LUANE BOSETTO

CARACTERIZACAO E DIFERENCIACAO ENTRE CULTIVARES DE MACIEIRA
DESENVOLVIDAS EM SANTA CATARINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacédo em Producédo Vegetal da Universidade
do Estado de Santa Catarina, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Producéo
Vegetal.

Orientador: Dr. Altamir Frederico Guidolin
Coorientadot: Dr. Jefferson M. Coimbra

LAGES
2021



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela Sua presenca constante e essencial para guiar 0S meus passos
e me dar forgas para enfrentar as dificuldades da vida.

A minha familia, pelo apoio incondicional e pela sua simples presenca, que

me acalma, e me motiva seguir em frente.

Aos professores Dr. Altamir Frederico Guidolin e Dr. Jefferson Luis Meirelles
Coimbra pela orientagéo e oportunidade de realizacdo do mestrado.

Aos membros da banca, pela disponibilidade e pelo tempo cedido para a

leitura e apresentacao do presente trabalho.

A EPAGRI, pela concessao do material e por sempre me receberem de portas

abertas, dispostos a auxiliar e transmitir o conhecimento da pesquisa.

Aos pesquisadores Dr. Marcus Vinicius Kvitschal e Dra. Maraisa Crestani

Hawerroth, pela oportunidade, confianca e incentivo.

Ao professor Dr. Rubens Onofre Nodari, pela concessao de grande parte dos

marcadores microssatélites utilizados no trabalho.

Ao Laboratério de DNA, pela concessao do espaco e materiais necessarios,
e aos professores integrantes, Dr. Newton e MSc. Flavia, pelo auxilio prestado e por

todos os ensinamentos nos momentos de duvidas.

A UDESC, ao Programa de P6s-graduacdo em Producdo Vegetal e a todos

os professores, pelo ensino.
A CAPES e FAPESC pelo auxilio financeiro.

Aos amigos, integrantes do Laboratério de Genética — Pesquisa e IMEGEM,

pelos conselhos, dicas e ajuda nos momentos necessarios.

Aos amigos de tempos anteriores, Thyana, Cris, Keren e Jessé, pelos

conselhos, apoio e auxilio em todos os momentos que foram necessarios.

A todos aqueles que de alguma forma auxiliaram no desenvolvimento deste

trabalho e contribuiram com essa conquista, agradeco o apoio.

Muito obrigada!



RESUMO

BOSETTO, L. Caracterizacdo e diferenciacdo entre cultivares de macieira
desenvolvidas em Santa Catarina. 2020. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Producao
Vegetal — Area: Melhoramento e Recursos Genéticos) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pé6s-Graduacdo em Producéo Vegetal, Lages, 2021.

A macieira (Malus x domestica Borkh.) € uma das frutiferas mais cultivadas
mundialmente, apresentando grande importancia econémica e social, sendo alvo de
diversas pesquisas. O melhoramento genético, busca desenvolver novas cultivares
mais adaptadas e com caracteristicas de interesse ao produtor e ao consumidor. A
caracterizacdo morfolégica e agrondmica permite estimar a dissimilaridade entre os
genaotipos para que sejam utilizados com maior eficiéncia na formacéo de populacdes
segregantes visando a obtenc&o de maior variabilidade. Entretanto, o ambiente exerce
uma grande influéncia sobre o desempenho fenotipico das cultivares. Visando a
caracterizagdo independente dos efeitos ambientais, podem ser utilizados
marcadores moleculares para a descri¢cdo a nivel molecular dos gendétipos. Portanto,
0 oObjetivo desse trabalho foi realizar a caracterizacdo e diferenciacédo
morfoagronémica e molecular das cultivares de macieira desenvolvidas em Santa
Catarina pelo Programa de Melhoramento Genético de Macieira da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensédo Rural de Santa Catarina (PMGME/EPAGRI). Foi
realizada a fenotipagem com base nos 57 descritores minimos previstos pelo Sistema
Nacional de Protecdo de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (SNPC/MAPA) para a caracterizacao de cultivares copa de macieira,
e em paralelo foi realizada a genotipagem com o0 uso de um conjunto de 19
marcadores microssatélites. Foram contemplados 23 gendtipos, englobando as 21
cultivares lancadas pela Epagri, sendo 5 desenvolvidas a partir de mutaces
espontaneas e 16 de hibridagcdes controladas e duas cultivares padréo (Fuji standard
e Royal Gala). Conforme o esperado, a caracterizacdo fenotipica se mostrou
essencial, entretanto, a dissimilaridade entre os gendétipos foi baixa, visto que os
gendtipos utilizados apresentam individuos aparentados e séo resultantes de um
programa de melhoramento, advinda do processo de selecdo. Os marcadores
microssatélites ndo foram eficientes na diferenciacdo de todas as cultivares
desenvolvidas a partir de mutagdes espontaneas, entretanto, podem ser uma
excelente ferramenta auxiliar para a caracterizacao de cultivares obtidas por meio de
hibridacdes controladas, inclusive, atestando a genealogia das cultivares de interesse.
Com isso, conclui-se que a descricdo morfoagrondmica é essencial, mas pode ser
complementada pela caracterizacdo molecular, garantindo a diferenciacdo entre as
cultivares.

Palavras-chave: Malus x domestica Borkh., melhoramento genético, recursos
genéticos, marcadores microssatélites, descritores morfoagrondmicos.



ABSTRACT

BOSETTO, L. Characterization and differentiation between apple cultivars
developed in Santa Catarina. 2021. 53f. Dissertation (Master in Plant Production - Area:
Breeding and Genetic Resources) - Santa Catarina State University. Postgraduate
Program in Plant Production, Lages, 2020.

The apple tree (Malus x domestica Borkh.) is one of the most cultivated fruit trees
worldwide, presenting great economic and social importance, being the target of
several researches. Genetic improvement seeks to develop new cultivars more
adapted and with characteristics of interest to the farmer and the consumer. The
morphological and agronomic characterization allows estimating the dissimilarity
between genotypes so that they are used more efficiently in the formation of
segregating populations in order to obtain greater variability. However, the
environment exerts a great influence on the phenotypic performance of cultivars. In
order to independently characterize the environmental effects, molecular markers can
be used for the molecular description of genotypes. Therefore, the objective of this
work was to perform the characterization and morphoagronomic and molecular
differentiation of apple cultivars developed in Santa Catarina by the PMGME/EPAGRI.
Phenotyping was performed based on the 57 minimum descriptors predicted by
SNPC/MAPA for the characterization of apple tree cultivars, and in parallel genotyping
was performed by using a set of 19 microsatellite markers. Twenty-three genotypes
were included, comprising the 21 cultivars launched by Epagri, 5 of which were
developed from spontaneous mutations and 16 from controlled hybridizations and two
control cultivars (Fuji standard and Royal Gala). As expected, phenotypic
characterization proved essential, however, the dissimilarity between genotypes was
low, since the genotypes used present related individuals and are the result of an
breeding program, arising from the selection process. The microsatellite markers were
not efficient in differentiating all cultivars developed from spontaneous mutations,
however, they can be an excellent auxiliary tool for the characterization of cultivars
obtained through controlled hybridizations, including attesting to the genealogy of
cultivars of interest. Thus, it is concluded that the morphoagronomic description is
essential, but can be complemented by molecular characterization, ensuring
differentiation between cultivars.

Keywords: Malus x domestica Borkh., plant breeding, genetic resources,
microsatellite markers, morphoagronomic descriptors.
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1 INTRODUCAO

A maca (Malus x domestica Borkh.) é uma das frutiferas mais cultivadas no
mundo (FAO, 2018). No Brasil, a producdo esta concentrada na regido Sul, sendo
Santa Catarina o principal estado produtor, existindo um predominio quase total dos
grupos de cultivares ‘Gala’ e ‘Fuji’ (ABPM, 2019).

Esse cenério representa uma maior vulnerabilidade do sistema de cultivo,
tanto pela resisténcia a doencas, quanto pela adaptacdo as condi¢des climaticas,
além da dificuldade do uso da méo-de-obra, com épocas de colheita concentradas em
determinados periodos, e do oferecimento de poucas cultivares ao mercado
consumidor.

Os programas de melhoramento genético da macieira sdo essenciais para
gue o desenvolvimento de novas cultivares melhorem esse cenario, deixando o
sistema de cultivo menos vulneravel e mais eficiente. No Brasil, o Programa de
Melhoramento Genético de Macieira da Epagri € o principal desenvolvedor de
cultivares de macieira, e o Unico exclusivo da espécie, tendo lancado 21 cultivares
com apelo do mercado nacional e internacional. Essas cultivares sao de extrema
importancia, pois oferecem frutos com qualidade organoléptica e melhor adaptadas
as condig¢des de clima do sul do Brasil, permitindo melhores op¢fes de manejo.

Entretanto, o desenvolvimento de uma nova cultivar € um processo laborioso,
gue demanda tempo. Uma das etapas essenciais é a caracterizacao e diferenciacéo
desses materiais ja existentes, auxiliando os melhoristas nas tomadas de decisées,
além de viabilizar a identificacéo fiel e, com isso, facilitar o recolhimento de royalties
pela empresa detentora da protecao das cultivares ja lancadas.

A caracterizacéo e diferenciacao de cultivares pode ser realizada por meio de
marcadores morfolégicos e agronémicos, que vém sendo empregados ha décadas
por exigéncia dos orgaos do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) responsaveis pelo registro (Registro Nacional de Cultivares — RNC) e
protecdo (Servico Nacional de Protecéo de Cultivares — SNPC) de cultivares no pais.
Mas, seria interessante incorporar o uso de ferramentas complementares as
atividades de rotina, como marcadores moleculares, que ampliam o conhecimento
sobre cada genotipo e podem garantir uma diferenciacdo mais eficiente e rapida.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou caracterizar e diferenciar
genotipos de macieira desenvolvidas no estado de Santa Catarina pela Empresa de



Pesquisa Agropecuéaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), visando agregar
informacdes para o uso do Programa de Melhoramento. Objetivou-se também avaliar
a efetividade do uso dos marcadores morfolégicos e agrondmicos da espécie Malus x
domestica Borkh. (copa), e verificar a possibilidade do emprego de marcadores

moleculares para a diferenciacéo entre genotipos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA MACIEIRA

A macieira cultivada foi inicialmente domesticada a partir da macieira
selvagem Malus sieversii, nas cordilheiras de Tian Shan, na Asia Central, sendo
distribuida na regido da Rota da Seda, que abrangia a Asia e a Europa, entrando em
contato com outras espécies selvagens, como a Malus baccata (L.) Borkh., Malus
orientalis Uglitz. e Malus sylvestris Mill. Essas quatro espécies sdo consideradas 0s
ancestrais da macieira cultivada, Malus x domestica Borkh. (CORNILLE et al., 2014).

Nos ultimos anos, tem sido a terceira frutifera mais cultivada no mundo, atras
apenas da banana e da melancia. A China é o maior produtor, contribuindo com
aproximadamente 48,6% do valor total, seguida pelos Estados Unidos com 5,7% e da
Turquia com 4,1%. O Brasil € o 11° pais no ranking mundial, produzindo em torno de
1,4 % da fruta (FAO, 2019), sendo que 99,3% da maca € cultivada na regido Sul
(IBGE, 2017), que divide-se em 52,6% em Santa Catarina, 44,8% no Rio Grande do
Sul e 2,6% no Parana. Em Santa Catarina, o cultivo est4 concentrado no Planalto Sul
Catarinense, regido do municipio de S&o Joaquim, que contribui com
aproximadamente 71,2% da producdo catarinense, enquanto que o restante esta
distribuido entre Fraiburgo e as outras regides produtoras do estado (ABPM, 2019).

