracterizagdo dos gendtipos
sem a influéncia dos efeitos de ambien-»
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te, permitindo a definicdo de uma iden-
tidade genética reprodutivel ao longo
do tempo e do espaco, auxiliando na
correta identificacdo e rastreabilidade
de gendtipos.

O genoma da macieira é densamen-
te formado por sequéncias simples re-
petidas, que consistem em um a seis
nucleotideos repetidos em tandem.
Essas regides sdo denominadas micros-
satélites, SSR ou STR (Short Tandem
Repeats), e podem ser encontradas em
bancos de sequéncias de nucleotideos
(HIDRAS, 2009). As sequéncias de DNA
que flanqueiam os microssatélites sao
geralmente conservadas entre os indivi-
duos de uma mesma espécie ou género,
permitindo a sele¢do de iniciadores es-
pecificos que amplificam, via reacdo em
cadeia da polimerase (PCR, Polymerase
Chain Reaction), fragmentos contendo
o DNA repetitivo (MORGANTE & OLI-
VIERI, 1993). Os fragmentos podem ser
visualizados em gel de agarose de alta
resolucdo, em gel desnaturante de po-
liacrilamida, que apesar de ser mais la-
borioso tem melhor custo-beneficio, ou
em eletroforese capilar, que seria a for-
ma mais adequada para a identificagao
de polimorfismos, porém ndo é acessi-
vel em todos os laboratérios de analise
(VIEIRA et al., 2016).

O uso dos iniciadores SSR permite
acessar a distancia genética entre ge-
nétipos via analise dos polimorfismos
e, em conjunto com os descritores mor-
foagronomicos, geram informacgGes que
auxiliam na definicdo de cruzamentos
dirigidos, visando a ampliagdo da va-
riabilidade genética. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar
a variabilidade genética entre gendtipos
como copa de macieira desenvolvidos
pela Epagri via descritores morfoagro-
nomicos e moleculares, e verificar a efi-
ciéncia de discriminacdo com base nos
diferentes conjuntos de caracteristicas
consideradas.

No ciclo produtivo 2015/2016 foram
avaliadas cinco plantas dos cultivares
Daiane, SCS417 Monalisa, SCS425 Luiza,
SCS426 Venice, SCS427 Elenise e Epagri
405 Fuji Suprema, da selegdo M-10/09,
todos desenvolvidos pela Epagri, e de
‘Galaxy’, cultivar utilizado como pa-
drdo nesse estudo (Tabela 1). As plan-
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tas foram avaliadas para o conjunto de
57 descritores minimos previstos pelo
SNPC/Mapa (MINISTERIO DA AGRICUL-
TURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2012), atribuindo um cédigo numérico
para cada classe possivel de cada des-
critor. As avaliagGes dos caracteres asso-
ciados as plantas (habito de crescimen-
to, desenvolvimento vegetativo e flo-
rescimento) e desenvolvimento inicial
dos frutos foram realizadas em pomar
experimental na Esta¢cdo Experimental
de Cacador (EECd) instalado em 2011,
em Cagador, Santa Catarina (26249’5"S;
50959’12”0, altitude de 940m), em
plantas conduzidas em sistema de lider
central, espacadas em 3,5m entre linhas
e 1,7m entre plantas, sobre porta en-
xerto Marubakaido e com inter-enxerto
M.9. Os caracteres associados a frutos
maduros foram avaliados em amostras
de 50 frutos (10 frutos colhidos de cada
planta), no Laboratério de Genética e
Melhoramento de Fruteiras de Clima
Temperado da EECd.

As extragoes de DNA foram realiza-
das utilizando o Kit FastDNA® SPIN (MP
Biomedicals, EUA) ajustado para Malus
x domestica. A pureza e a concentragdo
do DNA foram analisadas em espectro-
fotdbmetro UV/Vis (Libra S50 Biochron,
Reino Unido). As amostras de DNA fo-
ram tratadas com 2ug de RNase por pL
de DNA, para a eliminagao de RNA con-
taminante.

