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RESUMO

DA SILVA, CARINA PEREIRA. Universidade Federal de Pelotas, julho de 2009.
Variablidade genética induzida por radiagdo gama em pereira cultivada in vitro.
Orientador: Prof. Dr. José Antonio Peters.

A péra é a fruta importada em maior quantidade pelo Brasil devido a dificuldade de
expansao da cultura pela inexisténcia de cultivares adaptadas as diferentes regides
potencialmente produtoras. A inducdo de mutacdo € considerada um método
alternativo para aumentar a variabilidade genética, e em combinacdo com uma
variedade de técnicas de cultivo in vitro pode acelerar os programas de
melhoramento, alterando uma ou mais caracteristicas desejaveis. Técnicas
moleculares, a exemplo dos marcadores de microssatélites (SSR), tem se
apresentado como uma ferramenta cientifica bastante (til e promissora para a
identificacdo de mutantes com potencial para o uso no melhoramento genético de
cultivares ja existentes e também na obtencao de novos genétipos. Os objetivos do
presente trabalho foram estudar os efeitos da irradiacdo gama sobre a taxa de
regeneracao de explantes de pereira cultivados in vitro, cvs. Carrick e Ya-Li, e
avaliar a existéncia de alteragbes genéticas nos regenerantes por meio da analise
de marcadores de microssatélites. Foi observado um acréscimo na taxa de
multiplicacdo e crescimento das brotagcdes com doses até 20 Gy em relagdo ao
controle. Brotagdes enraizadas ex vitro apresentaram melhor aclimatizacao quando
comparada aquelas enraizadas in vitro. A radiacdo gama induziu polimorfismo nas
plantas de pereira, os quais foram identificados através de locos microssatélites. As
cultivares estudadas apresentaram respostas diferentes em relacdo as diferentes

doses de radiacao utilizadas.

Palavras-chave: Sequéncias simples repetidas - SSR, regeneracdo, mutacoes.



ABSTRACT

DA SILVA, CARINA PEREIRA. Federal University of Pelotas, july 2009. Genetic
variability induced by gamma radiation in pear cultivated in vitro. Adviser: Prof. Dr.
José Antonio Peters.

The pear is the fruit imported in high quantities by Brazil, because of the
improvement difficulties to set the culture and the lack of cultivars adopted to different
places of production in the country. Mutation induction is considered an alternative
path to increase genetic variability and the use of ionizing radiation an effective
method to get this purpose. These methods in combination with a variety of in vitro
culture techniques can accelerate the pear breeding programs by changing one or
more desirable traits. Molecular techniques, such as microsatellite markers (SSR),
had been a powerful tool to identify many potential mutants for use in genetic
improvement of existing cultivars and for the development of new pear genotypes.
This work aimed to study the effects of gamma radiation upon the mutation and
regeneration rate of Carrick and Ya-Li pear explants cultured in vitro, and also to
evaluate the possible genetic alterations on this mutants through the microsatellite
markers analysis. We observed an increase in the rate of multiplication and growth of
shoots with doses up to 20 Gy in the control. Shoots rooted ex vitro acclimatization
showed better compared those rooted in vitro. The gamma radiation induced
polymorphism in pear plants, which were identified by microsatellite loci. The cultivars

showed different responses for different doses of radiation used.

Key-words: Simple Sequence Repeat-SSR, regeneration, mutation.
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INTRODUGCAO

A péra é o principal item da pauta de importacdes de frutas frescas do Brasil.
Entretanto, ao se analisar os dados histéricos observa-se completa estagnacao em
termos de producao, area plantada e produtividade média, que estdo em 20.000 t,
2.000 ha e 10 t/ha, respectivamente (FAO, 2009). O maior obstaculo para que
sejamos auto-suficientes na producédo desta fruta é a falta de cultivares adaptados,
capazes de produzir em quantidade e qualidade suficientes (NAKASU; FAORO,
2003). Devido a baixa diversidade genética entre as cultivares de pereira atualmente
existente, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos que aumentem a
variabilidade desta cultura (CAMARGO et al., 2005).

Em geral, as espécies frutiferas sdo perenes, de longo ciclo vegetativo, de
porte relativamente grande e com alto nivel de heterozigosidade, o que dificulta e
aumenta o tempo necessario para um programa de melhoramento genético através
do método convencional de hibridizacao (CABONI et al., 2000). Assim, a selecao de
uma caracteristica particular, pode ser um processo longo, considerando o periodo
juvenil (2-5 anos) e o tempo necessario adicional para avaliacdo de uma
caracteristica importante. Em consequéncia disso, o uso da biotecnologia moderna
no estudo de mutantes de interesse agronémico, pode gerar outros produtos, como
patentes de genes, de processos e de novas alternativas de uso dos recursos
genéticos disponiveis.

A fonte de variabilidade disponivel vem de mutagcdes que ocorrem
espontaneamente ou sao artificialmente induzidas, porém a ocorréncia de mutacdes
espontdneas na natureza é relativamente baixa e de dificil identificacdo, por estas
serem na sua maioria deletérias (ALLARD, 1960). As mutagbes podem ser
profundamente intensificadas pelo emprego de agentes mutagénicos quimicos ou
fisicos, como por exemplo, raios gama (COIMBRA et al., 2004). A irradiacdo com
raios gama é a via mais utilizada para induzir mutagdo em plantas (PREDIERI;
ZIMMERMANN, 2001), pois possuem precisa dosimetria, alta e uniforme
penetrabilidade nos sistemas celulares, podendo ser realizada em varias fases de
desenvolvimento da planta. As técnicas de indugcao de mutacao, como o uso destas

radiacoes, tém se mostrado eficiente na producao de variabilidade genética e, por



isso, utilizadas em programas de melhoramento de plantas comerciais e
ornamentais (JOSEPH et al., 2004).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas
no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, oferecendo novas
alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases (MELLO-
FARIAS et al.,, 1996). A propagacao vegetativa in vitro além de aumentar a
capacidade de multiplicagdo, melhora as condicoes fitossanitarias, possibilitando a
obtencdo de material vegetativo em maior quantidade em um menor espacgo de
tempo (SOUZA et al., 2006). Além disso, a regeneracao de brotagdes a partir de
tecidos somaticos pode determinar alteracbes genéticas aumentando assim a
variabilidade das plantas obtidas em relagdao as matrizes.

Desta maneira, o emprego de agentes mutagénicos pode ser associado a
cultura de tecidos, determinando um aumento de variabilidade através do
incremento de frequéncia de mutacées (AHLOOWALIA, 1998). As células cultivadas
in vitro sdo mantidas em condicdes de ambiente e meio de cultura controlados, o
que faz com que o tratamento com o mutagénico possa ser distribuido de maneira
mais uniforme. Muitos exemplos relacionados a diferentes espécies propagadas
vegetativamente mostram que a inducdo da mutacdo pode ser alcancada por
técnicas in vitro, como em cenoura (AL-SAFADI; SIMON, 1990) ameixeira japonesa
(Prunus salicina Lindl.) (PREDIERI; GATTI, 2000), kiwi (Actinidia deliciosa A.) (SHEN
et al., 1990), banana (Musa spp.) (ROUX, 1998), crisantemo (MANDAL et al., 2000).

A combinagéo de técnicas de biologia molecular e da cultura de tecidos tem
propiciado extrema agilidade nos programas de melhoramento genético, pois
representa uma ferramenta poderosa para introduzir novas caracteristicas em uma
determinada planta (BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998), principalmente em plantas
frutiferas lenhosas onde o processo de melhoramento genético € lento devido ao
longo ciclo e heterozigosidade das linhas parentais (DE BONDT et al., 1996).

Atualmente uma gama de marcadores moleculares (RFLP, RAPD, AFLP e
SSR) tem sido identificada, através de técnicas que permitem uma ampla
caracterizacao do polimorfismo genético existente em plantas (VARSHNEY et al.,
2005). Estes marcadores de DNA tém sido utilizados para analise de divergéncia
genética (CATTANEO, 2001), identificacdo de cultivares (BAUM et al.,, 2000),
mapeamento genético (RAFALSKI, 2002; BRESSAN-SMITH, 1998) e filogenia



(GEHRIG et al.,, 1997). Todos estes estudos buscam identificar variagbes em
sequéncias gendmicas que possam estar relacionadas com um fenétipo especifico.
Assim, a analise da variacao das sequéncias é de grande importancia nos estudos
genéticos e os marcadores moleculares sado ferramentas Uteis para determinar e
analisar essas variacoes.