No cenario nacional de cultivo existe um predominio dos grupos ‘Gala’ e ‘Fuji’,
gue correspondem a 94,5% da producéo total, onde 61,6% equivale ao grupo Gala e
suas mutagdes, como Galaxy, Baigent e Maxi Gala, enquanto que 32,9% corresponde
ao grupo Fuji e suas mutagdes, como Fuji Mishima e Fuji Suprema. Os demais 5,5%
englobam as outras cultivares, como Cripps Pink, Daiane, Eva, Monalisa, Joaquina,
Catarina, Condessa e Julieta (ABPM, 2019).

Entretanto, em paises desenvolvidos do Hemisfério Norte, o cenério é outro.
Na Europa, existem mais de 30 cultivares plantadas, sendo que as mais produzidas
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sdo Golden Delicious, Gala e seus clones, Red Delicious, Idared, Jonagold,
Shampion, Cripps Pink, Elstar, Fuji e seus clones e Granny Smith. Nos Estados
Unidos, sao produzidas mais de 20 cultivares de maca, dentre elas também Gala e
Fuji e seus clones, além de Red Delicious, Granny Smith, Honeycrisp e Golden
Delicious, que possuem volumes semelhantes de producdo. No Hemisfério Sul o
namero de cultivares € reduzido, sendo as principais, Gala, Fuji, Red Delicious,
Granny Smith, Cripps Pink, Golden Delicious e Braeburn, produzidas no Chile,
Argentina, Africa do Sul, Nova Zelandia e Australia (WAPA, 2019).

Esse numero reduzido de cultivares pode ser atribuido as condicbes
climaticas desfavoraveis ao cultivo nessas regifes, visto que possuem um clima mais
quente, dificultando o acumulo de horas de frio (HF < 7,2°C) no inverno, que €
necessario para o cultivo de frutiferas de clima temperado (IUCHI, 2006), além da
dificuldade de introducdo de novas cultivares, devido ao pequeno percentual de
replantio de pomares anualmente (HAUAGGE; BRUCKNER, 2012).

A restricdo da base genética em macieira atualmente cultivada no Brasil, traz
como consequéncia um sistema de cultivo vulneravel e menos eficiente em questdes
como, por exemplo, o escalonamento da colheita. Uma possibilidade de mudanca
desse cenario € o desenvolvimento e uso de cultivares mais adaptadas, possibilitando
a producéo em regides como o Planalto Norte Catarinense e do Sul do Parana, além
de possibilitar a expansédo do cultivo da macieira para outras regides do pais e do
mundo (ALBUQUERQUE, 2018; KVITSCHAL; HAWERROTH; BRIGHENTI, 2018).

2.2 MELHORAMENTO GENETICO DA MACIEIRA

O desenvolvimento de novas cultivares de macieira € um processo laborioso
e demanda tempo, visto que a espécie se desenvolve ao longo de anos (HAUAGGE;
BRUCKNER, 2012). Para a obten¢&o de gendtipos com caracteristicas promissoras é
necessario a existéncia de variabilidade genética, que pode ser criada por meio de
mutacdes naturais ou induzidas, e ampliada por meio da hibridacdo entre parentais
contrastantes, conduzida por programas de melhoramento da espécie (FAORO,
2018).

A macieira € uma das frutiferas com maior numero de cultivares mutantes
lancadas em todo o mundo, devido a sua alta predisposi¢cdo a mutacdes naturais, que
ocorrem em uma unica célula, originando uma gema, galho ou planta inteira mutante,
gue resultam em um novo genétipo (BROWN, 1975; PRASAD, 2020). Além disso,
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existem muitas cultivares desenvolvidas a partir de hibrida¢des, contribuindo para a
alta diversidade de cultivares de macieira.

As mutagdes sao alteragbes na sequéncia e no arranjo do DNA, que podem
ocorrer de forma esponténea, e que mesmo em baixa frequéncia, podem gerar
caracteristicas importantes, que podem ser selecionadas com base no fendtipo,
focando muitas vezes em caracteres inexistentes no germoplasma disponivel. Essas
mutacdes espontaneas podem formar alguns ramos, ou estar limitadas a uma camada
de células do meristema. Desta forma, a parte mutada da planta é propagada
vegetativamente, seguida da avaliacdo da estabilidade genética da caracteristica e da
possivel ocorréncia de outras alteracdes no fenétipo (FAORO, 2018; PRASAD, 2020;
PRATT, 1983). Embora com baixa frequéncia, essa metodologia ainda € utilizada, pois
0os mutantes sao identificados com relativa facilidade, sendo mais comuns em
pomares comerciais (BRUCKNER; WAGNER JUNIOR, 2011; HAUAGGE;
BRUCKNER, 2012). As muta¢cdes espontaneas mais comumente selecionadas sao
de plantas compactas, com periodo juvenil curto, época de colheita distinta, permitindo
escalonamento, e frutos de coloracdo atrativa (PEREIRA-LORENZO et al., 2018).
Apoés a confirmacao de que a mutacdo é estavel e reprodutivel, serdo realizados os
testes requeridos pelo MAPA/SNPC para registro de cultivar, para que a estabilidade
e homogeneidade seja garantida.

A hibridacdo é outra metodologia de obtencdo de novas cultivares. Em
frutiferas alégamas e propagadas vegetativamente sao selecionados genitores
heterozigotos compativeis, com boa aceitacdo e caracteristicas de interesse
agrondmico e comercial. Como resultado da hibridagdo entre esses genitores, sédo
obtidas populacbes segregantes, base para a selecdo de hibridos e a perpetuacéo
por meio da propagacao vegetativa, mantendo o0s caracteres selecionados, e
possibilitando a avaliagdo da estabilidade dessas caracteristicas, visando o
langcamento de uma nova cultivar. No Brasil,, sdo buscados hibridos com menor
exigéncia de frio para a superacédo da dorméncia, resistentes a doencgas, com cor de
epiderme atrativa, época de maturacao dos frutos distinta das cultivares existentes e
com boa capacidade de armazenamento em camara fria (BRUCKNER; WAGNER
JUNIOR, 2011; HAUAGGE; BRUCKNER, 2012).
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2.3 VARIABILIDADE GENETICA DA MACIEIRA

A variabilidade genética € a base do processo de melhoramento genético, pois
a selecdo s6 é efetiva se ha diversidade. A selecdo de um material com as
caracteristicas buscadas pelos programas visa desenvolver cultivares com maior
produtividade, que possibilitam opcdes de manejo ao produtor, resistentes a doencas,
adaptadas ao local de cultivo e atrativas ao mercado consumidor.

Os bancos de germoplasma sdo uma forma de armazenamento e
conservacao dessa diversidade, preservando e tornando disponiveis aos melhoristas
a base genética de uma determinada espécie ou género (REYES-VALDEZ et al.,
2018). A selecédo de gendtipos é eficiente desde que haja uma ampla base genética,
entretanto, o melhoramento, geralmente, reduz essa variabilidade, restringindo as
caracteristicas dos genotipos ao que é almejado pelos produtores e pelo mercado
consumidor (FALEIRO et al., 2008).

O resgate dessa variabilidade e a ampliacdo da base genética pode ser feita
através da introducdo desses genétipos mantidos nos bancos de germoplasma,
podendo incluir espécies silvestres em alguns casos, além dos métodos de hibridacao
e de obtencédo de gendtipos a partir de mutacdes (FAORO, 2018; HOKANSON et al.,
2001).

A macieira € uma das espécies com maior variabilidade genética conservada
no mundo (FERREIRA, 2011). O género Malus engloba aproximadamente 30
espécies, sendo a Malus x domestica Borkh. a espécie cultivada mundialmente
(CORNILLE et al., 2014), englobando mais de 7500 cultivares que sdo mantidas em
bancos de germoplasma em diversos paises (DENARDI et al., 2011; FURLAN et al.,
2010; GASI et al., 2010; LASSOIS et al., 2016; MARCONI et al., 2018; PEREIRA-
LORENZO et al., 2003; STORTI et al., 2012).

No Brasil, 0 banco de germoplasma da macieira esta localizado na Estacao
Experimental de Cacador, da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural
de Santa Catarina (EPAGRI), onde foi implementado na segunda metade da década
de 70, contando com aproximadamente 444 acessos, 0S quais apresentam uma
grande diversidade de caracteristicas de importancia agrondmica, incluindo fonte de
resisténcia as principais doencas da macieira. Em 2010, esse banco foi incorporado a
Rede Vegetal da Embrapa, tendo sido retomadas as acbOes de conservacao,
caracterizacdo, enriguecimento, documentacdo e manutencdo desses materiais,

visando a preservacao e ampliacdo da variabilidade genética empregada no Programa
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de Melhoramento Genético de Macieira da Epagri (PMGME) e pesquisas associadas
(DENARDI et al., 2011; FURLAN et al., 2010).

A Epagri é a principal detentora das cultivares nacionais de macieira lancadas
no mercado. O Programa de Melhoramento Genético da Macieira foi implantado em
1973 nas cidades de Cacador e Sao Joaquim, inicialmente buscando cultivares
adaptadas as condicbes ambientais do estado, com menor exigéncia de frio hibernal
e resistente as doencas ocorrentes na regido (DENARDI; HOUGH, 1987). Atualmente,
o PMGME é o unico programa de melhoramento em instituicdo publica destinado
exclusivamente a espécie no pais, tendo langado cinco cultivares copa desenvolvidas
a partir de mutacBes espontaneas e 16 desenvolvidas por meio de hibridacGes
(DENARDI; KVITSCHAL; HAWERROTH, 2019; HAWERROTH; BRANCHER;
KVITSCHAL, 2018).

Além de contribuir para a producdo nacional, essas cultivares de macieira
desenvolvidas em territério brasileiro também tem ganhado espaco no cenario
internacional. De acordo com a Secretaria de Estado da Agricultura e Pesca, do
Governo de Santa Catarina, a cultivar SCS417 Monalisa vem sendo cultivada na
Europa, e no inicio de 2019 a Epagri conquistou os direitos para o recolhimento de
royalties sobre o cultivo e comercializacdo da cultivar em 27 paises da Unido Europeia.
Além da SCS417 Monalisa, segundo o International Fruit Obtention (IFO), as
cultivares SCS425 Luiza, SCS426 Venice e SCS443 Isadora também despertaram
interesse internacional.

Portanto, a caracterizacdo dessa variabilidade genética e a diferenciacéo
entre esses genotipos sdo etapas importantes, que contribuem para o
estabelecimento de um programa de melhoramento genético, devido ao amplo
conhecimento dos acessos armazenados em bancos de germoplasma e dos
genodtipos ja existentes, além de auxiliar na protecdo de cultivares, gerando

informacgdes que poderdo subsidiar o recolhimento de royalties

2.3.1 CARACTERIZACAO E DIFERENCIACAO ENTRE CULTIVARES

O método tradicional de caracterizacéo e diferenciacdo de cultivares copa tem
sido a avaliacdo das caracteristicas morfolégicas e agronémicas (OLIVEIRA et al.,
2017). Esses caracteres fenotipicos tém sido utilizados para esse fim desde o inicio
do estudo da genética (FUKUDA; GUEVARA, 1998), sendo baseado em descritores
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de caracteristicas morfologicas e agrondmicas, realizando comparacfes com
cultivares padréao, avaliando diversos parametros das plantas e frutos (JACKSON,
2003).

A caracterizagdo de cultivares copa de macieira, tem sido baseada na
normativa publicada pela Unido Internacional para a Protecdo de Novas Variedades
de Plantas (International Union for the Protection of New Varieties of Plants - UPOV)
(UPOV, 2005). No Brasil, o Sistema Nacional de Prote¢céo de Cultivares (SNPC) do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) publicou uma instrucéo
baseada nas diretrizes da UPOV, que traz os 57 descritores morfologicos e
agrondmicos empregados na diferenciacdo de cultivares copa de macieira, visando
diferencia-las das ja existentes (MAPA, 2012).