ApOs a realizagdo de testes prévios,
foram selecionados e utilizados nessa
avaliagdo 12 conjuntos de iniciadores

SSR: CHO4g10, CHO05d11, CHO5e03,
CH02d08, CHO02c11, CHO1f02, GD12,
CHO04c07, CHO1h01, GD147, Hi02c07 e
CHO4e03. Esses iniciadores SSR estdo
detalhadamente descritos em HIDRAS
(2009).

As reagdes de PCR foram realizadas
em termociclador T100™ BioRad” (EUA)
com componentes adaptados a partir
de Kitahara e Matsumoto (2002): tam-
pdo de reagdo 1X; MgCl, 2,0mM; dNTPs
0,2mM; iniciador SSR forward 1,0uM;
SSR reverse 1,0uM; 1U de Tag DNA Poli-
merase; 50ng de DNA; e 4dgua ultrapura
para completar o volume final de 20yl
de reagdo. As condi¢des do programa
de amplificagdo seguiram o sugerido
por Galli et al. (2005): 2min a 95°C (des-
naturacao inicial), seguido por 35 ciclos
compostos pelas etapas de desnatura-
¢do (94°C por 20s), anelamento (56°C
por 30s) e extensdo (72°C por 1min),
seguido por uma etapa final de exten-
sdo (72°C por 5min), e mantendo-se a
temperatura em 4°C apds a finalizacdo
do processo de amplificagdo. Os produ-
tos amplificados foram separados via
eletroforese em gel de agarose 3%, com
marcador de peso molecular de 50pb,
corado com o fluoréfuro GelRed (Bio-
tium, EUA), e analisados visualmente
via imagens capturadas em fotodocu-
mentador Kodak Geologic 2012 Pré.

Com base nos marcadores gerados
pelos iniciadores SSR foi construida a
matriz genética, atribuindo-se o nime-
ro um (1) para bandas presentes nos
individuos em analise e zero (0) para

Tabela 1. Genealogia dos gendtipos de macieira avaliados

Cultivar / Selecdo  Genealogia

SCS427 Elenise

SCS425 Luiza

Epagri 404 Imperatriz (Mollie’s Delicious x Gala) x Cripps
Pink (Golden Delicious x Lady Williams)

Epagri 404 Imperatriz (Mollie’s Delicious x Gala) x Cripps

Pink (Golden Delicious x Lady Williams)

M-10/09

SCS417 Monalisa (Prima x Anna)

SCS426 Venice

Epagri 404 Imperatriz (Mollie’s Delicious x Gala) x Cripps
Pink (Golden Delicious x Lady Williams)

Gala (Golden Delicious x Kidd’s Orange Red) x Malus 4

Epagri 404 Imperatriz (Mollie’s Delicious x Gala) x Epagri 406

Baronesa (Fuji x Princesa)

BEIELIE 56 x Anna)

Epagri 405 Fuji
Suprema

Galaxy Red)

Gala (Golden Delicious x Kidd’s Orange Red) x Princesa (NJ-

Mutagdo colorida de Fuji (Delicious x Ralls Janet)

Mutagdo colorida de Gala (Golden Delicious x Kidd’s Orange




bandas ausentes. Foi construida entdo
a matriz de dissimilaridade genética
(DU_) utilizando o complemento (1-Sj)
do Coeficiente de Jaccard (Sj), calcula-
do originalmente conforme a férmula
Sj=a/(a+b+c), sendo ‘a’ correspondente
a presenca da mesma banda em ambos
os individuos considerados, ‘b’ associa-
do a presencga da banda no individuo 1
e auséncia no individuo 2, e ‘¢’ atribuido
para a auséncia da banda no individuo
1 e presenca no individuo 2. As andlises
foram realizadas utilizando o programa
computacional GENES (CRUZ, 2013).