Dentre os diversos marcadores, os microssatélites sdo preferidos em muitos
programas de melhoramento genético de plantas, devido as suas caracteristicas de
reprodutibilidade, natureza multialélica, alto grau de polimorfismo, herangca co-
dominante, relativa abundancia e boa cobertura do genoma (PALOMBI; DAMIANO
2002).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi utilizar a radiacdo gama
associada a técnicas de cultivo in vitro, como fontes potenciais de geracdo de
variabilidade, e verificar por meio de marcadores moleculares as possiveis
alteracdes genéticas induzidas em brotac6es regeneradas de explantes de pereira,
cvs. Carrick e Ya-Li, irradiados.
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REGENERACAO E ENRAIZAMENTO DE BROTACOES DE PEREIRA

OBTIDAS A PARTIR DE EXPLANTES IRRADIADOS COM RAIOS GAMA
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Regeneracao e enraizamento de brotacoes de pereira obtidas a partir de explantes
irradiados com raios gama
Rooting and regeneration of pear shoots obtained from irradiate explants

with gamma rays

Carina Pereira da Silva' Eugenia Jacira Bolacel Braga' Valmor Jodo
Bianchi' Vera Liicia Bobrowski' Juliana Degenhardt™ Juliana de Magalhzes

Bandeira' Rodrigo Danielowski' José Antonio Peters'

RESUMO

A péra (Pyrus communis L.) € uma espécie de clima temperado que apresenta baixa
adaptabilidade dos cultivares europeus e/ou asidticos as condi¢des climdticas da regiao
Sul do Brasil. A irradiacio com raios gama (*°Co) é a via mais utilizada para induzir
mutacdo em Pomaceae, que acoplada a cultura de tecidos de plantas pode resultar na
obtencdo de variantes, que poderdo ser utilizados num programa de melhoramento da
espécie. O objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos da radiacdo gama sobre
a taxa de regeneracdo e enraizamento de brotagdes oriundas de explantes de pereira
irradiados e cultivados in vitro, cvs. Carrick e Ya-Li. Para tal finalidade, explantes
constituidos por microestacas contendo gemas axilares foram expostos a irradiacdo
gama (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 e 80 Gy) e cultivados em meio basico MS (Murashige &

Skoog) contendo 1,0 mg L' de benzilaminopurina. Verificou-se que as percentagens

“"Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, RS, Brasil.
HEmbrapa Florestas, Curitiba, PR, Brasil.
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de sobrevivéncia e regeneracdo diminuiram com o aumento das doses, ndo sendo
verificado sobreviventes acima de 40 Gy. Houve efeito estimulatério significativo para as
varidveis comprimento, nimero médio de brotacdes/explante e de folhas/brotagdo nos
explantes irradiados com doses de até 20 Gy em relag@o aos seus controles, sendo verificadas
também variagdes significativas entre as cultivares estudadas. No enraizamento in vitro das
brotagdes ndo foi verificada diferenca significativa entre as cultivares, assim como para a taxa
de aclimatizacdo das mesmas, diferentemente do ocorrido para as taxas de enraizamento e
aclimatizacdo ex vitro, onde foi verificado um comportamento distinto entre as cultivares em
relacdo as diferentes doses de irradiacdo administradas. Os resultados deste estudo indicam
que a aplicacdo de baixas doses de radiacdo gama pode estimular algumas caracteristicas de

crescimento de explantes cultivados in vitro dos cultivares de pereira Carrick e Ya-Li.

Palavras-chave: Aclimatizagado, crescimento e desenvolvimento, cultivo in vitro.

ABSTRACT

The pear (Pyrus communis L.) is a species of temperate climate that has low adaptability of
European cultivars and/or Asian climatic conditions of southern Brazil. The irradiation with
gamma rays (60Co) is the route most used to induce mutation in Pomaceae, which added to
the culture of plant tissues may result in obtaining variants that may be used in a program to
improve the species. The objective of this study was to evaluate the effects of gamma
radiation on the rate of regeneration and rooting of shoots from explants of pear irradiated and
cultured in vitro, cvs. Carrick and Ya-Li. For this purpose, consisting of microcutting explants

containing axillary buds were exposed to gamma irradiation (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 and 80
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Gy) and cultured in basic medium MS (Murashige & Skoog) containing 1.0 mg L’
benzylaminopurine. It was found that the percentages of survival and regeneration declined
with increasing doses, and is not verified survivors above 40 Gy. Shoots from two pear
cultivars, Carrick and Ya-Li, obtained through in vitro culture were exposed to gamma
irradiation (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 and 80 Gy) to investigate the effects upon the regeneration
rate and shoots growth. The increase on irradiation doses promoted the reduction on
regeneration rate and percentages of shoots survival, in addition no shoots survival was
verified in doses higher 40 Gy. For shoots length, average number of shoots/explant and
leaves/shoots variables were observed a stimulatory effect when the explants were irradiated
with dose until 20 Gy in relationship to control, significant differences also were verified
between the cultivars. None significant differences were observed between cultivars for the in
vitro rooting and shoots acclimatization, by the other hand, Carrick and Ya-Li shown different
behavior for the ex vitro rooting and shoots acclimatization when submitted to different doses
of irradiation. The results obtained in this study propose that low doses of irradiation may

stimulate some growth traits of Carrick and Ya-Li pear cultivars cultured in vitro.

Key-words: Variability, development and growth, in vitro culture.

INTRODUCAO

A pereira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae e gé€nero Pyrus,

compreendendo mais de 20 espécies, todas nativas da Europa e da Asia. Comercialmente, as
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pereiras mais importantes pertencem as espécies P. communis, P. pyrifolia, P. breschneideri e
hibridos entre P. communis e P. pyrifolia.

O género Pyrus € cultivado em muitos paises o que torna a péra uma fruta de grande
aceitacdo e importancia nos mercados internacionais. Em 2007, os principais paises
produtores foram China, que produziu aproximadamente 59,9% do total mundial, Itdlia
(4,8%), Estados Unidos (3,9%), Espanha (3,4%) e Argentina (2,7%) (FAO, 2009). A péra é a
fruta fresca importada em maior quantidade pelo Brasil, atingindo no ano de 2008 139.821
toneladas (ICEPA, 2009). Atualmente o Brasil apresenta pequena drea cultivada com esta
espécie, devido essencialmente a escassez de cultivares adaptados as condi¢des climdticas do

Pais, determinando baixa qualidade e produtividade.

Com o aumento do interesse despertado nos dltimos anos por essa cultura, torna-se
iminente a necessidade de novas opg¢des de cultivares copa adaptadas as condigdes
edafocliméticas e produtoras de frutas de boa qualidade em diferentes regides potencialmente
produtoras. Além disso, o uso de porta-enxertos adequados e de técnicas que possibilitem
obté-los de forma rdpida mantendo as caracteristicas agronOmicas desejaveis, sao

indispensaveis (NAKASU & LEITE, 1990).

A variabilidade genética constitui-se na esséncia dos processos evolutivos e do
melhoramento vegetal, uma vez que € imprescindivel a presenca desta para que a selec@o
natural e/ou artificial seja efetiva (MARTINS et al., 2005). Dessa forma, qualquer método que
amplie o reservatério genético da espécie € fundamentalmente importante para o
melhoramento da mesma (VIEIRA et al., 1995). No melhoramento genético cldssico, novos
genotipos sdao produzidos por reproducdo sexual, tanto por cruzamento ou auto-fertilizacao e,
devido ao elevado grau de variacdo genética, cada progé€nie obtida possui combinagdes

diferentes do material genético dos genitores, resultando em variagao fenotipica e segregacao
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de caracteristicas na populacdo da progénie. Além do mais, a selecio de uma caracteristica
especifica pode ser um processo demorado, particularmente em espécies perenes, devido ao

seu longo periodo juvenil.

Na natureza, a variabilidade genética nas plantas € induzida por mutacdo espontanea
e pelo cruzamento dentro da mesma espécie ou entre espécies diferentes. No entanto, a
ocorréncia destas mutacdes € de freqiiéncia relativamente baixa e de dificil identificacao
(BROCK, 1971), por serem na sua maioria deletérias (AHLOOWALIA & MALUSZYNSKI,
2001). Estas mutacgdes sdo definidas como mudancas hereditdrias na seqiiéncia do DNA que

nao sdo derivadas a partir da segregacao genética ou recombinacdo (VAN HARTEN, 1998).

Além da variabilidade genética pré-existente no germoplasma, € possivel aumenta-la
por meio de mutacdes artificiais, recombinag¢des génicas, transformacdo genética e mutacoes
somaclonais (MATSUDA et al., 2005; PALOMBI et al., 2007; QUECINI et al., 2009). Em
muitos casos, uma mutacao pontual pode corrigir ou melhorar alguns caracteres, permitindo a
selecao de constitui¢des genéticas superiores ainda nas primeiras geracdes (MARTINS et al.,
2005). O uso de radia¢des ionizantes, tem se mostrado eficiente na producdo de variabilidade
genética e, por isso, utilizada em programas de melhoramento genético de plantas comerciais

e ornamentais (JOSEPH et al., 2004).