Além dessa caracterizacdo exigida para o registro nacional de novas
cultivares, essa instrucdo normativa pode ser utilizada como base para estudos
voltados a espécie, buscando a caracterizacdo e diferenciacdo dos gendétipos de
interesse de uma determinada regido ou desenvolvidas por um programa de
melhoramento especifico (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; GANOPOULOS et
al., 2018).

Entretanto, apenas o fendtipo pode néo fornecer informacdes suficientes para
a diferenciacéo efetiva entre genotipos. O efeito do ambiente pode mascarar ou gerar
diferengas que podem ou néo ser identificadas, além do fato de que, geralmente sdo
utilizadas plantas apenas na fase adulta para a diferenciagdo, aumentando o tempo
necessario para a caracterizacdo um genotipo (BHAT et al., 2010). As informacdes
complementares necessarias, podem ser fornecidas pelo seu material genético, por
meio do emprego de ferramentas da biotecnologia, visando a caracterizagéo e
diferenciacdo de cultivares a nivel de DNA (BHAT et al., 2010; MARIC et al., 2010;
REVERS; MACHADO, 2005).

Essas ferramentas podem complementar e auxiliar o melhoramento classico,
gue é um processo laborioso e demorado (BROWN, 2012), como por exemplo, pelo
uso de marcadores de DNA para a identificacdo e diferenciacdo de cultivares
(REVERS et al.,, 2013). O emprego dessas tecnologias pode reduzir o tempo
necessario para a obtencdo de gendtipos superiores, dinamizando a selegédo e
proporcionando maior eficiéncia e agilidade ao processo de avaliacdo, além da
garantia da identidade genética (KVITSCHAL et al., 2013).
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O uso de marcadores moleculares, a exemplo dos microssatélites, como uma
ferramenta auxiliar e complementar, abre novas perspectivas no que diz respeito a
caracterizacao e identificacdo dos genétipos. Esses marcadores vém sendo utilizados
por programas de melhoramento de espécies vegetais visando auxiliar estudos da
variabilidade genética conservada em bancos de germoplasma e na protecdo dos
direitos dos melhoristas e empresas, fornecendo subsidios para a rastreabilidade de
cultivares protegidas (AVIANI; SANTOS, 2011). Os marcadores de DNA n&o séo
influenciados pelo ambiente, seus resultados apresentam elevada repetibilidade e
reprodutibilidade, fornecem um namero significativo de polimorfismo, e sdo altamente
informativos (MORGANTE; OLIVIERI, 1993).

Marcadores moleculares podem ser definidos como sequéncias de DNA
identificaveis, que se encontram em regides especificas do genoma e seguem um
padrao de heranca conhecido, podendo ser empregados em estudos de variabilidade
genética (SEMAGN et al., 2006). Os marcadores microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats) sdo baseados na amplificacdo por PCR (Polymerase Chain
Reaction) de regides especificas do genoma utilizando primers especificos, que
anelam nas regifes flanqueadoras do microssatélite, o qual consiste em repeticdes
de 1 a 6 nucleotideos em sequéncia, sendo que os diferentes nimeros dessas
unidades de repeticdo possibilitam a identificacdo genotipica dos individuos de
interesse (OLIVEIRA et al., 2005; ZANELLA et al., 2017).

O tamanho estimado do genoma da M. domestica € de 742,3 Mb, sendo
encontrados aproximadamente 57.386 genes, responsaveis pela variacdo da
morfologia e de caracteristicas agronémicas da espécie. Estima-se que 67% do DNA
total seja composto por sequéncias repetitivas (VELASCO et al., 2010), e o alto
polimorfismo dessas regides, decorrente dessa variacdo do numero de repeticoes das
bases que compéem o microssatélite, pode ser utilizado para a identificacdo de
cultivares. Isso pode ser feito a partir do uso de marcadores especificos para a
espécie, possibilitando a genotipagem e permitindo o seu emprego em identificacao
genética, diferenciacdo de cultivares e analise de paternidade, por exemplo (PARIDA
et al., 2009).

Em diversos paises, 0os marcadores SSR tém sido empregados na
identificacdo genotipica de gendtipos, visando a caracterizacdo do germoplasma
dessas regides. Essas informacOes, além de permitir estudos de variabilidade

genética e serem uma base para programas de melhoramento genético da espécie,
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contribuem para a conservacao dos materiais e permitem a protecédo de cultivares,
contribuindo para o recebimento de royalties pela empresa detentora da
patente/protecdo (DAR et al.,, 2017; GANOPOULOS et al., 2018; GARKAVA-
GUSTAVSSON et al., 2013; PEREIRA-LORENZO et al., 2018; SIKORSKAITE et al.,
2012; URRESTARAZU et al., 2012).

A demanda de caracterizacao do perfil molecular de cultivares comerciais no
Brasil tende a crescer nos proximos anos em decorréncia da Lei de Protecdo de
Cultivares (Lei 9.456 de 25/04/1997), que atualmente utiliza apenas marcadores
fenotipicos para a identificacdo. Varios laboratérios pertencentes a instituicoes
publicas e privadas estdo se estruturando para estarem aptas a realizacdo dessas
analises, que ja sdo aceitas como informa¢des complementares para a obtencdo do
Certificado de Protecdo de Cultivares junto ao Sistema Nacional de Protecédo de
Cultivares/ MAPA (AVIANI; SANTOS, 2011).

Os marcadores SSR ja vem sendo empregados em testes de genotipagem,
visando a construcdo de bancos de dados e identificacdo de cultivares de macieira. A
Embrapa Uva e Vinho deu inicio a genotipagem de cultivares comerciais de macieira
adotando um conjunto padrao de seis microssatélites (CH03g07, CH04e03, CHO5d11,
CHO05d11, CHO05c02, Cho4g10 e CH05€e03) e conforme avaliacédo trés a quatro loci de
marcadores SSR adicionais podem ser utilizados, visando elevar o grau de
confiabilidade do teste (REVERS et al., 2013).

As cultivares desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético de
Macieira da Epagri (PMGME) ndo possuem seus padrdes moleculares conhecidos,
sendo essa informacdo de interesse para os melhoristas da Epagri e para a

comunidade que faz uso do material desenvolvido por essa instituicao.
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CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO E DIFERENCIACAO FENOTIPICA
ENTRE CULTIVARES DE MACIEIRA DESENVOLVIDAS EM SANTA
CATARINA

1 INTRODUCAO

A avaliacao fenotipica tem sido a base para a caracterizacdo e diferenciacao
de cultivares, tendo sido utilizado desde o inicio do estudo da genética. Essa avaliacdo
baseia-se em caracteristicas morfologicas e agronémicas expressas pelo genétipo de
forma visual, com a avaliacdo por meio da visualizacdo e medicdo de parametros da
planta e dos frutos.

Os descritores morfoagrondmicos sdo uma ferramenta empregada na
distincdo de -cultivares. Para a macieira, o0 MAPA publicou uma instrucao,
estabelecendo diretrizes para um procedimento técnico que visa a comprovacao de
que a nova cultivar a ser lancada € distinta das ja existentes, tenha um ciclo
reprodutivo estavel e que seja homogénea em suas caracteristicas. Esses ensaios
sdo conduzidos em um Unico local, avaliando-se 5 plantas para cultivares obtidas por
hibridacdo, e 10 plantas se desenvolvidas a partir de mutacdes. Esses descritores
englobam 57 caracteres qualitativos nominais, como formato e tonalidade da
coloragéo superficial dos frutos, e ordinais, como altura dos frutos e comprimento das
folhas, por exemplo (MAPA, 2012).

O Programa de Melhoramento Genético de Macieira da Epagri lancou até o
momento 21 cultivares de macieira, sendo 5 advindas de mutagdes espontaneas e 16
desenvolvidas por meio de hibridacbes controladas. A diferenciacdo entre essas
cultivares € algo essencial para o programa, e traz informacdes a comunidade
cientifica, no que se refere ao desenvolvimento de gendétipos de macieira no estado
de Santa Catarina.

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar e diferenciar as
cultivares de macieira desenvolvidas pela Epagri, bem como verificar a efetividade do
uso de descritores morfoagronémicos como Unico parametro de caracterizagdo e
diferenciacdo, além de identificar quais cultivares se destacam para os diferentes

descritores contemplados.



18

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Foi realizada a caracterizacdo fenotipica de 23 gendtipos de Malus x
domestica Borkh., sendo 21 cultivares lancadas pelo Programa de Melhoramento
Genético de Macieira da Epagri (PMGME) e duas cultivares padréo tradicionais

amplamente plantadas no Brasil (Tabela 1).
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Tabela 1 — Genotipos de macieira avaliados, englobando 21 cultivares lancadas pelo
Programa de Melhoramento Genético da Epagri e duas cultivares padrao.

L o Ano de Principal caracteristica
Denominagéo Nome simplificado ) )
registro de interesse
Epagri 405 (Fuji Suprema) Fuji Suprema 1997 a Cor da epiderme
Epagri 407 Lisgala Lisgala 19972  Cor da epiderme, sem estrias
Castel Gala Castel Gala 20052 Precocidade da colheita
. . Precocidade da colheita, em
SCS413 Fuji Precoce Fuji Precoce 2009+@ o
relacdo a Fuji standard
SCS441 Gala Gui Gala Gui 2019°b Resistente & mancha
o o Sabor &cido e precocidade da
Primicia Primicia 19862 )
colheita
. ) Resistente a mancha e
Princesa Princesa 19862 . )
precocidade da colheita
Epagri 402 (Catarina) Catarina 19962 Boa arquitetura de plantas
Epagri 403 (Fred Hough) Fred Hough 19942 Sabor doce
Epagri 404 (Imperatriz) Imperatriz 20002 Frutos atraentes
Epagri 406 (Baronesa) Baronesa 19972 Resistente a doencas
Epagri 408 (Condessa) Condessa 19982 Precocidade da colheita
) Resistente a sarna e
Epagri 409 (Duquesa) Duquesa 19982 _ )
precocidade da colheita
] ] Colheita diferenciada
Daiane Daiane 19982 -
(entre Gala e Fuji)
Joaquina Joaquina 20032 Resistente a sarna
SCS416 Kinkas Kinkas 20092 Alta fixacdo pés-maturacéo
SCS417 Monalisa Monalisa 20092  Resistente a sarna e a macha
SCS425 Luiza Luiza 20152 Frutos atraentes
) ) Colheita diferenciada
SCS426 Venice Venice 20152 -
(entre Gala e Fuiji)
SCS427 Elenise Elenise 20152 Colheita tardia
SCS 443 Isadora Isadora 2021 Longa conservagéo

Fuji standard

Fuji standard

Royal Gala

Royal Gala

aDENARDI; KVITSCHAL; HAWERRORH, 2019. FONTE: a autora, 2021.
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O pomar onde as plantas vém sendo conduzidas encontra-se na Estacéo
Experimental da Epagri de Cacador (EECd), localizada na regido meio-oeste de Santa
Catarina, a latitude 26°49’07” Sul, longitude 50°59°25” Oeste e altitude média de 940
m acima do nivel do mar, tendo uma média de acumulo de frio hibernal (<7,2°C) de
aproximadamente 510,09 horas ano! (Epagri/Ciram, 2019), com uma variacédo entre
360 e 900 horas ano (PETRI, 2006).

2.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Para a caracterizacdo das cultivares de acordo com a avaliacéo fenotipica foi
adotada a tabela de descritores morfoagrondmicos da macieira, proposta pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), publicada nas
‘Instrucbes para execugao dos ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade de cultivares de macieira (Malus x domestica Borkh.)” (MAPA, 2012). De
acordo com essa instrucdo, sao atribuidos codigos para cada uma das 57
caracteristicas que descrevem o fenétipo (Anexo A).