Adicionalmente, foi gerada uma
matriz de dissimilaridade baseada uni-
camente nos descritores minimos, e ou-
tra baseada no conjunto de descritores
minimos e marcadores moleculares. Os
dados foram categorizados em qualita-
tivos nominais e ordinais (descritores
minimos) e ldgicos (marcadores mole-
culares). As medidas de dissimilaridade
foram obtidas por meio do algoritmo de
Gower (1971), cujas analises foram rea-
lizadas pelo programa R utilizando o pa-
cote ‘cluster’, via procedimento ‘Daisy’
(MAECHLER et al., 2017).

Foram construidos trés dendrogra-
mas pelo método de agrupamento UPG-
MA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean): 1) com base no
desempenho dos gendtipos para os 57
descritores minimos; 2) com base nos
dados moleculares gerados pelos inicia-
dores SSR; 3) considerando o conjunto
de descritores minimos e marcadores
moleculares. A valida¢do dos agrupa-
mentos foi determinada pelo coeficien-
te de correlacdo cofenético utilizando a
dissimilaridade média para a separagdo
dos grupos (SOKAL & ROHLF, 1962). A
significancia da correlagdo cofenética
foi calculada pelos testes t e de Mantel
(1000 permutacoes). Esses procedimen-
tos foram realizados com uso do progra-
ma computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLF,
2000).

Na comparagdo entre pares de ge-
notipos considerando os 57 descritores
morfoagrondmicos avaliados, em ge-
ral, 21 descritores (37%) apresentaram
informagdes coincidentes e 36 (63%)
apresentaram discrepancia (Tabela 2).
A dissimilaridade entre os gendtipos
variou de 0,28 (‘M-10/09’ e ‘SCS426

Venice’) a 0,57 (‘SCS417 Monalisa’ e
‘Epagri 405 Fuji Suprema’). ‘M-10/09’
e ‘SCS426 Venice’, que compartilham o
genitor Epagri 404-Imperatriz, apresen-
taram em comum 10 dos 22 descritores
associados a caracteres de planta, ramo,
folha e flor, e 15 dos 35 relacionados ao
fruto, e fenotipicamente, sdo gendtipos
de macieira que compartilham varias
caracteristicas agronémicas comuns. Ja
os cultivares ‘SCS417 Monalisa’ e ‘Epagri
405 Fuji Suprema’ evidenciaram apenas
12 descritores em comum, sendo seis
associados a planta, ramo, folha e flor,
e seis as caracteristicas do fruto. Além
de serem originados de pool génicos
distintos, agronomicamente estes culti-
vares apresentam periodos de floragdo,

habito de crescimento e de frutificacao,
maturagdo, qualidade organoléptica e
visual dos frutos distintos.

A dissimilaridade média foi de 0,41,
indicando que, no geral, o conjunto de
gendtipos avaliados foram dissimilares
em 41% das classes possiveis para as ca-
racteristicas multicategoricas avaliadas.
Com base na dissimilaridade média, os
gendtipos foram separados em quatro
grupos, conforme dendrograma repre-
sentado na Figura 1A. Houve bom ajuste
do agrupamento de UPGMA a matriz de
dissimilaridade, visto que a correlagdo
cofenética foi de 0,80. Trés grupos fo-
ram constituidos por um unico cultivar:
‘SCS427 Elenise’, ‘SCS417 Monalisa’ e
‘Epagri 405 Fuji Suprema’, enquanto o

Tabela 2. Dissimilaridade genética entre gendtipos copa de macieira com base em
descritores morfoagrondmicos, marcadores moleculares e andlise conjunta entre dados
morfoagrondmicos e moleculares, Cagador, Santa Catarina, safra 2015/2016