A radiacdo gama tem sido amplamente utilizada na medicina e na biologia, sendo
seus efeitos influenciados por diversos fatores. Entre esses fatores, podem-se citar as
condi¢des de armazenamento apds a irradiagdo (BROCK & FRANKLIN, 1966), o genétipo
dos individuos (KILLION & CONSTANTIN, 1972; BAHL & GUPTA, 1982), o modo de
exposicdo do material (IQBAL & ZAHUR, 1975), a fase do ciclo celular (GUDKOV &
GRODZINSKY, 1982), a dosagem de radiacdo (SANTOS, 1993), o grau de ploidia dos

cromossomos (BROCK, 1980) e conteido de DNA por genoma hapldéide (PLEWA et al.,
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1983; VICCINI et al., 1997). Na realidade, a dose ideal para promover muta¢des sem que haja
grande perda no rendimento do organismo irradiado € tecido-especifica, variando a
radiosensibilidade com a espécie e com o cultivar, com a condi¢do fisiolégica da planta, e
com a manipulacdo do material irradiado antes e depois do tratamento (PATADE &
SUPRASANNA, 2008). Portanto, diferentes tecidos respondem de forma prépria, sendo
necessdria primeiramente a realizacdo de um teste de radiosensibilidade para determinar a

dose ideal (GAZZANEO et al., 2007).

Mais de 2500 variedades mutantes melhoradas t€ém sido liberadas para o cultivo
comercial em diferentes espécies demonstrando o valor econdmico da mutacdo para o
melhoramento das mesmas (PATADE & SUPRASANNA, 2008). Em fruteiras, a mutagénese
ja foi usada para introduzir muitas caracteristicas uteis que afetam o tamanho das plantas,
tempo de florescimento, maturagdo de frutos, coloragdo de frutos, auto-incompatibilidade,
auto-raleio e resisténcia aos agentes patogé€nicos (VISSER et al., 1971; LACEY, 1975;
DECOURTYE, 1982; BROERTIJES & VAN HARTEN, 1988; MASUDA et al., 1997; VAN
HARTEN, 1998). O ndmero de cultivares derivados de mutagdo induzida aumenta
constantemente, existindo atualmente catalogados no banco da FAO (2009) cerca de 50
cultivares de fruteiras pertencentes a mais de 20 diferentes espécies (FAO / AIEA Mutant

Varieties Database — Julho de 2009).

Embora os efeitos da radiacdo gama sejam normalmente deletérios e tendam a
reduzir os processos de crescimento e desenvolvimento vegetal, principalmente quando
utilizada em altas doses, tém sido observados efeitos estimulatérios quando empregada em
baixas doses como observado no crescimento da cultura de feijao (BAJAJ, 1970), na

estimulagdo da diferenciacdo de células de tabaco cultivadas in vitro (DEGANI &
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PICKHOLZ, 1973) e na aceleracdo da regeneracdo de plantas em cenoura (AL-SAFADI &

SIMON, 1990; AL-SAFADI et al., 2000).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, oferecendo novas alternativas aos
programas de melhoramento em suas diferentes fases (SUPRASANNA et al., 2008). Esta
tecnologia € atraente para estudos de inducdo de mutacdes pelo fato de se poder manipular,
num pequeno espaco, uma grande populacao de células hapléides e dipldides, as quais podem
dar origem a novas plantas (MALIGA, 1984). Assim, a inducdo e sele¢cdo de mutantes podem
ser mais rapida, simples, barata e eficiente para a obtencdo de gendtipos desejados
(GAZZANEDO et al., 2007). Primeiro porque oferece uma ampla escolha de material vegetal
para o tratamento mutagénico (gemas axilares, 6rgdos, tecidos e células) que sdo mais
adequados do que os in vivo e segundo, porque as estruturas que originam plantas sdo
compostas por poucas ou mesmo uma unica célula, determinando menor risco para obtencao
de plantas quiméricas e uma maior probabilidade das células induzidas expressarem a
mutacdo no fenétipo (D’AMATO, 1997). Além disso, a selecdo in vitro, permite o uso de
uma grande populacdo de células, tornando mais eficiente a busca de muta¢des dominantes
que ocorrem em frequéncias baixas quando comparadas com as recessivas (CHALEF, 1983;
PATADE & SUPRASANNA, 2008). Outra vantagem desta metodologia é que sdo mantidas

altas condi¢des fitossanitdrias durante todo o processo (PREDIERI, 2001).

Desta maneira, a cultura de tecidos, acoplada as técnicas de mutagénese, tem
possibilitado o melhoramento de espécies que se propagam vegetativamente ou por meio de
sementes (ROUT, 2006). Em algumas culturas de propagacido vegetativa, como em roseira, a
inducdo de mutacdo combinada com o cultivo in vitro tem se mostrado o tnico método

efetivo no melhoramento (JAIN, 2001). Em crisantemo, agentes mutagénicos quimicos e



20
fisicos, principalmente raios gama, tem gerado cultivares tolerantes a baixa temperatura e com

variacdo na coloracdo das flores (MANDAL et al., 2000).

Dentro da tecnologia da cultura de tecidos, a micropropagacao tem sido desenvolvida
para intimeras espécies de arvores frutiferas, como um método alternativo e rapido de
propagacdo vegetativa (BORKOWSKA, 2001; SILVA et al., 2006; ZANANDREA et al.,
2006). Uma das fases do processo de micropropagagdo envolve a regeneracdo de explantes
visando a multiplicagdo de brotacdes, a qual depende do meio de cultura utilizado e das
condi¢cdes ambientais as quais os tecidos sdo submetidos (LEITE et al., 2000; ERIG &
SCHUCH, 2005; ZANANDREA et al., 2006). Em pereira, a multiplicacdo in vitro tem sido
utilizada para diferentes cultivares, tanto asidticas como européias (DANTAS et al., 2002;

MORAES et al., 2004, PALOMBI et al., 2007), com relativo sucesso.

A rizogénese € uma etapa critica na técnica da micropropagacao condicionando o
sucesso da fase de aclimatizagdo, e, subsequentemente, a sobrevivéncia das plantas na casa de
vegetacdo/campo (DRUART et al., 1997). Segundo PASQUAL et al. (1990) o enraizamento
in vitro de cultivares-copa ndo € tao facil como nos cultivares porta-enxerto. A dificuldade de
enraizamento envolve a participacdo tanto de fatores relacionados a prépria planta, como

também ao ambiente, constituindo-se um dos mais sérios problemas (BIASI, 1996).

Considerando o exposto o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da
radiacao gama (*®Co) sobre a taxa de regeneragdo e crescimento das brotagdes de pereira, cvs.
Carrick e Ya-Li, obtidas a partir de micro estacas irradiadas visando a obtencdo de plantas
com possiveis caracteristicas agrondmicas superiores, para utilizagdo nos programas futuros

de melhoramento da espécie.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no laboratério de Cultura de tecidos de Plantas, do

Departamento de Botanica, Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas, RS.

Como material vegetal foi utilizado duas cultivares copa de pereira, Carrick (P.
communis L.) e Ya-Li (P. pyrifolia), pertencentes as colecdoes de germoplasma da Embrapa
Clima Temperado. Os explantes utilizados para a realizagdo dos experimentos, constituidos
por micro estacas contendo em média duas ou trés gemas axilares, foram obtidos de brotacdes
multiplicadas in vitro oriundas de meristemas excisados de ramos jovens de plantas
devidamente identificadas. As culturas foram subcultivadas a cada 40 dias, até a obtencdo de

material suficiente para iniciar os experimentos de irradiacao.

Para a multiplicacdo inicial, bem como para a micropropagacdo do material
irradiado, os explantes foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), adicionado de inositol (100 mg L), sacarose (30 g L'l), Benzilaminopurina (BAP)
(1,0 mg L'l) e dgar (7 g L'l) e cultivados em cimara de crescimento com densidade de fluxo
de fétons de 42 umol m™ s™, fotoperiodo de 16 horas e temperaturas de 23+1°C durante o

periodo escuro e 25+1°C durante o periodo de luz.