As avaliacdes foram realizadas durante o ciclo de cultivo 2018/2019. Para os
caracteres referentes a planta, ramo de um ano, lamina foliar, peciolo, flor e fruto
jovem, foram avaliadas 10 plantas de cada gendétipo, constituindo 10 repeticdes, e as
avaliacOes foram realizadas a campo, obedecendo a instrucéo publicada pelo MAPA.
Ja para as caracteristicas de fruto, foram selecionados aleatoriamente 10 frutos de
cada genotipo no total, que foram avaliados individualmente apés um periodo de

armazenamento em camara fria (= 4°C) de aproximadamente 15 dias.

2.3 ANALISE ESTATISTICA
A matriz de dissimilaridade foi obtida com base no algoritmo de Gower (1971),
visto que permite uma analise simultanea de caracteristicas quantitativas, qualitativas
nominais e qualitativas ordinais, gerando uma Unica matriz de distancias com valores
compreendidos entre 0 e 1, e calculando a dissimilaridade entre duas cultivares.
Com base nas distancias genéticas geradas, o agrupamento das cultivares foi
obtido pelo método Ward, para encontrar quais cultivares se assemelham por meio de

um dendrograma, validado pelo coeficiente de correlacdo cofenético. Todas as
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analises foram realizadas por meio do software R (http://www.r-project.org/), utilizando

0s pacotes “circlize” e “cluster”.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O algoritmo de Gower (1971) foi empregado no célculo de divergéncia
genética entre cultivares de diversas espécies, como pimenta (MOURA et al., 2010),
tomate cereja (ROCHA et al.,, 2010), mamao (QUINTAL et al., 2012), maracuja
(MACHADO et al., 2015), braquiéria (TORRES et al., 2015), capim elefante (VIDAL et
al., 2018) e soja (PERINI et al., 2018).

As 23 cultivares avaliadas apresentaram uma dissimilaridade média de
0,3785, ou seja, o conjunto foi dissimilar em 37,85% das possiveis classes das
variaveis multicategoricas. As maiores e menores distancias encontradas estédo
listadas na Tabela 2, bem como quantas caracteristicas divergiram entre os pares de

cultivares.

Tabela 2 — Maiores e menores valores de dissimilaridade fenotipica, entre as 23
cultivares avaliadas, considerando os 57 caracteres morfoagronémicos
multicategéricos.

Dissimilaridade Cultivares Numero de caracteristicas distintas
0,5751 Fuji Suprema e Luiza 44
0,5482 Fuji Suprema e Princesa 45
0,5184 Fuji Suprema e Elenise 37
0,5073 Fuji standard e Gala Gui 42
0,5026 Fuji standard e Princesa 40
0,5015 Fuji Suprema e Gala Gui 40
0,4997 Royal Gala e Condessa 39
0,4944 Fuji standard e Luiza 42
0,2518 Baronesa e Elenise 26
0,2424 Baronesa e Kinkas 18
0,2339 Fuji Suprema e Fuji standard 22
0,2193 Baronesa e Venice 24
0,2187 Venice e Isadora 24
0,2167 Venice e Kinkas 20
0,1915 Catarina e Kinkas 20

FONTE: a autora, 2021.
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As cultivares que mais se distinguiram foram Fuji Suprema e Luiza, e Fuji
Suprema e Princesa, com 44 e 45 caracteristicas distintas, respectivamente, como por
exemplo, extensdo da coloracdo antocianinica dos frutos jovens, coloracdo de fundo
dos frutos, niumero de lenticelas nos frutos, entre outras.

A dissimilaridade média entre as cultivares Fuji Suprema e Fuji standard foi
baixa (0,2339), conforme o esperado, visto que Fuji Suprema é uma cultivar
desenvolvida a partir de uma mutacdo de Fuji standard. As cultivares Catarina e
Kinkas também apresentaram uma baixa dissimilaridade (0,1915), conforme o
esperado, visto que séo irmas.

A cultivar que apresentou a maior dissimilaridade média foi a Fuji Suprema
(0,4179), evidenciando que é aquela que apresenta mais diferencas fenotipicas
guando comparada as demais cultivares.

Baseando-se na matriz de distancias genéticas, gerada pelo algoritmo de
Gower, foi realizado o agrupamento pelo método Ward, resultando na formacéo de

seis grupos, tendo como base a dissimilaridade meédia (Figura 1).
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Figura 1 — Dendrograma da dissimilaridade fenotipica entre 23 cultivares de macieira
obtido pelo método de Ward, com base no algoritmo de Gower. O ponto de
corte na distancia 0,37 foi obtido pelo calculo da dissimilaridade média,
gerando a formacéo de seis grupos.
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Dos seis grupos formados, o grupo A foi composto por apenas uma cultivar
(Primicia) que apresentou dissimilaridade média de 0,3890. Trés grupos (B, D e F)
englobaram duas cultivares, sendo eles, Condessa e Imperatriz, Luiza e Daiane e Fuji
standard e Fuji Suprema, que apresentaram dissimilaridades entre si de 0,3690,
0,3064 e 0,2339, respectivamente. Os grupos B e C incluem as cultivares mais
precoces e de menor requerimento de frio (Condessa, Princesa, Duquesa, Castel
Gala, Imperatriz), ou seja, os caracteres referentes a brotacdo e maturacao
contribuiram para agrupa-las.

Um grande grupo (E) formou-se englobando as 13 cultivares restantes que
foram analisadas. Isso mostra que 57% séo semelhantes, evidenciando o fato de que
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o melhoramento genético reduz a variabilidade genética, por priorizar caracteristicas
de interesse agrondémico e comercial, durante o desenvolvimento de uma nova
cultivar. Um subgrupo do grupo E reuniu Venice, Baronesa, Kinkas e Catarina, sendo
todas descendentes de Fuji nas suas ancestralidades, o que justifica suas
semelhancas. No outro subgrupo do grupo E observa-se uma separacao também dos
clones coloridos de Gala, agregando ainda Monalisa, Fred Hough e Fuji Precoce,
portanto, os caracteres de frutos e de épocas de brotacdo e maturacdo também
contribuiram nesse agrupamento.

O coeficiente de correlacdo cofenética foi de 0,7561, evidenciando que o
agrupamento utilizado foi consistente. Este valor € calculado com base na matriz de
distancias gerada pelo algoritmo de Gower e a matriz cofenética obtida a partir do
dendrograma.

Nenhuma caracteristica especifica péde ser destacada como diferenciadora
entre as cultivares analisadas. Entretanto, alguns caracteres podem ser destacados.
Para as caracteristicas tipos de planta (PLT) e habito de crescimento (PLH), todas as
cultivares foram classificadas como ramificado e aberto, respectivamente. Quanto a
época de inicio de floracdo (EIF), as cultivares foram separadas em trés classes,
sendo elas, Castel Gala, Princesa, Condessa e Duquesa, com inicio da floracédo
precoce, Primicia, Imperatriz, Monalisa, Luiza, Venice e Royal Gala, com inicio da
floracdo média, e o restante das cultivares com inicio da florac&o tardia. Para o carater
época de maturacdo para o consumo (EM) formaram-se seis grupos, sendo eles:
muito precoce a precoce, precoce, intermediaria, intermediaria a tardia, tardia e tardia
a muito tardia.

Para as caracteristicas que englobam os frutos, no que diz respeito a forma
geral, as cultivares Lisgala, Castel Gala, Princesa, Fred Hough, Condessa, Duquesa,
Luiza, Elenise e Royal Gala possuem formato conico, Imperatriz e Daiane, formato
cilindrico, Primicia, Catarina, Baronesa, Kinkas, Monalisa, Venice e Isadora, formato
globoso, e Fuji Suprema, Fuji Precoce, Joaquina e Fuji standard, formato obldide.
Quanto as demais caracteristicas de frutos propostas como agrupadoras, foram
formados cinco, quatro e cinco grupos para area relativa, tonalidade e distribuicdo da
coloragéo superficial, respectivamente.

A campo, algumas cultivares apresentaram caracteristicas distintas das
demais, que podem ser utilizadas como carater inicial para diferencia-las. A cultivar

Condessa possui folhas grandes, quanto ao tamanho. Joaquina e Venice possuem
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folhas crenadas (1), enquanto que Kinkas, Elenise e Isadora, folhas bisserrilhadas (5).
Quanto a caracteristicas de flores, Primicia e Venice possuem o0s estigmas acima das
anteras (3). Na caracterizacdo dos frutos, as macgas Imperatriz e Daiane foram
classificadas como frutos com formato cilindrico (4). Lisgala apresenta frutos com
coloracdo uniforme e sem estrias (1). E a cultivar Fuji Suprema, que apresenta frutos
jovens com grande extensdo da coloracdo antocianinica (9) e um alto numero de
lenticelas nos ramos (7).

Também pbOde-se observar que as cultivares desenvolvidas pelo PMGME,
podem ser adotadas em um sistema de cultivo que busca o escalonamento da colheita
(Figura 2), visando a otimizacdo do uso da mao de obra, visto que, no Brasil, ainda &

utilizado o sistema de colheita exclusivamente manual.

Figura 2 - Epoca de maturacéo de 23 cultivares de macieira avaliados, conforme a
data da colheita, na safra 2018/2019.
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Percebe-se que o grupo de cultivares avaliado é fenotipicamente semelhante,
visto que todos foram desenvolvidos e lancados por um mesmo programa de
melhoramento, reduzindo a base genética e restringindo a sele¢do a caracteristicas
buscadas pelos pesquisadores, além da presenca de cultivares aparentadas.
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Entretanto, deve-se ter em mente que, na normativa que guia a descricao
fenotipica das cultivares, a maioria das cultivares padrao nao séo plantadas no Brasil,
tendo caracteres que podem ser distintos a nossa realidade, além do desenvolvimento
dessa lista em outro pais, tendo um comportamento fenotipico diferente ao expresso
no Brasil. Com isso, a avaliacdo seguindo essas diretrizes pode ser inconsistente,
visto que algumas caracteristicas que diferenciam as cultivares podem nado ser
contempladas, fazendo com que a diferenciacdo fique restrita apenas aos 57
descritores.

Esses descritores baseados no fen6tipo sofrem grande influéncia do ambiente
na expressao fenotipica de diversos descritores, além da subjetividade do avaliador,
gue pode implicar em pequenas divergéncias de classes em um descritor para uma
mesma cultivar em questdo. Isso dificulta tanto andlises de estimativas de
dissimilaridade entre gendtipos quanto na identificacdo de identidade genética de
cultivares unicamente pela checagem dos dados de descritores da cultivar.

Uma alternativa para a diferenciacdo de cultivares seria a caracterizagao e
diferenciacdo por meio de marcadores de DNA, sendo que as diferencas s&o
detectadas na sequéncia de bases nitrogenadas, ndo sofrendo alteracdes por causas

ambientais.
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4. CONCLUSAO

As cultivares avaliadas séo similares entre si, 0 que pode ser explicado pela
presenca de individuos aparentados, tanto irmaos e meio irméos, como parentais,
reduzindo a variabilidade entre os gendtipos. Além disso, dentre os caracteres
avaliados nédo foram consideradas as caracteristicas adotadas como critério de
selecéao no programa de melhoramento, como a resisténcia a doencas, requerimento
em frio e tempo de conservacgao dos frutos em camara fria.

A caracterizacdo com base no fenotipo € essencial, permitindo a distingao
entre cultivares quando avaliadas isoladamente, entretanto, nenhuma caracteristica
foi apontada como diferenciadora, podendo ser usada como parametro principal para
a diferenciacao das cultivares.

Uma alternativa para a diferenciacdo entre as cultivares, seria a
caracterizacao utilizando marcadores de DNA, avaliando as diferencas moleculares,

visando a certificacdo da cultivar e a garantia da sua fidelidade genética.
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CAPITULO 2 -CARACTERIZACAO E DIFERENCIACAO MOLECULAR
ENTRE CULTIVARES DE MACIEIRA DESENVOLVIDAS EM SANTA
CATARINA

1 INTRODUCAO

A diferenciacdo entre cultivares, utilizando apenas descritores fenotipicos,
pode nao ser suficiente, trazendo também a problemética do efeito ambiental, que
mascara ou gera diferencas que sao identificadas ou nao. As informacdes
complementares a fenotipagem, podem ser fornecidas pelo material genético, por
meio do emprego de ferramentas da biotecnologia.