Combinagdes entre genétipos D, n D, 2 D, /3
SCS427 Elenise vs. SCS425 Luiza 0,395 0,543 0,466
SCS427 Elenise vs. M-10/09 0,411 0,143 0,334
SCS427 Elenise vs. SCS417 Monalisa 0,453 0,419 0,457
SCS427 Elenise vs. SCS426 Venice 0,348 0,375 0,370
SCS427 Elenise vs. Galaxy 0,521 0,323 0,467
SCS427 Elenise vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,506 0,692 0,600
SCS427 Elenise vs. Daiane 0,423 0,515 0,474

SCS425 Luiza vs. M-10/09 0,405 0,543 0,473
SCS425 Luiza vs. SCS417 Monalisa 0,444 0,500 0,481
SCS425 Luiza vs. SCS426 Venice 0,342 0,500 0,415
SCS425 Luiza vs. Galaxy 0,374 0,500 0,436
SCS425 Luiza vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,503 0,684 0,594
SCS425 Luiza vs. Daiane 0,399 0,452 0,432
M-10/09 vs. SCS417 Monalisa 0,451 0,419 0,456
M-10/09 vs. SCS426 Venice 0,282 0,375 0,327
M-10/09 vs. Galaxy 0,323 0,375 0,354
M-10/09 vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,402 0,725 0,552
M-10/09 vs. Daiane 0,392 0,600 0,487
SCS417 Monalisa vs. SCS426 Venice 0,406 0,419 0,425
SCS417 Monalisa vs. Galaxy 0,427 0,367 0,421
SCS417 Monalisa vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,570 0,629 0,612
SCS417 Monalisa vs. Daiane 0,423 0,357 0,416
SCS426 Venice vs. Galaxy 0,330 0,323 0,339
SCS426 Venice vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,453 0,692 0,568
SCS426 Venice vs. Daiane 0,370 0,559 0,455
Galaxy vs. Epagri 405 Fuji Suprema 0,436 0,658 0,542

Galaxy vs. Daiane 0,320 0,515 0,405
Epagr;ﬁgigg vs. Daiane 0,464 0667 0,560
Médias: 0,413 0,495 0,461

v Versus; /* Dissimilaridade calculada pelo algoritmo de Gower para os dados de descritores
morfoagronémicos; /> Dissimilaridade calculada pelo complemento do Coeficiente de Jaccard (1—S].)
para os dados moleculares; /* Dissimilaridade calculada pelo algoritmo de Gower (1971) para os dados
conjuntos de descritores morfoagrondmicos e marcadores moleculares.
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quarto grupo contemplou os cultivares
‘SCS425 Luiza’, ‘SCS426 Venice’, ‘Daia-
ne’, ‘Galaxy’ e a selegdo ‘M-10/09".

Com base na genealogia dos cultiva-
res apresentada na Tabela 1, observa-
se que o maior grupo foi composto por
quatro genodtipos que compartilham
a macieira ‘Gala’ em sua genealogia
(‘Galaxy’, ‘Daiane’, ‘SCS425 Luiza’ e ‘M-
10/09’), dois que compartilham o cul-
tivar Princesa (‘Daiane’ e ‘SCS426 Veni-
ce’) e dois que possuem na genealogia
o cultivar Cripps Pink (‘SCS425 Luiza’ e
‘SCS426 Venice’), o que contribui para a
semelhan¢a em muitos dos descritores
minimos considerados, levando a for-
magdo de um Unico grupo.