Inicialmente foi avaliada a taxa de sobrevivéncia dos explantes, visando determinar a
curva “dose-resposta” (LDsg). Para tal procedimento, foi utilizada uma fonte de Co com taxa
de rendimento de 1,2204 Gy/min para um campo de 30x30 cm e uma distancia foco-objeto
irradiado de 80 cm, pertencente ao Centro de Irradiacdo da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Pelotas. Para isso, os explantes foram inoculados em placas de petri

contendo 20 mL de meio MS, acrescido de 7,0 g L' de agar, sem reguladores de crescimento
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e irradiados com diferentes doses de radiacdo gama (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 e 80 Gy). Apds
irradiacdo, as micro estacas foram transferidas para meio de multiplicagdo e cultivadas nas
mesmas condicdes citadas acima. Quarenta dias apds o inicio do experimento foi determinada

a percentagem de explantes sobreviventes.

Para o experimento da determinacdo da LD50, foi utilizado o delineamento
experimental em blocos ao acaso, com fatorial 2x6, sendo dois cultivares e seis doses de
radiacdo gama. O ndmero de repeti¢des foi cinco, sendo cada repeti¢ao representada por um

frasco com oito explantes. O experimentos foi repetido duas vezes.

Apés a determinagdo da curva dose-resposta, foram selecionadas seis doses de
irradiacdo (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy), com o procedimento o mesmo descrito anteriormente,
sendo avaliado quanto a percentagem de regeneragdo, nimero médio de brotacdes por

explante e de folhas por brotacdo e, comprimento médio das brotacdes (cm).

As brotacdes desenvolvidas dos explantes irradiados e ndo irradiados foram
utilizadas para enraizamento, tanto in vitro quanto ex vitro. Para os experimentos in vitro, as
brotacdes foram inoculadas em meio MS semi-sélido basico com a concentragdo de sais
reduzida pela metade, acrescido de 20 g L de sacarose e 2 g L' de gelrite. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem e da adicdo do geleificante. Apds a esterilizacao
do meio e em capela de fluxo laminar foi adicionado &cido 3-indolilacético (AIA),
filtroesterilizado, na concentracio de 1,0 mg L. Brotacdes de aproximadamente trés
centimetros de comprimento tiveram a base excisada em bisel e transferidas para os diferentes
tratamentos. Os frascos permaneceram em camara de crescimento por 30 dias, sob as mesmas

condic¢des de incubacao anteriormente descritas.
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Para o enraizamento ex vitro, foi utilizado o dcido 3-indolilbutirico (AIB) em pd,
preparado para uma concentragdo final de 500 ppm. Antes do tratamento hormonal cada
brotagdo teve sua base cortada em bisel e colocada em contato com o pd. As mesmas foram
imediatamente transplantadas para bandejas alveoladas de polipropileno contendo uma
mistura do substrato plantmax e casca de arroz carbonizada (1:1). As bandejas permaneceram
em camara de nebulizacdo intermitente por 30 dias, quando foi avaliada a percentagem de
enraizamento das brotacdes. Apds a avaliacdo, as brotagdes enraizadas foram transferidas para
tubetes contendo o mesmo substrato citado anteriormente e aclimatizadas, por 60 dias, em
casa de vegetacdo. Ao final deste periodo foi avaliada a percentagem de plantas

sobreviventes.

Para os experimentos de multiplicagio do material irradiado, foi utilizado o
delineamento experimental em blocos ao acaso, com fatorial 2x6, sendo dois cultivares e seis
doses de radiacdo gama. O nimero de repeticdes foi cinco, sendo cada repeticao representada
por um frasco com oito explantes. Os experimentos foram repetidos duas vezes. O
delineamento experimental dos experimentos de enraizamento in vitro foi em blocos ao acaso,
com fatorial 2x6x3, sendo dois cultivares, seis doses de irradiacdo e trés concentragdes de
AIA. Para o enraizamento ex vitro foi empregado um delineamento inteiramente casualizado,
com fatorial 2x6x1, sendo dois cultivares, seis doses de irradiacdo e uma concentragido de

AIB.

Os dados foram analisados com auxilio do software estatistico SAS, para as andlises

de variancia e de regressdo polinomial.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Regeneracao in vitro

Visando verificar a radiossensibilidade das micro estacas de pereira e determinar a
dose que induziria 50% de morte das mesmas (LD50), os explantes foram inicialmente
irradiados com oito doses de radiacdo gama. Verificou-se que ocorreram 50,0 e 42,5% de
explantes sobreviventes, para Carrick e Ya-Li, respectivamente, quando os mesmos foram
irradiados com 40 Gy (Figura 1). A partir de 40 Gy, o efeito da radia¢do foi mais pronunciado
observando-se a morte de todos os explantes irradiados com 60 e 80 Gy. A dose de 40 Gy esta
um pouco acima dos valores de LD50 obtidos para outras espécies, como videira (30 Gy)
(LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995) e cana-de-acticar (20 Gy) (RASHEED et al., 2001;

PATADE & SUPRASANNA, 2008; SUPRASANNA et al. 2008).
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Figura 1- Percentagem de sobrevivéncia de explantes de pereira, cvs. Carrick
e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radiagdo gama. UFPel, Pelotas/RS,

2009.

Ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho, onde ndo foram verificados
sobreviventes acima de 40 Gy, HUNG & JOHNSON (2008), obtiveram taxas de
sobrevivéncia de 24% em 80 Gy com Wasabia japonica, relatando haver efeito positivo na
taxa de sobrevivéncia desta espécie com o aumento das doses de radiacdo. Segundo
D’AMATO (1992) a radiosensibilidade varia com a espécie e o cultivar, com a condi¢do
fisioldgica da planta e dos 6rgdos e com a manipulagdo do material irradiado antes e depois
do tratamento com o mutagénico. No entanto, no presente trabalho as cultivares em estudo
apresentaram radiosensibilidade similares e alta mortalidade em doses de 60 e 80 Gy, de
forma semelhante ao obtido por PREDIERI et al., (1986) com outros cultivares de pereira,

como Doyenne Du Comice.

Como o objetivo do trabalho era de induzir pequenas alteracdes genéticas nas células
dos explantes e regenerar brotacdes a partir destas, foram escolhidas doses iguais e inferiores

a 40 Gy, para os demais experimentos, ou seja, 0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy.

Para a varidvel percentagem de explantes regenerantes houve interacdo significativa
entre os fatores dose e cultivares analisados. A cv. Carrick apresentou maiores médias em
relacdo a Ya-Li em todas as doses, ndo sendo observadas estimulacdes nas respostas mesmo
nas doses mais baixas (Figura 2). De acordo com o resultado encontrado neste trabalho,
HUNG & JOHNSON (2008) também observaram uma diminui¢do na frequéncia de explantes

regenerados de W. japonica com aumento das doses de radiacao.
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Para a cv. Ya-Li observou-se um comportamento linear decrescente com reducdo
significativa de 57,5% na taxa de regeneracao quando os explantes foram irradiados com 40
Gy, em relacdo ao controle. Por outro lado, a cv. Carrick mostrou-se mais resistente a
radiacdo, com redugdes nesta varidvel de apenas 15,0% e 55,0% nas doses de 30 e 40 Gy,
respectivamente. Estes valores sdo altos, quando comparados com os obtidos em cana de
acicar com apenas 3% de regeneracdo quando os explantes foram expostos a 40 Gy
(RASHEED et al., 2001). Em banana, KULKARNI et al. (1997) observaram que doses de 50

Gy raramente induziam multiplica¢do de brotos.
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Figura 2. Percentagem de explantes regenerantes de pereira, cvs. Carrick e Ya-

Li, submetidos a diferentes doses de radiacao gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009.

Com relacdo ao nimero médio de brotacdes por explante foi observada interagcdo
significativa para os fatores dose e cultivar (Figura 3). Melhores respostas para esta varidvel
foram alcancadas na dose de 10 Gy para ambas cvs. com médias de 5,10 e 4,39 para Carrick e
Ya-Li respectivamente, representando, um aumento de 21,1 e 115,2% em relagdo aos

respectivos controles. Apesar de haver diferenca significativa entre as doses, ndo foi
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observado um efeito negativo significativo da dose mais elevada (40 Gy =1,85) em relagdo ao
controle (2,04), para o gendtipo Ya-Li. O cv. Carrick apresentou maiores médias em relagao

ao Ya-Li e reducao significativa na dose de 40 Gy (1,86) em relacao ao controle (4,21).