O melhoramento da macieira, se encaixa nesse cenario, onde essas
ferramentas podem complementar e auxiliar o melhoramento, como por exemplo, o
uso de marcadores de DNA para a identificacdo e diferenciacdo de cultivares. Em
diversos paises, estes marcadores, a exemplo dos microssatélites, tem sido
empregados na identificagdo genotipica de cultivares, visando a caracterizacdo do
germoplasma dessas regides. Essas informacdes, além de permitir estudos de
variabilidade genética como base para programas de melhoramento genético da
espécie, contribuem para a conservacdo dos gendtipos e permitem a protecdo de
cultivares, garantindo o recebimento de royalties pela empresa detentora da
patente/protecao.

As cultivares desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético de
Macieira da Epagri (PMGME) ainda ndo haviam sido alvo desses estudos, visando a
caracterizacao e diferenciacdo genotipica, portanto, ndo apresentam seus padroes
moleculares conhecidos, sendo essa, uma informacao de interesse aos melhoristas e
a comunidade que faz uso do material desenvolvido pela Epagri.

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo, a caracterizacdo e
diferenciacdo molecular das cultivares de macieira desenvolvidas pelo PMGME, além
da avaliacdo da efetividade do uso dessa metodologia para a diferenciagdo de

cultivares advindas de mutagdes ou de hibridacoes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRAQAO DE DNA

Foram coletadas folhas de macieira, dos 23 genotipos avaliados (Tabela 3),
no pomar da Estacdo Experimental da Epagri de Cacador (EECd) — SC. Os genotipos
foram classificados em duas categorias, conforme o seu método de melhoramento,
sendo eles: gendtipos obtidos a partir de mutacdes espontdneas, que foram
selecionadas e conduzidas até a obtencdo de um gendtipo estavel (clone mutante), e
genotipos desenvolvidos por meio de hibridacbes entre parentais contrastantes
(hibridos).
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Tabela 3 — Cultivares de macieira desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento
Genético de Macieira da Epagri e suas respectivas origens ou
genealogias.

CULTIVAR

DENOMINACAO
SIMPLIFICADA

ORIGEM / PARENTAIS (@ x &)

Epagri 405 Fuji Suprema

Fuji Suprema

Mutacédo de Fuji para melhor cor de epiderme 2

Epagri 407 Lisgala Lisgala Mutacdo de Gala para melhor cor de epiderme, sem estrias 2
Castel Gala Castel Gala Mutacdo de Gala para precocidade de colheita 2
SCS413 Fuji Precoce Fuji Precoce Mutacgdo de Fuji para precocidade de colheita 2
SCS441 Gala Gui Gala Gui Mutacédo de Star Gala para resisténcia a macha foliar °
Primicia Primicia D1R101T117 x D1R103T245 ¢

Princesa Princesa NJ-56 x Anna ¢

Epagri 402 Catarina Catarina Fuji x PW37T133 ¢

Epagri 403 Fred Hough Fred Hough NJ-76 x Coop-14 ©

Epagri 404 Imperatriz Imperatriz Mollie’s Delicious x Gala ¢

Epagri 406 Baronesa Baronesa Fuji x Princesa ¢

Epagri 408 Condessa Condessa Galax M-41¢

Epagri 409 Duquesa Duquesa Anna x D1R100T147 ¢

Daiane Daiane Gala x Princesa ¢

Joaquina Joaquina NJ-76 x Coop-14 ¢

SCS416 Kinkas Kinkas Fuji x PW37T133 ¢

SCS417 Monalisa Monalisa Gala x Malus 4 ¢

SCS425 Luiza Luiza Epagri 404 Imperatriz x Cripps Pink ¢

SCS426 Venice Venice Epagri 404 Imperatriz x Epagri 406 Baronesa ©
SCS427 Elenise Elenise Epagri 404 Imperatriz x CrippsPink ¢

M-10/09 M-10/09 Epagri 404 Imperatriz x CrippsPink 2

Fuji standard

Fuji standard

Red Delicious x Ralls Janet

Royal Gala

Royal Gala

Mutacdo de Gala standard (Golden Del. x Kidd’s Orange)

a HAWERROTH; BRANCHER; KVITSCHAL, 2018; * FAORO, 2019; ¢ DENARDI; KVITSCHAL;

HAWERROTH, 2019.

FONTE: a autora, 2021.

Realizaram-se duas coletas, a primeira procedeu-se no ciclo de cultivo

2017/2018, onde as folhas foram acondicionadas em sacos plasticos, e colocadas

imediatamente dentro de caixas de isopor entre bags de gelo, com temperatura
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aproximada de -20°C. Em seguida, o material vegetal foi armazenado em freezer (-
20°C) até o momento da extracdo de DNA. A segunda coleta foi realizada no ciclo
produtivo 2018/2019, onde, foram acondicionadas duas folhas de cada planta em
tubos “Falcon” de 50 mL, sendo imediatamente preenchidos com silica gel (4 - 8 mm).
Apos a coleta, a silica foi substituida a cada dois dias, por duas vezes, e em seguida
as amostras foram mantidas a temperatura ambiente (= 23°C) até o0 momento de
extracdo do DNA, cerca de sete dias ap0s a coleta. As duas coletas constituiram duas
replicatas biologicas que foram realizadas visando a maior confiabilidade da
genotipagem a ser realizada nas etapas posteriores.

Para a extracado de DNA, foi empregado o protocolo CTAB (Brometo de Cetil
Trimetil Amoénio) 2%, desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), com adaptacdes para a
espécie e condicbes do laboratério. Aproximadamente 200 mg de tecido fresco (50
mg se tecido seco), foram acondicionadas em um tubo de alta resisténcia, com cinco
esferas metélicas em seu interior, € em seguida acrescentado 1 mL por amostra do
tampdo de extracdo Brometo de Cetil Trimetil Aménio - CTAB a 2% (NaCl a 1,4 M;
EDTA a 20 mM; Tris-HCI (pH 8,0) a 100 mM; PVP-40 a 2%) com 5 pL de B-
mercaptoetanol, aquecido a 60°C. Na sequéncia, os tubos foram colocados no
equipamento Precellys®, e o tecido foliar foi macerado utilizando a programacao de
8000 rpm por 20 seg, cujo procedimento foi repetido seis vezes, com intervalos de 10
seg. ApoOs a maceracao, os tubos foram mantidos em banho-maria a 60°C por 30 min,
realizando a homogeneizacao por inversdo a cada 10 min.

Foram acrescentados 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 (CIA) em
cada tubo, e homogeneizados em mesa agitadora por 5 min a 150 rpm. Em seguida,
centrifugou-se a 11500 rpm por 7 min. Apds a separagdo das partes organica e
aquosa, foram transferidos 800 uL do liquido sobrenadante para um tubo novo de 2
mL, e acrescentados 500 pL de CIA e 200 uL de acetato de potassio (5M) em cada
tubo, os quais foram homogeneizados em mesa agitadora por 5 min a 130 rpm, e
acondicionadas por 20 minutos a -20°C. Ap6s foi realizada uma nova centrifugacdo a
12500 rpm por 5 min.

Foram transferidos para um tubo novo (de 1,5 mL) 750 pL do liquido
sobrenadante, e adicionados 600 uL CIA (24:1), agitado em mesa agitadora por 5 min
a 130 rpm e centrifugado a 12500 rpm por 5 minutos. Procedeu-se com O processo

de lavagem novamente transferindo para um tubo novo de 1,5 mL, 700 uL do liquido
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sobrenadante, e adicionados 600 uL CIA (24:1), agitado em mesa agitadora por 5 min
a 130 rpm e centrifugado a 12500 rpm por 5 minutos

Apés esta etapa foram transferidos para um tubo novo (de 1,5 mL) 500 pL do
liquido, e adicionados 500 L de alcool isopropilico (= -20°C) e agitado em mesa
agitadora por 5 min a 120 rpm, e mantido por aproximadamente 12 horas a
-20°C. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 12500 rpm por 5 min, e 0
alcool isopropilico foi descartado cuidadosamente. Foi acrescentado 500 pL de etanol
a 70% (= -20°C), agitado por 5 min a 120 rpm, centrifugado a 12500 rpm por 5 min.
O etanol 70% foi descartado, e foram adicionados 500 pL de etanol 96% (= -20°C),
agitado por 5 min a 120 rpm, centrifugado a 12500 rpm por 5 min. Apds o descarte do
etanol 96%, os tubos foram mantidos abertos e virados sobre papel absorvente para
a secagem do precipitado por aproximadamente 30 minutos. Para finalizar o processo,
foi adicionado 100 uL de TE+RNAse (TE [10nM], RNAse [10 ug pL1)), e incubados a
36°C por 30 min. Em seguida, as amostras foram deixadas por aproximadamente 12
horas na geladeira (= 4°C), e finalmente armazenadas a -20°C até o momento de uso.

Apos extracdo as amostras foram mensuradas quanto a concentracdo de
DNA (ng pLt) e os parametros de qualidade A260/A280 e A260/A230 utilizando
espectrofotometro NanodropOne® (Thermo Scientific). As amostras foram diluidas

para a concentracdo padrdo de 10 ng pL™.

2.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Foram realizadas reagbes multiplex, utilizando um total de 19 pares de
iniciadores SSR desenvolvidos para Malus x domestica Borkh., otimizados em oito
painéis multiplex (Tabela 4) de acordo com a cor do fluoréforo, o tamanho do

fragmento amplificado e as condi¢des da PCR.
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Tabela 4 — Iniciadores microssatélites, empregados para a genotipagem das
cultivares de macieira (Malus x domestica Borkh.), e as suas
respectivas sequéncias forward e reverse, sentido 5’-3’, e unidades de
repeticdo (UR). Foram organizados oito painéis multiplex (M) de acordo
com a cor do fluoroforo (Dye) e o tamanho do fragmento amplificado
(Range), em pares de bases (pb).

Loco SSR Sequéncia Forward Sequéncia Reverse ligf;?geﬁge Dye R&nb%e
CHO04d02 2 CGTACGCTGCTTCTTTTGCT CTATCCACCACCCGTCAACT (TC)1o 6-FAM 118-146
CHO03a08 2 TTGGTTTGCTAGGAAAAGAAGG AAGTTTATCGGGCCTACACG (CT1o HEX 146-218
CHO01f02 2 ACCACATTAGAGCAGTTGAGG CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC (AG)22 NED 174-206
CHO1g122 CCCACCAATCAAAAATCACC TGAAGTATGGTGGTGCGTTC (AG)22 6-FAM 174-206
CHO01h01 2 GAAAGACTTGCAGTGGGAGC GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT (TC)zs HEX 114-134
CHO2c11 2 TGAAGGCAATCACTCTGTGC TTCCGAGAATCCTCTTCGAC (CT)1sCC(CT)s NED 219-239

Hi03g06 ° TGCCAATACTCCCTCATTTACC ~ GTTTAAACAGAACTGCACCACATCC (TC)7 6-FAM 182-204
CHO3b06 2 GCATCCTTGAATGAGGTTCACT CCAATCACCAAATCAATGTCAC (CT)20 HEX 111-131
CHO02d08 2 TCCAAAATGGCGTACCTCTC GCAGACACTCACTCACTATCTCTC (GA)20 VIC 210-254
CHO5d11 2 CACAACCTGATATCCGGGAC GAGAAGGTCGTACATTCCTCAA (AG)22 6-FAM 171-211
CHO02b03b @ ATAAGGATACAAAAACCCTACACAG  GACATGTTTGGTTGAAAACTTG (CT22 HEX  77-109

Nz02b1 ¢ CCGTGATGACAAAGTGCATGA ATGAGTTTGATGCCCTTGGA (GA)14 HEX 212-238
CHO01f09 2 ATGTACATCAAAGTGTGGATTG GGCGCTTTCCAACACATC (AG)22 HEX 125-160
CHO2b12 2 GGCAGGCTTTACGATTATGC CCCACTAAAAGTTCACAGGC (CT)aTT(TC)s 6-FAM 101-143
CHO03c02 2 TCACTATTTACGGGATCAAGCA GTGCAGAGTCTTTGACAAGGC (CT)22 HEX 116-136
CHO04c07 2 GGCCTTCCATGTCTCAGAAG CCTCATGCCCTCCACTAACA (AG)23 6-FAM 98-135
CHO5c06 2 ATTGGAACTCTCCGTATTGTGC ATCAACAGTAGTGGTAGCCGGT  (CT)sCA(CT)20 HEX  104-126
CHO2b10 2@ CAAGGAAATCATCAAAGATTCAAG CAAGTGGCTTCGGATAGTTG (CTM1o 6-FAM 121-159
CHO0O5a05 & TGTATCAGTGGTTTGCATGAAC GCAACTCCCAACTCTTCTTTCT (GA)21 HEX 198-230

2 LIEBHARD et al., 2002; * SILFVERBERG-DILWORTH et al., 2006; ¢ GUILFORD et al., 1997.

FONTE: a autora, 2021.