Apesar de as macieiras ‘SCS417 Mo-
nalisa’ e ‘SCS427 Elenise’ possuirem o
cultivar Gala em sua genealogia, foi pos-
sivel identificar padrdes de planta dis-
tintos de seu genitor (37 discordancias)
e do progenitor (43 discordancias), res-
pectivamente, representado pela ma-
cieira ‘Galaxy’ (clone colorido de ‘Gala’),
e também em comparagdo aos demais
gendtipos considerados nesta avaliacdo
(Tabela 2). O cultivar ‘SCS427 Elenise’ se
destaca também por apresentar a matu-
racdo de frutos bastante tardia, e frutos
com caracteristicas fisicas e organolép-
ticas bem distintas. Do mesmo modo,
ao observar o aspecto das plantas e dos

a

8CS427_Elenise

SC$425_Luiza

M-10/09 —’—
SC$426_Venice

Galaxy

=0,80

Daiane

SCS417_Monalisa

Fuji_Suprema

020 0.28 035 a2 0.50
Coeficiente

SCS427_Elenise
M-10/09 1
SCS426_Venice I
Galaxy ———
SCS425_Luiza
SCS417_Monalisa
Daiane

Fuji_Suprema
0% o038

frutos da ‘Epagri 405 Fuji Suprema’, esse
cultivar apresentou fendtipo bastante
peculiar, com média de 39,4 valores dis-
cordantes dos demais gendtipos. Logo,
essas diferengas fenotipicas refletiram
discordancias em muitos descritores,
culminando no agrupamento dos culti-
vares ‘SCS417 Monalisa’, ‘'SCS426 Eleni-
se’ e ‘Epagri 405 Fuji Suprema’ de forma
isolada.

A analise de agrupamento com base
nos dados dos descritores morfoagro-
ndémicos permitiu diferenciar todos os
genotipos avaliados, mesmo com estrei-
ta base genética existente nesse con-
junto genotipico e, consequentemente,
grande similaridade em varios dos ca-
racteres considerados.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as
caracteristicas e eficiéncia dos 12 ini-
ciadores SSR e respectivos marcadores
adotados na analise dos gendtipos de
macieira. As reag¢ées de PCR com os 12
conjuntos de iniciadores SSR revelaram
52 bandas polimdrficas, que foram utili-
zadas na caracterizagdo dos gendtipos.
Foi verificada a dissimilaridade varian-
do entre 0,14 (‘SCS427 Elenise’ e ‘M-
10/09’) e 0,73 (‘Epagri 405 Fuji Supre-
ma’ e ‘M-10/09’), com média de 0,50.
Essa dissimilaridade média pode ser
considerada moderada, uma vez que
os gendtipos avaliados neste trabalho

SC8427_Elenise b
M-10/09
SCS426_Venice ———————— =0,94

Galaxy

SC8425_Luiza

SCS417_Monalisa —| | —_
Daiane

Fuji_Suprema

oo 025 o4 ' 085 ofo
Coeficiente

=093

“Toas” T Toka” 7 Toeo
Coeficiente

Figura 1. Dendrogramas de agrupamento entre gendtipos copa de macieira pelo

método UPGMA gerados a partir das matrizes de dissimilaridade definidas com base

no uso de descritores morfoagrondmicos (a), marcadores moleculares (b) e descritores
morfoagrondmicos e marcadores moleculares conjuntamente (c). r = coeficiente de
correlagdo cofenética. A linha vermelha vertical representa a dissimilaridade média (0,41,
0,50 e 0,46, respectivamente) entre os gendtipos e foi utilizada como ponto de corte para o

dendrograma.

apresentam algum grau de parentesco
entre si e basicamente foram originados
de uma Unica espécie, Malus x domesti-
ca, tendo como possivel consequéncia o
estreitamento da base genética.

Com base na dissimilaridade média
foram formados apenas dois grupos de
gendtipos (Figura 1B). O coeficiente de
correlagdo cofenética foi de 0,94, evi-
denciando bom ajuste do método de
agrupamento UPGMA a matriz de dissi-
milaridade de Jaccard. O cultivar ‘Epagri
405 Fuji Suprema’ formou um grupo
isolado dos demais gendtipos avaliados.