6 yc=4,26+0,097x-0,003x2
R?=0,98

yy= 2,52+0,166x-0,004x2
R?=0,65

* Carrick

N° Médio de Brotagdes
(¥ ]

1 A M Yali

0 T T T 1
0] 10 20 30 40

Doses de radiagao gama {Gy)

Figura 3. Nimero médio de brotacdes por explante de pereira, cvs. Carrick
e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radicao gama. UFPel, Pelotas/RS,

20009.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por AI-SAFADI et al, (2000)
que também observaram que a irradiacdo de explantes com baixas doses conduziu a um
aumento significativo (38%) no nimero de microtubérculos de batata em relacdao ao controle
ndo irradiado, porém demonstraram que o efeito da radiacdo sobre o gendtipo nao foi
significativo. Diferentemente, WENDT et al. (1999) ao analisarem internés de batatas
irradiadas observaram maiores médias de brotacdes por explante regenerante nos tratamentos

controle ndo irradiados.
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O numero médio de folhas por brotacdo mostrou diferencas significativas para a
interacao dos fatores dose e cultivar. A cv. Ya-Li apresentou as médias mais altas em relagdo
a Carrick, reduzindo o seu nimero de folhas em relagcdo ao controle com o aumento das doses,
porém foi observado um pico na dose de 10 Gy (12,83) diferindo-o significativamente das

demais doses, inclusive do controle (9,21) (Figura 4).
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Figura 4. Nimero médio de folhas em brotacdes de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li,
originadas de explantes submetidos a diferentes doses de radiacdo gama (Gy).

UFPel, Pelotas/RS, 2009.

Na cv. Carrick foi observado um aumento em relagdo ao controle (6,3) em todas as
doses, exceto na dose de 40 Gy (5,4), porém, este aumento nao foi superior as médias obtidas
pela cv. Ya-Li em nenhuma dose utilizada. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam
comportamentos nao lineares em relacio ao ndmero médio de folhas, em contraste,
ARUNYANART & SOONTRONYATARA (2002) verificaram um decréscimo linear
estatisticamente significativo em plantas de 16tus com o aumento das doses de radiagdo, assim

como em crisantemo (MISRA et al., 2003) e petinia (QUECINI et al., 2008).
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O comprimento médio das brotagdes variou significativamente para os cultivares e

doses estudadas. A cv. Carrick apresentou menor média no tratamento controle (1,72 cm) em
relacdo a Ya-Li (2,00 cm), porém respondeu positivamente quanto ao aumento de tamanho
das mesmas até a dose de 20 Gy (1,95 cm). J4 a cv. Ya-Li apresentou um decréscimo linear
com o aumento das doses de radiacdo, reduzindo o comprimento das brotacdes em 45,0% na
dose de 40 Gy (0,9 cm) em relagdo ao tratamento controle (Figura 5). Esta redugdo no
comprimento das brotacdes foi também observada em W. japonica (HUNG & JOHNSON,
2008) e em petinia (QUECINI et al., 2008) quando da irradiacdo de seus explantes com raios
gama. Em petinia, também ocorreu uma reducdo de aproximadamente 50% nos

comprimentos das brotacdes quando os explantes foram submetidos a 40 Gy de radiagao.
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Figura 5. Comprimento médio das brotacdes regeneradas a partir de explantes
de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li submetidos a diferentes doses de radiacao

gama (Gy). UFPel, Pelotas/RS, 2009.

Por outro lado, para a cv. Carrick ocorreu uma redu¢do menos acentuada no
comprimento das brotacdes, ou seja, 28,0% em relacdo do tratamento controle, quando os

explantes foram submetidos a 40 Gy, semelhantemente ao obtido em sementes de feijoeiro
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(Phaseolus vulgaris L.) que apresentou reducdo de 33% com o aumento das doses (NETO et

al., 1994).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram um comportamento ndo linear para a
maioria das varidveis estudadas, semelhantemente aos encontrados em pettiinia (QUECINI et
al., 2008). Estes autores verificaram oscilagdes nas respostas quanto as taxas de sobrevivéncia
e altura das plantas, que foram menores em doses intermediarias (40-60 Gy) e maiores em

doses mais altas (80-100 Gy).

As varidveis nimero médio de brotagdes por explante, nimero médio de folhas e
comprimento das brotacdes, exceto para o comprimento das brotagdes na cv. Ya-Li,
apresentaram um incremento em relacdo aos controles nas doses de 10 e 20 Gy. Estes dados
confirmam resultados obtidos por outros autores sobre os efeitos estimulantes de baixas doses
de radiacdo em vdrios parametros morfologicos e fisiolégicos do crescimento, como
mudancas fisioldgicas e bioquimicas (BEREZINA & KAUSHANSKII, 1989) resultando em
crescimento vegetativo mais rapido e florescimento precoce (AL-OUDAT, 1990; CHARBAIJI
& NABULSI, 1999); modificacio da morfologia das flores, época de florescimento e
tolerdncia a estresse bidtico e abidtico em ornamentais (DAS et al., 2000; MISRA et al.,
2003). Também tem sido observado aumento da massa seca de calos cultivados in vitro
(SPIEGEL-ROY & KOGHBA, 1973; AL-SAFADI & SIMON, 1996). Por outro lado, altas
doses de radiacdo gama produzem efeitos deletérios, tais como diminuicao do crescimento e
danos genéticos (WATANABE et al., 2000). A radiacdo gama interfere nos processos de
divisdo celular, culminando em crescimento alterado e variabilidade morfolégica (AMJAD &
AMIUN, 2007). As doses elevadas podem gerar alta freqiiéncia de mutacdes, mas baixas
taxas de regeneracdo de culturas in vitro. O nivel critico da radiacdo gama nos quais mutacoes

sdo induzidas devem estar dentro da tolerancia para a regeneracao de brotos (LU et al., 2007).
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Como salientado anteriormente, a radiosensibilidade varia de espécie para espécie e

mesmo entre gendtipos de mesmas espécies (KUMAR & CHAUDHARY, 1996). Isto pode
ser observado pelas diferencas significativas que houve entre as cvs. Carrick e Ya-Li para as
varidveis nimero médio de brotagdes por explante, nimero médio de folhas e comprimento
das brotacdes em relacdo as doses de radiagdo gama. Tais diferencas também foram relatadas
entre diferentes cultivares em diversas culturas, como cevada (ARABI et al., 2005), arroz
(RODRIGUES & ANDO, 2003; FU et al., 2008), aveia (RODRIGUES et al., 2005), abacate

(WITJAKSONO & LITZ, 2004) e pereira (PREDIERI & ZIMMERMAN, 2001).

Dentre os resultados deste trabalho, também foram observadas mudangas fenotipicas
nas folhas (mais finas) e nos caules (mais espessos), dos explantes irradiados com doses mais
altas (Figura 6). O mesmo foi constatado por HUNG & JOHNSON (2008), os quais
observaram deformidade em folhas nas doses de 40 Gy, mas ndo nas doses mais baixas.
Mudangas fenotipicas na morfologia das folhas, assim como deficiéncia de clorofila foram
observadas em plantas de arroz (CHEN et al., 2001), aveia (COIMBRA et al., 2004), frutos de
péra (PEDRIERI, 2001) e estdomatos em 16tus (ARUNYANART & SOONTRONYATARA,

2002).

Figura 6- Brotacdes de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, desenvolvidas a partir de
explantes irradiados com raios gama, a) Ya-Li - 20 Gy, b) Carrick - 20 Gy, c) Carrick

-30 Gy, d) Ya-Li - 30 Gy. UFPel, Pelotas/RS, 2009 (escala da barra 1,5 cm).



Enraizamento in vitro

Nao houve diferenca significativa entre os cultivares utilizadas, independente das
doses de radiacdo empregadas. No entanto, pode-se observar que ocorreu um aumento na taxa
de brotagdes enraizadas quando as mesmas eram provenientes de explantes irradiados entre 5
a 30 Gy em relagdo ao controle, com um maximo de 98% de enraizamento quando
submetidas a 30 Gy (Figura 7). Por outro lado, houve um decréscimo acentuado na taxa de
enraizamento nas brotacdes oriundas de explantes irradiados com 40 Gy (38%), percentagem
inferior a obtida no tratamento controle (48%). Este decréscimo foi também observado no
comprimento das raizes formadas nesta mesma dose somente para a cv. Carrick (dados ndo

mostrados). Por outro lado, o nimero médio de raizes por brotacdo enraizada ndo foi afetado

negativamente pela radia¢do (dados ndo mostrados).
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Figura 7- Percentagem de brotacdes de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, enraizadas

in vitro a partir de expantes submetidos a diferentes doses de radiacdo gama.

UFPel, Pelotas/RS, 2009.
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Para a aclimatizacdo das brotacdes enraizadas in vitro ndo se verificou diferenca
estatistica significativa entre os dois cultivares em relacdo as doses de radiacdo empregadas.
Foi observado um aumento na taxa de aclimatizacdo em todas as plantas oriundas de

explantes irradiados em relag@o ao controle (23%), atingindo um méximo de 80% na dose de

30 Gy (Figura 8).
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Figura 8- Percentagem de plantas aclimatizadas de pereira, cvs Carrick e Ya-Li,
oriundas do cultivo in vitro apds serem submetidas a diferentes doses de

radiagdo gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009.