Os iniciadores SSR foram selecionados tendo como base em dois trabalhos.

Hawerroth et al. (2018) realizaram testes praticos com algumas das cultivares

avaliadas e foram selecionados 0s cinco iniciadores mais polimérficos, sendo eles,
CHO01f02, CHO02c11, CH02d08, CHO05d11 e CHO4c07. Os demais iniciadores foram
retirados do trabalho desenvolvido por Klabunde et al. (2016). Foram englobados 12

dos 17 cromossomos da macieira (Figura 3).
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Figura 3. — Mapa genético da macieira, com a localizacdo dos 19 pares de iniciadores
SSR empregados neste trabalho, bem como a sua posi¢do em cada
cromossomo (cM). O mapa foi construido com base no banco de dados

disponibilizado em www.rosaceae.org/search/markers.

1 2 3 4 5 6
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
63.2 CHO2b10 656
79.0 CHO2b12
85.4 .
896 ) 920 76.0 CHO5305
7 8 9 10 1 12
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
178 CHO5d11
234 CHO2d08 295 CHO1g12
326 CHO1f09
383 CHO2c11 8.0 CHoadoz
450 CHO3c02
735 733 716 CHO2b03b an
7.7
89.6
94.6
13 14 15 16 17
00 0.0 0.0 0.0 0.0
108 CHO3b06 74 CHOSc08
, 19.0 CHO1hO1
220 Hi03g06
377 CHO04c07 39.2 NZ02b1
58.3
76.3 CHO3a08 75.3
53 77.1
20.9

FONTE: a autora, 2021.

Cada reacao foi composta por 1,2 ng de DNA gendmico, 0,2 uM de cada
iniciador, 0,2 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, tamp&o (1x), 1 U de Platinum ® Taq


http://www.rosaceae.org/search/markers
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DNA Polimerase (Invitrogen), e agua ultrapura completando o volume final de 12,5 L.
As reacOes foram realizadas em um termociclador Veriti ™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), com as seguintes condi¢cdes de ciclagem: (I) desnaturagao
inicial: 94°C por 5 min; (ll) desnaturagao: 94°C por 45 seg; (Ill) anelamento: 60°C por
60 seg; (IV) extensdo: 72°C por 60 seg; e (V) extenséao final: 72°C por 7 min. Os
passos Il, Il e IV foram realizados por 28 ciclos para os painéis A, B, C, D, F e G; 30

ciclos para o painel E; e 31 ciclos para o painel H.

2.3 ELETROFORESE CAPILAR

Para a analise dos produtos de amplificacdo foi utilizado o Sequenciador
Automatico ABI 3130 (Applied Biosystems), alimentado com rea¢des contendo 1,0 pL
de produto amplificado na PCR, 4,85 pL de formamida HI-DI™ (Applied Biosystems)
e 0,15 puL de GS600 LIZ® (Applied Biosystems). Os eletroforegramas foram
interpretados por meio do software GeneMapper® Id-x, v. 1.2, conforme exemplificado

na Figura 4.
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Figura 4 — Exemplificacdo da genotipagem (tamanho de alelos em pb) da cultivar Fuji
Suprema com 3 marcadores microssatélites (CH02d08, CHO3b06 e
NZ02b1l), por meio do software GeneMapper® Id-x v. 1.2. Os dados séo
apresentados em uma sequéncia de 3 niumeros, sendo o primeiro o0 nome
do alelo, o segundo, o tamanho do alelo e o terceiro, o tamanho do pico de
amplificagéo em rfu (relative fluorescence unit).
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FONTE: elaborado pela autora, 2019.

Além dos 23 genotipos estudados, foram genotipados 4 parentais como
testemunhas, Cripps Pink, D1R103T245, NJ76 e Coop 14, visando o auxilio e garantia
da genotipagem pelo operador. Os gendtipos sdo mantidos no Banco de

Germoplasma de Macieira da Epagri em Cacador/SC.
2.4 ANALISE DOS DADOS

Foi realizada uma avaliagcdo por comparacado entre cada um dos genotipos,
para a verificacdo da efetividade dos marcadores microssatélites em diferenciar as
cultivares. Verificou-se a capacidade de diferenciacdo entre os gendtipos obtidos a
partir de mutacdes, sendo Fuji Suprema e Fuji Precoce (mutacdes espontaneas de
‘Fuji’), e Lisgala e Castel Gala (mutagdes espontaneas de ‘Gala’) e Gala Gui (mutacao

espontanea de Star Gala, que pé uma mutacédo de Royal Gala). Também foi avaliada
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a capacidade dos marcadores microssatélites em diferenciar as cultivares obtidas por
meio de hibridacfes, sendo elas, Primicia, Princesa, Catarina, Fred Hough, Imperatriz,
Baronesa, Condessa, Duquesa, Daiane, Joaquina, Kinkas, Monalisa, Luiza, Venice,
Elenise e Isadora.

Foi construido um dendrograma com base em uma matriz, englobando todos
0os marcadores SSR, onde um (1) indica a presenca do alelo, e zero (0), a auséncia.
Os dados binérios foram utilizados para o calculo do indice de similaridade de Jaccard,
e a matriz de similaridade obtida foi processada pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) para a construcao do
dendrograma (CAVANNA et al., 2008). Foi utilizado o software “R” v. 3.6.1, pacote “

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel a determinacdo do padrdo molecular das cultivares analisadas
(Tabela 5). As duplicatas de cada cultivar apresentaram o0s mesmos alelos,
comprovando a reprodutibilidade da caracterizacdo molecular com o uso de

marcadores microssatélites.
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Tabela 5 — Caracterizacdo molecular de gendtipos de macieira desenvolvidas pela Epagri, sendo duas cultivares padrao, quatro
parentais, cinco mutantes e 16 hibridos (continua).

SSR Fuji Standart  Fuji Suprema  Fuji Precoce Royal Gala Lisgala Castel Gala Gala Gui
CHO01f02 182 :182 182 :182 182 :182 168 : 204 168 : 204 168 : 204 168 : 204
CHO1f09 126 : 136 126 : 136 126 : 136 126 : 136 126 : 136 126 : 136 126 : 136
CHO1g12 103 : 143 103 : 143 103 : 143 139: 143 139: 143 139: 143 139: 143
CHO1h01 113:113 113:113 113:113 115:127 115:127 115:127 115:127
CHO02b03b 072 :102 072 :102 072 :102 068 : 072 068 : 072 068 : 072 068 : 072
CHO02b10 125: 127 125: 127 125: 127 119:125 119:125 119:125 119:125
CHO2b12 135:135 135:135 135:135 123 :135 123 :135 123 : 135 123 : 135
CHO2c11 225 : 229 225 : 229 225: 229 213 : 229 213 : 229 213 : 229 213 : 229
CH02d08 208 : 208 208 : 208 208 : 208 222 : 252 222 : 252 222 : 252 222 : 252
CHO03a08 180: 180 180: 180 180:180 186 : 214 186 : 214 186 : 214 186 : 214
CHO3b06 111 : 115 111 : 115 111 : 115 115:133 115:133 115:133 115: 115
CHO03c02 121 : 157 121 : 157 121 : 157 121:123 121:123 121:123 121:123
CHO4c07 104 : 116 104 : 116 104 : 116 092 : 132 092 : 132 092 : 132 092 : 132
CHO04d02 115:117 115:117 115:117 117 :129 117 :129 117 :129 117 :129
CHO05a05 214 :218 214 :218 214 :218 218 :218 218 : 218 218 : 218 218 : 218
CHO05c06 097:111 097 :111 097 :111 111:119 111:119 111:119 111:119
CHO05d11 168 : 192 168 : 192 168 : 192 168 : 168 168 : 168 168 : 168 168 : 168
Hi03g06 190: 190 190: 190 190: 190 190 : 198 190 : 198 190: 198 190 : 190
NZ02b1 213 : 235 213 : 235 213 : 235 225:235 225:235 225:235 225:235

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 6 — Caracterizacdo molecular de gendétipos de macieira desenvolvidas pela Epagri, sendo duas cultivares padrdo, quatro
parentais, cinco mutantes e 16 hibridos (continua).

SSR NJ-76 Coop-14 Joaquina H'ergh Catarina Kinkas D1R103T245 Primicia Princesa Condessa
CHO01f02 168:178 178:182 178:182 168:182 178:182:182 178:182 168:206 168:206 168:178 168:182
CHO1f09 126:126  126:130 126:126 126:126 126:126:136 126:130 108:156 126:136 126:136
CHO1g12 099:139 103:143 099:103 103:139 103:103:143 103:103 139:177 101:139 125:177 103:143
CHO1h01 113:115 113:117 113:115 113:115 113:113:113 113:117 111:117 111:117 101:127 117:127
CHO2b0O3b | 072:102 086:090 090:102 072:086 072:088:102 088:102 072:092 072:072 090:092 072:092
CHO02b10 115:115  113:127 113:115 115:127 125:127:151 125:151 119:139 119:139 113:151 119:151
CHO2b12 135:135 121:135 121:135 121:135 135:135:135 135:135 135:135 135:135 119:131 123:125
CHO2c11 229:229  229:231 229:231 229:229 203:225:229 203:229 229:229 225:229 223:231 229:231
CH02d08 220:222  252:252 220:252  222:252 208:208:222 208:222 208:226 222:226 222:252 222:252
CHO03a08 180:242 156:180 180:180 156:242 180:180:242 180:242 180:180 180:180 180:218 186:218
CHO3b06 111:133 105:111 105:133 105:111 1121:111:115 111:115 099:105 105:105 111:111 105:133
CHO03c02 121:123  121:121  121:121  121:123 121:123:157 123:157 123:129 121:121 101:121 121:123
CHO4c07 110:110 102:132 110:132 110:132 104:116:116 104:116 094:102 102:102 104:132 92:108
CHO04d02 117:129  115:117  115:117  115:129 115:117:117 115:117 129:129 117:129 117:117 117:117
CHO05a05 214:218 200:204 204:218 200:218 214:218:229 214:214 216:218 218:222 216:218 218:218
CHO05c06 111:1212  097:103 097:111 103:111 097:111:119 111:119 097:111 097:107 111:111 111:111
CHO05d11 164:168 168:172 164:172 168:172 168:168:192 168:192 168:168 164:194 168:178 168:168
Hi03g06 176:198 176:192 192:198 176:192 190:190:190 190:192 176:192 176:176 166:194 194:198
NZ02b1 213:225 213:225 225:225 213:225 213:221:235 213:233 225:235 225:225 213:233 225:225

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 5 — Caracterizacdo molecular de gendétipos de macieira desenvolvidas pela Epagri, sendo duas cultivares padrdo, quatro
parentais, cinco mutantes e 16 hibridos (concluséo).