Era esperado a menor divergéncia
genética entre os cultivares ‘SCS426 Ve-
nice’ e ‘Epagri 405 Fuji Suprema’, uma
vez que ‘SCS426 Venice’ é descenden-
te de segunda gera¢do de ‘Fuji’ (Tabela
2). No entanto, observou-se a segunda
maior estimativa de dissimilaridade ge-
nética (D,.j=0,692) para as comparagoes
entre gendtipos. Isso sugere a ocor-
réncia de ampla segregacdo nas duas
geragdes ao cruzamento inicial com
‘Fuji’, bem como heranga expressiva do
genoma de ‘Gala’, visto que a dissimila-
ridade entre ‘SCS426 Venice’ e ‘Galaxy’
(D,.j=0,323) foi a segunda menor entre
todas as combinagGes de gendtipos
avaliadas. Assim como ‘Fuji’, o cultivar
‘Gala’ é ancestral de segunda geracao
de ‘SCS426 Venice’, mas parece apre-
sentar maior capacidade geral de com-
binagdo do que ‘Fuji’.

Ao considerar a andlise conjunta
de descritores morfoagronémicos e de
marcadores moleculares (Figura 1C),
verificou-se um padrdo de resposta
muito semelhante aos agrupamentos
baseados unicamente nos marcadores
moleculares. A estimativa do coeficien-
te de correlagdo cofenética foi de 0,93,
indicando bom ajuste do método UPG-
MA a matriz original de dissimilaridade.
Nessa analise, a dissimilaridade variou
de 0,33 (‘SCS426 Venice’ e ‘M-10/09’)
a 0,61 (‘Epagri 405 Fuji Suprema’ e
‘SCS417 Monalisa’), com média igual
a 0,46. Ao analisar a correlagdo entre
matrizes, verificou-se que as distancias
geradas a partir dos dados morfoagro-
némicos e dos marcadores moleculares
apresentaram correlagdo de 0,35 (Tabe-
la 3). Ja as distancias definidas pelo con-
junto de caracteres (morfoagronémicos
e moleculares) foram correlacionadas
em 0,78 com as distancias definidas pe-
los dados morfoagronémicos, e em 0,86
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com as distancias identificadas com
base nos marcadores moleculares. Des-
sa forma, verifica-se forte contribuicdo
dos marcadores moleculares na identifi-
cacdo da variabilidade genética entre os
gendtipos avaliados. A baixa magnitude
da correlagdo entre as matrizes dos des-
critores morfoagronémicos e a de mar-
cadores moleculares se da pelo fato de
os marcadores considerados poderem
estar associados a outros caracteres
que ndo os contemplados no conjunto
de descritores considerados e/ou esta-
rem associados a regides intergénicas,
nao expressas.

O desempenho dos gendtipos em
cada descritor morfoagronémico é de-
corrente da constituicdo genética e do
efeito do ambiente em sua expressdo
(Fendtipo = gendtipo + ambiente) nas

condicdes de cultivo consideradas,
com maior ou menor contribuicdo do
ambiente dependendo da natureza ge-
nética de cada carater (RAMALHO et
al., 2008). Logo, apesar da maior capa-
cidade aparente em discriminar a va-
riabilidade genética entre gendtipos,
essa avaliagdo pode contribuir para
muitos erros associados aos efeitos do
ambiente e aos critérios adotados pelo
avaliador na classificagdo dos gendtipos
nas diferentes classes pré-estabelecidas
para cada descritor. No caso da maciei-
ra, esse problema é agravado pelo fato
dos gendtipos padrdes adotados pelo
SNPC/Mapa (MINISTERIO DA AGRICUL-
TURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2012) ndo serem tradicionalmente cul-
tivados no Brasil, dificultando sobrema-
neira a caracterizagao por parte do ava-

liador. A vantagem dos marcadores mo-
leculares é a possibilidade de acessar a
variabilidade em nivel de DNA. Apesar
de possiveis erros associados as con-
dicGes experimentais, marcadores SSR
sdo conhecidos por apresentar resulta-
dos com alta repetibilidade e reproduti-
bilidade (JONES et al., 1997).