Verificou-se que ocorreu acréscimo na percentagem de aclimatizagdo em todas as
doses analisadas em relacdo ao controle (26,8%), atingindo um mdaximo de efici€ncia nas

plantas oriundas de explantes irradiados com 30 Gy (%).

Os resultados deste trabalho demonstram que as plantas provenientes de brotacdes,
cujos explantes foram irradiados, apresentaram melhor desempenho do que aquelas oriundas
dos tratamentos controle, diferentemente, do encontrado para outras espécies como em Vitis

spp. (ROSATI et al., 1990; LIMA DA SILVA & DAZOAN, 1995), moranguinho (JAIN,
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1997), ameixeira japonesa (PREDIERI & GATTI, 2000) e também em pereira (PREDIERI et

al., 1986).
Enraizamento ex vitro

No enraizamento ex vitro foi observado um comportamento similar ao tratamento in
vitro, ocorrendo um aumento na percentagem de enraizamento nas doses mais baixas de
radiacdo, até 10 Gy (33,3%) para a cv. Ya-Li e 30 Gy (31,6%) para a cv. Carrick. (Figura 9).
A dose de 40 Gy determinou uma diminuicdo do enraizamento em relagdo ao controle, em
ambas as cvs., com maior efeito no cv. Ya-Li, para o qual ndo foram obtidas brotacdes
enraizadas. Resposta similar foi observada para o ndimero médio de raizes por brotacdo

enraizada nesta mesma dose de radiag¢do, ndo afetando, entretanto, o comprimento das raizes

(dados nao mostrados).
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Figura 9- Percentagem de brotagdes enraizadas ex vitro obtidas de explantes de
pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radiacdo gama,

UFPel, Pelotas/RS, 2009.

A grande maioria das plantas enraizadas ex vitro do cv. Ya-Li foram aclimatizadas

com sucesso, alcancando valores da ordem de 81,9 a 100% nos materiais oriundos dos
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tratamentos controle, 5, 10, 20 e 30 Gy (Figura 10). Diferentemente da cv. Carrick que
apresentou um comportamento negativo na taxa de aclimatizacdo em todas as plantas
oriundas de explantes irradiados, atingindo um minimo na dose de 40 Gy (25%), contrariando
os resultados obtidos por HUNG & JOHNSON (2008) com W. japonica, os quais observaram
maiores taxas de aclimatiza¢do nas doses mais elevadas de radiacdo. Os resultados obtidos
neste trabalho mostraram diferentes respostas das cvs. estudadas, de maneira andloga ao
relatado por RODRIGUES & ANDO (2003) em cvs. de arroz tipo Japonica e Indica, que

observaram maior sensibilidade a radiagao das cultivares do grupo Japonica.
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Figura 10- Percentagem de plantas aclimatizadas de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li,
oriundas de brotagdes enraizadas ex vitro submetidas a diferentes doses de radiacao

gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009.

As raizes derivadas do enraizamento ex vitro foram menores do que aquelas
formadas no enraizamento in vitro (Figura 11E e F). Também foi observada a presenca de

calos nas plantas provenientes do cultivo in vitro (Figura 11 D).



Figura 11- Plantas de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, oriundas do cultivo in vitro
(A, B, C e D) (escala da barra 1,5 cm) e ex vitro (E e F) (escala da barra 1,0
cm). A) Carrick 0 Gy, B) Ya-Li 0 Gy, C) Carrick 40 Gy, D) Ya-Li 40 Gy, E)

Carrick 0 Gy e F) Ya-Li 0 Gy. UFPel, Pelotas/RS, 2009 .
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As plantas enraizadas ex vitro apresentaram maior taxa de aclimatizacdo do que as
enraizadas in vitro. Isto pode ser ocasionado, conforme salientado por TIBOLA &
FACHINELLO (2004) porque as plantas oriundas de meios com dgar ndo apresentam
caracteristicas adequadas as funcdes de absorcao, determinando dentre outros fatores a morte

das mudas quando transferidas para o solo.

CONCLUSAO

Nas condi¢des em que foi desenvolvido o trabalho pode-se concluir que:

Irradiagdo de até 20 Gy de raios gama tendem a estimular a multiplicacdo e o

crescimento das brotacdes em relagdo ao material ndo irradiado;

As cultivares estudadas apresentam respostas diferentes em relacdo as doses de

radiagdo administradas;

Brotagdes enraizadas ex vitro apresentam maior capacidade de aclimatizacdo das

plantas em relacdo ao enraizamento in vitro.
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RESUMO

A péra ¢ a fruta fresca importada em maior quantidade pelo Brasil, tendo sua expansao
dificultada pela inexisténcia de cultivares adaptadas as diferentes regides
potencialmente produtoras. A indu¢do de mutacao € considerada um método alternativo
para aumentar a variabilidade genética, sendo o uso de radiacdes ionizantes um método
eficaz. Técnicas moleculares, como a utilizacdo de marcadores microssatélites (SSR),
tem se apresentado como um avango cientifico bastante util e promissor, sendo
utilizados na identificacdo de mutantes com potencial para o uso no melhoramento
genético de cultivares ja existentes e também na obtencdo de novos gendtipos. Este
trabalho teve como objetivo verificar a possivel variabilidade genética induzida por
diferentes doses de radiacdo gama (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy) em clones de pereira
(cultivares Carrick e Ya-Li) regenerados in vitro, por meio da andlise de locos
microssatélites. Para tal finalidade foram utilizados oito locos microssatélites de pereira

nos tratamentos controles, sendo observado 100% de monoforfismo. Para os clones
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irradiados foram utilizados trés locos SSR para a cultivar Carrick e quatro para a Ya-Li,
os quais geraram de um a dois e um a trés alelos, respectivamente. O polimorfismo foi
caracterizado como auséncia de fragmentos no perfil eletroforético e, todos os clones
irradiados que mostraram a presenca de fragmentos apresentaram alelos com mesmo tamanho
de pb. Maior percentagem de polimorfismo foi identificada na dose de 40 Gy em ambas
cultivares, porém a cv. Carrick apresentou maior variabilidade em relacdo as doses de
radiagdo gama utilizadas. A utilizacdo de marcadores SSRs mostrou-se eficaz na identificacao

de variantes genéticos gerados a partir de explantes expostos a radiacdo gama.

Palavras-chave: Polimorfismo, marcadores moleculares, regeneracao.

ABSTRACT

The pear is the fresh fruit imported in greater quantities by Brazil, with its expansion
hampered by the lack of cultivars adapted to different regions potentially producing. The
induction of mutation is considered an alternative method to increase genetic variability and
the use of ionizing radiation an effective method. Molecular techniques, such as the use of
microsatellite markers (SSR), has been presented as a scientific advance useful and
promising, and is used in the identification of mutants with potential for use in genetic
improvement of existing cultivars and also to obtain new genotypes. This study aimed to
verify the possible genetic variability in the microsatellite loci induced by different doses of
gamma radiation (0.5, 10, 20, 30 and 40 Gy) in clonal pear shoots (Carrick and Ya-Li
cultivars) regenerated in vitro. It was evaluated eight microsatellite loci derived from pear,
and the results was compared with the electrophoretic profiles of no irradiating plants 100%

monomorphic for this loci. Three and four loci were used to analyzing the irradiated clonal
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shoots of Carrick and Ya-Li cultivars, respectively, which electrophoretic profile reveal one to
two alleles and one to three alleles, respectively. In the irradiated clones the polymorphism
was characterized as the presence and absence of alleles in the electrophoretic profile, and all
irradiated clones that had been alleles amplified shown to have them with the same size (pb)
in relationship to control. For both cultivars, the highest percentage of polymorphism was
identified in clones submitted to 40 Gy, but the Carrick cultivar showed higher variability for
all doses of radiation, exception for 10 Gy. The SSRs markers were effective in identifying

genetic variants generated from pear explants exposed to with gamma radiation.

Keywords: Polymorphism, molecular markers, regeneration.

INTRODUCAO

A pereira € cultivada em muitos paises o que torna a péra uma fruta de grande
aceitacdo e importincia nos mercados internacionais (FIORAVANCO, 2007). No Brasil,
apesar do grande mercado interno para seus frutos, a produgdo € insuficiente para atender o
consumo, sendo que dentre as fruteiras de clima temperado € a que possui menor expressao
em termos de drea cultivada, produgdo e valor da produ¢do, com apenas 1.800 ha e 10,11 t ha’
!, sendo a produtividade bastante inferior as obtidas pelos vizinhos produtores, Argentina e
Chile, que em 2007 atingiram 28,88 e 26,50 t ha'l, respectivamente (FAO, 2009).