Cripps

. Venice Luiza Elenise Isadora
Pink

SSR Duquesa Daiane Monalisa Imperatriz Baronesa

CHO1f02 182:206 168:178 168:182 182:204 168:182 178:206 168:204 182:182 204:206 204:206
CHO1f09 108:134 126:136 126:134 126:136 136:136 126:126 136:136 126:136 126:136 126:126
CHO1g12 103:177 143:177 103:139 103:143 125:143 099:179 125:143 103:143 99:143 143:179
CHO1hO01 101:117 101:115 111:115 117:127 113:127 109:115 117:127 113:117 115:127 109:127
CHO02b03b 072:090 072:092 068:092 072:090 072:092 072:092 072:072 072:092 072:072 072:092
CHO2b10 119:123 119:151 119:123 113:119 127:151 115:119 119:151 113:127 119:119 119:119
CHO2b12 125:131 131:135 131:135 135:135 131:135 135:135 131:135 135:135 135:135 135:135
CHO2c11 223:229 223:229 225:229 229:229 225:231 203:229 225:229 225:229 203:229 203:229
CHO02d08 220:222 222:252 222:252 252:252 208:222 208:220 222:252 222:252 220:252 220:252
CHO03a08 180:218 186:218 186:218 156:186 180:180 180:242 180:186 156:180 156:180 180:186
CHO3b06 111:133 111:115 111:115 111:115 111:111 111:133 111:115 111:115 111:115 111:115
CHO03c02 101:121 121:123 121:123 121:121 101:157 121:123 101:121 121:157 121:121 121:121
CHO04c07 106:132 104:132 132:132 92:132 104:132 092:104 92:132 92:104 104:132 92:104
CHO04d02 117:117 117:129 117:129 115:117 115:117 117:117 117:117 115:115 117:117 117:117
CHO05a05 218:218 216:218 218:218 204:218 218:218 216:218 204:218 204:218 204:218 216:218
CHO5c06 95:111 111:119 97:111 111:119 97:111 097:121 111:111 97:111 97:111 97:111
CHO5d11 168:168 168:168 168:168 168:172 178:192 164:166 168:192 172:192 164:172 164:168

Hi03g06 166:198 166:190 190:198 190:190 190:194 176:198 190:190 190:194 176:190 176:190

NZ02b1 213:225 233:235 213:235 213:235 213:213 213:225 213:235 213:235 213:235 213:235

FONTE: elaborado pela autora, 2021.
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Os marcadores microssatélites ndo foram eficientes na diferenciacao de todas
as cultivares avaliadas que foram desenvolvidas a partir de mutagfes, estando de
acordo com o esperado (GALLI et al., 2005; GASI et al., 2010). As cultivares Fuiji
Suprema e Fuji Precoce, apresentaram os mesmos alelos da Fuji standard, enquanto
gue Lisgala e Castel Gala o mesmo padréo da Royal Gala (Tabela 5).

Esse fato pode ser decorrente da localizagdo da mutacdo no genoma, Vvisto
que, pode ter ocorrido em regides especificas, proximas aos genes que controlam as
caracteristicas fenotipicas que as diferenciam da cultivar de origem, fazendo com que
a mutacdo esteja fora da regido de microssatélites acessados pelos iniciadores
avaliados. Outro fator que pode contribuir para a igualdade do gendtipo de fendétipos
distintos é a epigenética, que € a alteracao na expressao génica, podendo ser herdada
e nao tendo alteragdo na sequéncia do DNA. Os dois principais mecanismos
epigenéticos sdo a metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas, ocasionando a
diferenciacéo na expresséo génica, e por consequéncia a alteracéo do fendtipo, sem
alterar o DNA (PAIVA et al., 2019).

Entretanto, na cultivar Gala Gui, pode-se realizar a diferenciacao da cultivar
Royal Gala observando-se dois marcadores, CHO3b06 e Hi03g06, ambos localizados
no cromossomo 15, em uma regido proxima.

As cultivares obtidas a partir de hibridacbes dirigidas puderam ser
diferenciadas entre si, atestando o fato de que os marcadores microssatélites podem
ser empregados na caracterizacdo molecular desses genoétipos (BAN et al., 2014;
GALLI et al., 2005; GANOPQOULOS et al., 2015; HOKANSON et al., 1998).

Com essa analise, pdode-se confirmar que a cultivar Catarina € triploide
(Tabela 5), sendo que em alguns casos nao é possivel identificar o terceiro alelo, visto
que ele é a repeticdo de outro e o sequenciador ndo detecta a diferenca (CAVANNA
et al.,, 2008). Entretanto, foi possivel verificar que os picos dos alelos duplicados
apresentaram uma altura, mensurada em rfu (relative fluorescence units), bem maior
em relacdo ao outro alelo, fugindo do padrédo do marcador, e permitindo a identificacao
do terceiro alelo (Figura 5). O marcador CHO1h01 € homozigoto para essa cultivar, ja
os marcadores CH01g12 e CH02d08 apresentaram dois picos, entretanto um deles
com uma rfu maior que o segundo pico, podendo-se assumir que o mais alto
representa o alelo repetido, e o marcador NZ02b1, que apresentou os trés alelos
distintos. Na macieira, genotipos triploides geralmente sdo decorrentes da fertilizacao

de um évulo diploide, gerado por uma falha na meios e, com um pélen haploide, de
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formacédo normal (GIANFRANCESCHI et al., 1998; HAUAGGE; BRUCKNER, 2012).

Era esperado que essa cultivar apresentasse um genoma triploide devido aos indicios

fenotipicos como a planta vigorosa, folhas grandes, frutos grandes, dentre outras

caracteristicas que geralmente indicam a triploidia.

Figura 5 — Eletroforegramas de quatro marcadores microssatélites obtidos para a

cultivar Catarina. Os dados séo apresentados em uma sequéncia de 3
numeros, sendo o primeiro 0 nome do alelo, o segundo, o tamanho do
alelo e o terceiro, o tamanho do pico de amplificagdo em rfu (relative

fluorescence unit).
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Fonte: elaborado pela autora, 2021.

Além da caracterizacao dos genétipos, os marcadores microssatélites podem

ser empregados na comprovacdo da genealogia de genotipos de interesse. Foi

possivel atestar os genitores feminino e masculino das cultivares Fred Hough (NJ-76

x Coop-14), Baronesa (Fuji x Princesa), Daiane (Gala x Princesa), Joaquina (NJ-76 X
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Coop-14), Venice (Imperatriz x Baronesa), Elenise (Imperatriz x CrippsPink) e Isadora
(Imperatriz x Cripps Pink).

Contudo, verificou-se que a genealogia da cultivar Luiza ndo esta de acordo
com o descrito na literatura (DENARDI; KVITSCHAL; HAWERROTH, 2019).
Conforme o registro, os parentais da cultivar seriam Imperatriz e Cripps Pink,
entretanto, pdde-se verificar que possivel o genitor masculino € a cultivar Baronesa,

sendo que a cultivar Imperatriz foi confirmada como genitor feminino (Tabela 6).

Tabela 7 — Comparacédo entre a caracterizacdo molecular da cultivar SCS425 Luiza
(filho), seus parentais de acordo com o registro, Imperatriz (genitor
feminino) e Cripps Pink (suposto genitor masculino) e o real parental
masculino de acordo com o gendtipo, a cultivar Baronesa (genitor

masculino).

SSR Luiza (F) Imperatriz (GF) Baronesa (GM) Cripps Pink (SGM)
CHO01f02 182:182 182:204 168:182 178:206
CHO01f09 126:136 126:136 136:136 126:126
CHO1g12 103:143 103:143 125:143 99:179
CHO1h01 113:117 117:127 113:127 109:115
CHO02b03b 72:92 72:90 72:92 72:92
CHO2b10 113:127 113:119 127:151 115:119
CHO02b12 135:135 135:135 131:135 135:135
CHO02c11 225:229 229:229 225:231 203:229
CHO02d08 222:252 252:252 208:222 208:220
CHO03a08 156:180 156:186 180:180 180:242
CHO03b06 111:115 111:115 111:111 111:133
CHO03c02 121:157 121:121 101:157 121:123
CHO04c07 92:104 92:132 104:132 92:104
CHO04d02 115:115 115:117 115:117 117:117
CHO05a05 204:218 204:218 218:218 216:218
CHO05c06 97:111 111:119 97:111 97:121
CHO5d11 172:192 168:172 178:192 164:166
H103g06 190:194 190:190 190:194 176:198
NzZ02b1 213:235 213:235 213:213 213:225

FONTE: elaborado pela autora, 2021.

No trabalho realizado por Brancher et al. (2020) identificou um alelo S¢ de
incompatibilidade na cultivar Luiza que ndo compde o genétipo de nenhum de seus
genitores registrados. Os autores levantaram a hipétese de troca de sementes,
contaminacao de polen ou troca de hibridos no plantio, durante a rotina do Programa
de Melhoramento de Macieira da Epagri. Isso pode ter ocorrido, pois no mesmo ano

em que foi realizado o cruzamento entre Imperatriz x Cripps Pink, também houve outro
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grande cruzamento envolvendo Imperatriz x Baronesa, e pelo fato da Baronesa
possuir 0 alelo Sg, houve a suspeita de que este seria 0 genitor masculino. Portanto,
com os resultados obtidos neste trabalho (Tabela 6), essas hipdteses langadas por
Brancher et al. (2020) foram confirmadas.

Esse fato comprova a importancia da inclusédo dos marcadores microssatélites
nas atividades de rotina nos programas de melhoramento, permitindo a correcao dos
erros que podem ocorrer quanto a definicdo da genealogia, principalmente nas etapas
iniciais do desenvolvimento de uma nova cultivar por meio de hibridagbes controladas.

Tendo como base os dados publicados por Denardi, Kvitschal e Hawerroth
(2019), somados a correcao dos reais parentais da cultivar Luiza, pdde-se construir a

genealogia completa de todas as cultivares avaliadas (Figura 6).

Figura 6 — Genealogia ilustrada das cultivares avaliadas no presente estudo.

GENEALOGIA DAS CULTIVARES

D1R101T117 —— D1R103T245 NJ - 76 Coop-14
f | Gala Gui
Primicia Fred Hough ---‘:
Lisgala
Joaguina -
Castel Gala
M- 41
D1R100T147 —— Anna 1T NJ - 56 [
i ; Condessa
' ? Malus 4
Duquesa ais
| Monalisa
PW37T133 ——1— Fuji ——  Princesa —— Gala —— Mollie’s Delicious
, ! : Daiane :
Catarina | |
: Baronesa i Imperatriz : Cripps Pink
Kinkas | |
— Fuji Suprema L Luiza Elenise
— Fuji Precoce L Venice Isadora
Mutagao esponténea Testemunha Parental
LEGENDA: Cruzamento
---------- Gendtipo hibrido Mutagéo Hibrido

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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A andlise de agrupamento, com base nos 19 marcadores microssatélites,

separou as cultivares em sete grupos (Figura 7).

Figura 7 — Dendrograma de agrupamento dos 23 genétipos de macieira analisados
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Fonte:

com base nos 19 marcadores microssatélites, sendo agrupados pelo
método UPGMA com base na distancia de Jaccard. A linha tracejada
vermelha representa a distancia média entre os gendtipos (0,583) e foi
utilizada como ponto de corte.
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elaborado pela autora, 2021.