A exploragdo de técnicas como o se-
guenciamento de regides especificas do
genoma parece ser a técnica mais efi-
ciente para a diferenciagdo entre geno-
tipos de macieira, por ser capaz de iden-
tificar diferengas de uma base nitroge-
nada (GALLI et al., 2005; ORAGUZIE et
al., 2005; SANSALONI, 2012). Esse tipo
de alteracdo ndo é possivel ou é extre-
mamente dificil de ser identificada via
eletroforese em gel de agarose ou de

Tabela 3. Caracteristicas e eficiéncia de 12 iniciadores SSR (Simple Sequence Repeat) e respectivos marcadores adotados na andlise dos

genotipos de macieira

Intervalo de ta-

Sequéncia Grupo Total de manho contendo Total de Polimorfismo
Iniciador SSR , q , de marcado- marcadores identificado
St ligagdo res R AL olimérficos (%)
gac avaliados (pb) P 4
CHO4g10_F CAAAGATGTGGTGTGAAGAGGA
. 15 6 100-200 5 83,3
CHO04g10_R GGAGGCAAAAAGAGTGAACCT
CHO5d11_F CACAACCTGATATCCGGGAC
12 9 150-200 4 44,4
CHO5d11_F R ~ GAGAAGGTCGTACATTCCTCAA
CHO05e03_ F* CGAATATTTTCACTCTGACTGGG
2 8 150-250 4 50,0
CHOSe03 R CAAGT TG TG A T G T O G AC | e
CHO02d08_F TCCAAAATGGCGTACCTC TC
" 11 14 200-400 10 71,4
CHO2d08_R = GCAGACACTCACTCACTATCTCTC
CHO2c11_ F“ TGAAGGCAATCACTCTGTGC
10 10 200-300 5 50,0
CH01f02 F“ * ACCACATTAGAGCAGTTGAGG
" 12 9 150-250 5 55,6
CHO1f02_R™ CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC
GD12_ F - TTGAGGTGTTTCTCCCATTGGA
3 9 100-250 5 55,6
GD12 R CTAACGAAGCCGCCATTTCTTT
CH04c07 F GGCCTTCCATGTCTCAGAAG
14 5 100-150 4 80,0
CH04c07 R CCTCATGCCCTCCACTAACA
CH01h01 F" * GAAAGACTTGCAGTGGGAGC
” 17 8 100-150 4 50,0
CH01h01 R GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT
GD147_ F” . TCCCGCCATTTCTCTGC
13 9 100-200 3 33,3
GD147 R GTTTAAACCGCTGCTGCTGAAC
H|02c07 F AGAGCTACGGGGATCCAAAT
1 5 100-150 1 20,0
HI02c07_R ~  GTTTAAGCATCCCGATTGAAAGG
CHO04e03_ F‘ TTGAAGATGTTTGGCTGTGC
5 9 150-250 2 22,2
Total (desempenho conjunto para os |n|C|adores SSR) 101 -X- 52 51,5

* Publicado inicialmente por Liebhard et al. (2002); ** Publicado inicialmente por Gianfranceschi et al. (1998); *** Publicado inicialmente
por Hokanson et al. (1998); **** Publicado inicialmente por Fernandez-Fernandez et al. (2008).



poliacrilamida. No entanto, a técnica de
sequenciamento tem a desvantagem de
apresentar elevado custo, inviabilizando
sua adogdo na rotina de analises de va-
riabilidade genética entre individuos.

Conclusoes

— As técnicas utilizadas para a carac-
terizacdo da variabilidade genética per-
mitem diferenciar os gendtipos avalia-
dos, sendo que o cultivar ‘Fuji Suprema’
foi o mais dissimilar.

— O uso de marcadores moleculares
torna mais confiavel a diferenciacdo en-
tre gendtipos em fungdo da ndo interfe-
réncia do ambiente nos resultados.
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