A falta de adaptacdo da maioria das cultivares de pereira de elevada qualidade as
condi¢des climdticas do Sul do Brasil, caracterizadas por excesso de umidade e pouca

quantidade de horas de frio no outono e no inverno, estdo entre os principais problemas desta
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espécie. Além desses fatores ha indefinicdo e pouco conhecimento em relacao aos cultivares
produzidos nas diferentes regides potencialmente produtoras (SIMONETTO &
GRELLMANN, 1999), a suscetibilidade as doencas (NAKASU & LEITE, 1992), a
deficiéncia de tecnologias de manejo (BECKER, 2004; TREVISAN et al., 2005) e a falta de
mudas/porta-enxertos em quantidades e livres de virus (FAORO, 2001) dificultam o
desenvolvimento da cultura.

Assim, devido aos diversos fatores apontados como limitantes a cultura e com base
na grande demanda de consumo interno de péra, faz-se necessdrio o desenvolvimento de
tecnologias que ampliem a qualidade e producdo da cultura. A variabilidade genética
constitui-se na esséncia dos processos evolutivos e do melhoramento vegetal, tornando-se
imprescindivel para a selecio natural e/ou artificial (JENNINGS et al., 1981).

A inducdo de mutagdes tem um papel importante na geracdo de variacdes genéticas
aumentando assim a possibilidade de criar novas cultivares com caracteristicas desejaveis
(VAN HARTEN 1998; AHLOOWALIA et al. 2004; SHU & LAGODA 2007). Recentes
avanc¢os na genOmica tém estimulado grande interesse nas indugdes de mutacio para estudos
genéticos funcionais em plantas (WAUGH et al. 2006). Dentre os tipos de radiacao
potencialmente disponiveis para mutagénese estdo a radiacao ultravioleta (UV) e as radiacdes
ionizantes (raios-X, raios gama, particulas alfa e beta, prétons e néutrons), as quais penetram
dentro dos tecidos e podem induzir um grande nimero de diferentes tipos de mudancas
quimicas (AHNSTROM, 1977).

As mutacdes baseadas nas radiacdes ionizantes e, principalmente, as induzidas pela
radiacdo gama sao amplamente usadas para melhorar a germinacdo de sementes, aumentarem
a qualidade de producdo e induzir variabilidade genética em diferentes culturas (ANJUM et
al.,, 1990; RIPA & AUDRINA, 1993; MUNISHAMANNA et al., 1998; SELIM & EL-

BANNA, 2001; VICCINI & CARVALHO, 2001). Em frutiferas, a radiacio gama tem sido
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usada para introduzir caracteristicas uteis que afetam o tamanho das plantas, tempo de
florescimento, amadurecimento dos frutos, autoincompatibilidade reprodutiva e resisténcia a
patégenos (PREDIERI & ZIMMERMANN, 2001).

A combinacdo de técnicas de cultivo in vifro e a mutagénese induzida por radiacdo
tem sido recomendada para melhorar cultivares de plantas propagadas vegetativamente ou por
sementes (MALUSZYNSKI et al., 2000), em espécies com baixa variabilidade genética
natural. Em plantas ornamentais foram selecionados mutantes com algumas caracteristicas
agrondmicas importantes como cor € morfologia da flor, tempo de florescimento (MISRA et
al., 2003) e resisténcia a estresse bidtico e abidtico (DAS et al., 2000). Tratamentos com raios
gama na cultura de tecidos foram eficientes para reduzir o vigor de variantes em pereira
(PREDIERI et al., 1997; PREDIERI, 1998a), alguns desses combinando habito compacto e
alta produtividade, que posteriormente foram langados como novas cultivares (PREDIERI,
1998b).

A variabilidade genética induzida in vitro e por tratamentos mutagénicos ou por
ambos pode ser detectada por diversas técnicas moleculares que fornecem diferentes
abordagens para identificar variabilidade entre individuos, como proteinas (izoenzimas e
outros marcadores protéicos) e marcadores de DNA que incluem RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplification Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeat) (KARP,
2000). No género Pyrus muitos estudos foram conduzidos para caracterizar diferentes
gendtipos e estabelecer relagdes genéticas entre espécies e cultivares, utilizando marcadores
baseados em RFLP (KATAYAMA & UEMATSU, 2003), AFLP (DOLATOWSKI et al.,
2004), RAPD (OLIVEIRA et al., 1999; TENG et al., 2001) e SSR (YAMAMOTO et al.,
2001, 2002a,b; KIMURA et al., 2002; GHOSH et al., 2006; VOLK et al., 2006). Dentre as

diversas técnicas moleculares, os microssatélites (SSRs) se destacam por possuirem expressao
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co-dominante e multialélica, além de possuirem o mais elevado conteido de informacgdao de
polimorfismo dentre os marcadores moleculares (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Esses marcadores sdo eficientes para caracterizar e discriminar populacdes muito
relacionadas, permitindo determinar as relagdes genéticas entre elas (RAHMAN & RAJORA,

2001; PALOMBI & DAMIANO, 2002; RAIMONDI et al., 2005).

Considerando que atualmente o melhoramento de plantas é baseado na variabilidade
genética, selecdo, avaliacdo e multiplicagdo de gendtipos desejaveis (AHLOOWALIA et al.,
2004), os melhoristas podem utilizar as técnicas de mutacao em combinacdo com a cultura de
tecidos e métodos moleculares para aumentar a eficiéncia de selecdo. Desta maneira, objetivo
do presente estudo foi verificar a possivel variabilidade genética induzida por diferentes doses
de radiacdo gama em clones de pereira regenerados in vitro, por meio da andlise de locos

SSR.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas brotag¢des clonais de pereiras dos cultivares Carrick (P. communis)
e Ya-Li (P. bretschneideri), regenerados a partir de entrends oriundos do cultivo in vitro, os
quais foram irradiados com diferentes doses de radiacdao gama (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy),
obtida de uma fonte de ®®CO com taxa de rendimento de 1,2204 Gy/min para um campo de
30x30 cm e uma distancia foco-objeto irradiado de 80 cm, pertencente ao Centro de
Irradiacdo da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas. O DNA gendmico
foi extraido a partir de folhas jovens conforme protocolo descrito por DOYLE & DOYLE,
1987. O nimero de clones avaliados para cada dose de radiacao foi varidvel, de 3 a 18, em

funcdo dos percentuais de sobrevivéncia e aclimatizagdo das mesmas.
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Inicialmente foram selecionados oito pares de primers para andlise de locos SSRs de

pereira, desenvolvidos por YAMAMOTO et al. (2001; 2002a) (Tabela 1). As reagdes de
amplificacdo foram realizadas com um volume total de 20 pl, contendo 10 mM Tris—-HCI (pH
8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.01% gelatina, 0.25 mM de cada dNTPs, 10 pmol de cada
primer, 10 ng de DNA gendmico, e 0.5 unidades de Taq polimerase (Invitrogen). Para a
amplificacdo foram utilizados 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55-62 °C por 1 min e 72 °C por 2
min, para desnaturacdo, anelamento e extensdo, respectivamente, e mais um ciclo final de
extensdo a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 3% e corado com brometo de etidio. A visualiza¢io dos géis foi realizada em

um transiluminador com luz ultravioleta.

Tabela 1- Primers utilizados para a andlise SSR derivados de pereira (YAMAMOTO et al.

(2001; 20024a).
LocosSSR Sequéncia do Primer Forward (5°-3’) Sequéncia do Primer Reverse (5°-3°)

NB 105a aaa caa ccg act gag caa cat ¢ aaa atc tta gcc caa aat ctc ¢
NH 23a gat gct aga agg aag gaa tga tgg ctt ttc aac ccc ttc acc tte tc
NH 27a taa tgt gtt ggg gag aga gag gct ctt gtt cct tcg tee taa
NH 005b tga gaa gaa tta gcc atg atg a tta cta ctt gcg tge gtt cc
NH 21a atc tca att ttc tcg gta acc a ctg ata tct ctc tgc act ccc t
NH 26a cgt aat act cgt agt gca tga tg gct tet gga cta tca cta ttt ctt ¢
NB 109 atg ctc tat aaa acc cac cta cc aga ggg acc att gtg tta ttg tat
KA4b aaa ggt ctc tet cac tgt ct cct cag ccc aac tca aag cc

Os dados foram avaliados registrando-se a presenca ou auséncia de alelos nos géis
para cada loco de microssatélite avaliado. Foram considerados polimorfismos os locos que
apresentaram amplificacdo de alelos em todos os clones do tratamento controle (sem
radiacdo) e apresentou simultaneamente presenca e auséncia dos alelos nos clones das
cultivares que receberam os tratamentos de radia¢ao (Tabela 1). Todas as anélises moleculares

foram conduzidas em duplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que dos oito locos SSR selecionados sete amplificaram fragmentos de
DNA em todos os clones micropropagados cujos entrends nao foram submetidos a radiagdo
(controle), em ambas as cultivares. Somente para o loco KA4 niao houve amplificacdo de
alelos.