Foram formados quatro grupos compostos por apenas um genétipo, sendo

eles Fred Hough (A), Joaquina (B), Primicia (F) e Duquesa (G), que sdo as quatro

cultivares que apresentam os parentais mais distintos em relagéo as demais. O grupo

C reuniu a cultivar Daiane ao seu genitor masculino, Princesa. O grupo D engloba a

Fuji e suas mutacdes, Fuji Suprema e Fuji Precoce, bem como suas descendentes,

Baronesa, Kinkas e Catarina. E por fim, o grupo E reuniu a cultivar Gala, suas

mutacdes, Lisgala, Castel Gala e Gala Gui, suas descendentes Imperatriz, Monalisa

e Condessa, e as cultivares descendentes de Imperatriz, Elenise, Venice, Luiza e

Isadora, que sao netas de Gala.
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4. CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites foram capazes de diferenciar os genotipos
obtidos por meio de hibridagao artificial, sendo eficientes para distinguir e confirmar
0s parentais atribuidos. Entretanto, essa metodologia ndo pode ser a Unica adotada
para a diferenciacao de genadtipos obtidos por meio de mutacfes espontaneas, sendo
necessario o uso de descritores morfologicos.

O emprego dos marcadores moleculares nas atividades de rotina em
programas de melhoramento pode trazer grandes vantagens. Além de complementar
a caracterizacdo fenotipica, a descricdo molecular pode trazer novas informacfes
sobre as cultivares que estdo sendo desenvolvidas. Além disso, pode ser realizada a
verificacdo da identidade genética das cultivares em viveiros e pomares comerciais,
garantindo a protecao e os direitos associados aos beneficios gerados pela detencéo
do Certificado de Protecao de Cultivares, auxiliando no retorno de investimentos pela

arrecadacao de royalties.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os principais resultados gerados, podem ser destacados alguns
pontos importantes:

1. A caracterizacdo fenotipica, com base nos descritores
morfoagrondémicos do MAPA, é de extrema importancia, e permanece sendo essencial
para a diferenciagcédo das cultivares.

2. Os marcadores microssatélites podem ser empregados na
rastreabilidade de cultivares desenvolvidas a partir de hibridac6es controladas,
gerando informacfes importantes para subsidiar a arrecadacdo de royalties ao
mantenedor da cultivar.

3. A genealogia dos gendétipos selecionados pode ser confirmada por meio
do uso dos marcadores microssatélites, garantindo e assegurando uma maior
confiabilidade aos registros.

4. As analises moleculares, podem ser empregadas como ferramentas
auxiliares nos programas de melhoramento, combinando as caracterizagdes
fenotipica e genotipica para a descricdo completa de gendtipos de interesse.

Portanto, para a caracterizacdo e diferenciacdo entre cultivares de macieira,
recomenda-se utilizar de forma conjunta os descritores morfoagrondmicos e
marcadores microssatélite, de forma que ambas as informagfes se complementem e

possam diferenciar os genétipos de interesse quando avaliadas de forma conjunta.
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ANEXO A — DESCRITORES MORFOLOGICOS E AGRONOMICOS

SIGLA CARACTERISTICA CODIGO
1 PLV Planta: vigor 1: muito fraco, 3: fraco, 5: médio, 7: forte
2 PLT Planta: tipo 1: colunar, 2: ramificado
3 PLH Planta: habito 1: ereto, 2: aberto, 3: pendente, 4: muito pendente
4 PLTF Planta: tipo de frutificacéo 1: unicamente nos espordes, 2: nos espordes e
hastes longas, 3: unicamente nas hastes longas
5 RAE Ramo de um ano: espessura  3: fina, 5: média , 7: grossa, 9: muito grossa
RACE Ramo de um ano: 1: muito curto, 3: curto, 5;: médio, 7: longo
comprimento do entrend
7 RACS Ramo de um ano: cor da 1: marrom-esverdeada, 2: marrom-avermelhada, 3:
parte exposta ao sol marrom-clara, 4: marrom, 5: marrom-escura
8 RAP Ramo de um ano: 1:ausente ou muito fraca, 3: fraca, 5: média, 7: forte,
pubescéncia 9: muito forte
9 RANL Ramo de um ano: numero 3: baixo, 5: médio, 7: alto
de lenticelas
10 LFPR Lamina foliar: posicdo em 1:ascendente, 2: horizontal, 3: descendente
relagdo ao ramo
11 LFC Lamina foliar: comprimento  1: muito curto, 3: curto, 5: médio, 7: longo
12 LFL Lamina foliar: largura 3: estreita, 5: média, 7: larga
13 LFCL Lamina foliar: razdo 3: pequena, 5: média, 7: grande
comprimento/largura
14 LFIV Lamina foliar: intensidade da  3: fraca, 5: média, 7: forte
coloracéo verde
15 LFIM Lamina foliar: incisées da 1: crenadas, 2: bicrenadas, 3: serrilhadas tipo 1, 4:
margem serrilhadas tipo 2, 5: biserrilhadas
16 LFPFI Lamina foliar: pubescéncia 1:ausente ou fraca, 2: média, 3: forte
da face inferior
17 PC Peciolo: comprimento 3: curto, 5: médio, 7: longo
18 PECA Peciolo: extensdo da 3:pequena, 5: média, 7: grande
coloragdo antocianinica
19 FLC Flor: coloragdo 1: branca, 2: rosa-amarelada, 3: rosa-clara, 4: rosa-
predominante na fase de escura, 5:vermelha-média, 7: vermelha-escura, 7:
baléo floral roxa
20 FLD Flor: diametro com as 1: muito pequeno, 3: pequeno, 5: médio, 7: grande
pétalas estendidas e
posicionadas
horizontalmente
21 FLAP Flor: arranjo de pétalas 1: separadas, 2: intermediarias, 3: sobrepostas
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22 FLPE Flor: posicdo dos estigmas 1: abaixo, 2: no mesmo nivel, 3: acima
em relacdo as anteras
23 FRJCA Fruto jovem: extensdo da 1: muito pequena, 3: pequena, 5: média, 7: grande,
coloracado antocianinica 9:muito grande
24 FRT Fruto: tamanho 1: muito pequeno, 2: muito pequeno a pequeno, 3:
pequeno, 4: pequeno a médio, 5: médio, 6: médio a
grande, 7: grande, 8: grande a muito grande, 9:
muito grande
25 FRA Fruto: altura 3: baixa, 5: media, 7: alta
26 FRD Fruto: diametro 3: pequeno, 5: médio, 7: grande
27 FRCD Fruto: razdo comprimento/ 1: muito pequena, 3: pequena, 5: média, 7: grande,
diametro 9:muito grande
28 FRF Fruto: forma geral 1: cilindrica-truncada, 2: cbnica, 3: ovoide, 4:
cilindrica, 5: elipséide, 6: globosa, 7: obldide
(achatada)
29 FROE Fruto: ondulagéo da 1:ausente ou fraca, 2: moderada, 3: forte
epiderme
30 FROC Fruto: ondulacdo no final do 1: ausente ou fraca, 2: moderada, 3: forte
calice
31 FRTO Fruto: tamanho do olho 3: pequeno, 5: médio, 7: grande
32 FRCS Fruto: comprimento da 3: curto, 5: médio, 7: longo
sépala
33 FRPE Fruto: pruina na epiderme 1. ausente ou fraca, 2: moderada, 3: forte
34 FROLE Fruto: oleosidade da 1:ausente ou fraca, 2: moderada, 3: forte
epiderme
35 FRCF Fruto: coloragéo de fundo 1. néo visivel, 2: amarela esbranquicada, 3:
amarela, 4: verde esbranquicada, 5. verde-
amarelada, 6: verde
36 FRACS Fruto: area relativa da 1:ausente ou muito pequena, 3: pequena, 5: média,
coloragéo superficial 7: grande, 9: muito grande
37 FRTCS Fruto: tonalidade da 1: vermelha-alaranjada, 2: vermelha-rosada, 3:
coloragéo Superficial vermelha, 4: vermelha-arroxeada, 5: vermelha-
amarronzada
38 FRICS Fruto: intensidade da 3:clara, 5: média, 7: escura
coloracgéo superficial
39 FRDCS Fruto: distribuicdo da 1: uniforme sem estrias, 2: uniforme com estrias

coloragéo superficial

levemente definidas, 3: uniforme com estrias
claramente definidas, 4: levemente uniforme com

estrias claramente definidas, 5: somente com
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estrias, 6: uniforme e variegado, 7: uniforme com

estrias e variegado

40 FRLE Fruto: largura das estrias 3: estreitas, 5: médias, 7: largas
41 FRARP Fruto: area de russeting na 1: ausente ou pequena, 2: média, 3: grande
cavidade peduncular
42 FRARF Fruto: area de russeting nas 1: ausente ou pequena, 2: média, 3: grande
faces
43 FRARCP Fruto: area de russeting na 1: ausente ou pequena, 2: média, 3: grande
cavidade pistilar
44 FRNL Fruto: nimero de lenticelas  3: baixo, 5: médio, 7: alto
45 FRTL Fruto: tamanho das 3: pequenas, 5: médias, 7: grandes
lenticelas
46 FRCP Fruto: comprimento do 1: muito curto, 3:curto, 5: médio, 7: longo, 9: muito
pedunculo longo
47 FREP Fruto: espessura do 3:fina, 5: média, 7: grossa
pedunculo
48 FRPP Fruto: profundidade da 3:rasa, 5: média, 7: profunda
cavidade peduncular
49 FRLP Fruto: largura da cavidade 3: estreita, 5: média, 7: larga
peduncular
50 FRPCP Fruto: profundidade da 3:rasa, 5: média, 7: profunda
cavidade pistilar
51 FRLCP Fruto: largura da cavidade 3: estreita, 5: média, 7: larga
pistilar
52 FRFP Fruto: firmeza de polpa 1: muito macia, 3: macia, 5: média, 7: firme, 9: muito
firme
53 FRCLP Fruto: coloracéo de polpa 1: branca, 2: creme, 3: amarelada, 4: esverdeada, 5:
rosada, 6: avermelhada
54 FRAL Fruto: abertura dos l6culos 1. fechados ou ligeiramente abertos, 2:
moderadamente abertos, 3: completamente abertos
55 EIF Epoca de inicio da floragdo  1: muito precoce, 3: precoce, 5: média, 7: tardia, 9:
muito tardia
56 EC Fruto: época de colheita 1: muito precoce, 3: precoce, 5: média, 7: tardia, 9:
muito tardia
57 EM Epoca de maturacéo 1: muito precoce, 2: muito precoce a precoce, 3:

precoce, 4: precoce a intermediaria, 5: intermediaria,
6: intermediaria a tardia, 7: tardia, 8: tardia a muito

tardia, 9: muito tardia

Fonte: MAPA, 2012.
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Lisgala

~

ANEXO B — CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Fuji Fuji
standard Royal Gala Suprema
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3
2
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FRARF
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Fonte: elaborado pela autora, 2021.
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Daiane

Imperatriz Baronesa Condessa Duquesa

Princesa Catarina Fred
Hough

Descritor
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7
4
6
6

FRACS
FRTCS
FRICS

FRDCS
FRLE

FRARP
FRARF

1
1
7
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Descritor Princesa Catarina Imperatriz Baronesa Condessa Duquesa Daiane
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Fonte: elaborado pela autora, 2021.
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Catarina Joaquina Kinkas Monalisa Luiza Venice Elenise Isadora

Descritor

PLV
PLT
PLH
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RAE

5
4
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6

RANL
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5
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5
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3
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4
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1
1

FROE
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FRCS
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3

1
6
5
5
5
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2
1
1
5
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Descritor Catarina Joaquina  Kinkas Monalisa Luiza Venice Elenise Isadora
FRCP 3 5 5 5 6 8 5 4
FREP 5 5 5 5 6 5 6

FRPP 5 5 5 5 5 4 4 6
FRLP 4 4 4 5 5 5 5 5
FRPCP 5 5 5 5 5 5 4 5
FRLCP 5 5 5 6 5 5 5 5
FRFP 5 5 5 6 7 6 6 8
FRCLP 2 2 2 2 1 2 2 2
FRAL 3 2 2 2 2 2 2 2
EIF 7 7 7 5 5 5 7 7
EC 7 5 7 5 5 6 8 6
EM 7 5 7 5 5 6 8 6

Fonte: elaborado pela autora, 2021.