Na analise de locos SSR dos clones controle, de ambas cultivares avaliadas, obteve-
se 100% de bandas monomorficas (Tabela 2), demonstrando que a técnica de
micropropagacao utilizada nao afetou a base genética das plantas dessas cultivares, nos locos
avaliados. Estes resultados diferem dos obtidos por WENDT et al. (1999) com plantas de
batata, que verificaram polimorfismo também no material proveniente do tratamento controle.
Convém salientar que os oito locos utilizados no presente trabalho foram selecionados com
base nos resultados obtidos por YAMAMOTO et al. (2002b), os quais relataram a geragao de

polimorfismo em cultivares de pereiras européias e japonesas.

Tabela 2- Numero de clones testados, presenga de banda e percentagem de polimorfismo de
plantas de pereira regeneradas in vitro de entren6s nao submetidos a radiacdo gama,

cultivares Carrick e Ya-Li.

PRIMERS
CULTIVARES N°clones e Polimorfismo (%) NB105 NH27 NH23 NHO005 NH26 NB109 NH21

Clones testados 18 6 18 6 6 8
CARRICK  16nes com bandas 18 6 18 6 6 6 8
e Polimorfismo o .0 o .0 . (USRI 0 . 0 .
Clones testados 14 10 8 16 8 11 8
YA-LI
Clones com bandas 14 10 8 16 8 11 8
Polimorfismo 0 0 0 0 0 0 0

Os sete primers que amplificaram alelos nos clones “controle”, foram utilizados para
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testar a possivel existéncia de variabilidade entre os clones regenerados de internds
submetidos a radiacdo, sendo trés para a cv. Carrick e quatro para a Ya-Li. De maneira geral,
o numero de alelos variou de um a trés, com tamanhos de alelos variando de 145 a 350 pb
dependendo do loco e da cultivar utilizada. Nao houve variacdes em relacdo ao tamanho
dessas bandas dentro dos tratamentos e nem em relacdo aos controles dentro de um mesmo
cultivar e para um mesmo loco SSR (Tabela 3). NOVELLI et al (2006) encontraram
resultados similares quanto ao tamanho e nimero de alelos gerados por locos SSR, os quais
variaram de um a quatro com 50 a 380 pb, em estudo com caracterizacdo de laranja doce

(Citrus sinensis).

Tabela 3- Locos SSR estudados e respectivos alelos detectados em plantas de pereira,
cvs. Carrick e Ya-Li, regeneradas in vitro a partir de entrends e submetidos a diferentes

doses de radiacdo gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009.

Locos SSR Alelos SSR (pb)
Carrick Ya-Li
NB105 165/180 145/180
NH 23 145/165 145/170/180
NH 27 165 165
NHO005 - 350

(-) primer nao testado

Estudando a diversidade genética em 63 cultivares pereiras européias, WUNSCH &
HORMAZA (2007) encontraram 46 fragmentos amplificados com uma média de 6,6 alelos
por loco SSR utilizando sete locos SSRs com variacdes de 90 a 257 pb. BRINI et al. (2008)
estudando a diversidade genética de pereiras cultivadas na Tunisia identificaram variabilidade
usando sete locos SSR, onde foi gerado um total de 36 fragmentos com um ndmero de alelos
detectado por locos variando de quatro a dez. Estes estudos confirmam a utilidade dos
marcadores SSR para estudar a diversidade genética de pereira assim como ja foi demonstrada

em estudos anteriores (YAMAMOTO et al., 2001, GHOSH, 2006 e VOLK, 2006).
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O ndmero de clones avaliados em cada dose neste experimento foi varidvel, de 3 a

18, devido a sobrevivéncia e aclimatizacdo dos mesmos ter sido diferente em funcio da dose
de radiacdo a que foram submetidos. Um total de 78 clones da cv. Carrick e 95 da cv. Ya-Li
foram analisadas das quais 44,23 e 34,67% mostraram polimorfismo, respectivamente. Foi
observada maior porcentagem de polimorfismo na dose mais alta de radiacdo (40 Gy) para
ambas cultivares. Para a cv. Carrick foi registrado 100% de polimorfismo em todos os SSR
testados, porém seu nimero amostral foi de apenas trés clones (Tabela 4). Na cv. Ya-Li esta
mesma porcentagem foi obtida em apenas um (NH 27) dos quatro SSR testados, porém o seu

nuimero amostral foi maior, com nove clones (Tabela 5).

Tabela 4- Numero de clones testados, presenca de alelos e porcentagem de polimorfismo em
plantas de pereira, cv. Carrick, regeneradas in vitro a partir de gemas adventicias irradiadas

com diferentes doses de raios gama (Gy).

PRIMERS
DOSES CARRICK NB105 NH27 NH 23
NP° clones Testados 13 9 14
5 Gy N° clones com bandas 4 5 2
Polimorfismo (%) 69,23 444 85,71
N° clones Testados 10 10 10
10 Gy N° clones com bandas 7 7 5
Polimorfismo (%) 30 30 50
NP° clones Testados 15 15 15
20 Gy N° clones com bandas 6 8 6
Polimorfismo (%) 60 46,6 60
N° clones Testados 15 15 16
30 Gy N° clones com bandas 8 9 7
Polimorfismo (%) 46,66 40 56,25
N° clones Testados 3 3 3
40 Gy N° clones com bandas 0 0 0
Polimorfismo (%) 100 100 100

(-) clones nao testados
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Tabela 5- Numero de clones testados, presenca de alelos e porcentagem de polimorfismo em
plantas de pereira, cv. Ya-Li, regeneradas in vitro a partir de gemas adventicias irradiadas

com diferentes doses de raios gama (Gy).

PRIMERS
DOSES YA-LI NB105 NH27 NH 23 NH 005
N° clones Testados 14 8 13 15
5 Gy N° clones com bandas 9 5 8 12
Polimorfismo (%) 35,71 37,5 38,46 20
N° clones Testados 16 8 17 17
10 Gy N° clones com bandas 12 6 13 10
Polimorfismo (%) 25 25 23,52 41,17
NP° clones Testados 17 17 14 14
20 Gy N° clones com bandas 11 10 9 10
Polimorfismo (%) 35,29 41,17 35,71 28,57
NP° clones Testados 18 19 18 14
30 Gy N° clones com bandas 10 5 12 7
Polimorfismo (%) 44,4 73,68 33,3 50
N° clones Testados 9 9 9 9
40 Gy N° clones com bandas 6 0 2 6
Polimorfismo (%) 33,3 100 77,7 33,3

(-) clones néo testados

Maior pocentagem de polimorfismo para a cv. Carrick foi encontrado na dose 40 Gy
(100%), porém como citado anteriormente, o nimero amostral foi muito pequeno constituido
de apenas trés clones. A segunda dose que induziu maior porcentagem de polimorfismo foi a
de 5 Gy, dose mais baixa de radiacdo utilizada. Resultados similares ao deste estudo foram
observados por outros autores, os quais relataram encontrar efeitos benéficos resultantes de
baixas doses de radiacdo gama alterando caracteristicas de crescimento e desenvolvimento,
melhorando a producdo e a qualidade de plantas de cebola (WIENDL et al., 1995), mamao
(PAULL, 1996), cevada (ARABI et al., 2005), arroz (RODRIGUES & ANDO, 2003; FU et
al., 2008) e aveia (RODRIGUES et al., 2005).

A cv. Ya-Li apresentou comportamento diferente da Carrick com uma resposta
crescente de polimorfismo com o aumento das doses, atingindo maior porcentagem de

polimorfismo na dose de 40 Gy (Tabela 5), contudo a cv. Carrick apresentou maiores
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porcentagens de polimorfismo em quase todas as doses de radiacdo empregadas. A
radiosensibilidade varia de espécie para espécie e mesmo entre gendtipos de mesmas espécies
(KUMAR & CHAUDHARY, 1996). De fato, este comportamento pdde ser observado pelas
diferencas ocorridas entre as cultivares Carrick e Ya-Li em relacdo as doses de radiacdo gama.
Outros autores também relataram diferengas de comportamento frente a radiacdo entre
cultivares em diversas culturas, como em batata (LI et al., 2005), arroz (FU et al., 2008) e
aveia (RODRIGUES et al., 2005).

Diferentes respostas polimorficas também foram encontradas em narciso chinés (LU
et al., 2007) onde foi observado polimorfismo de 8,33% e 15,48% nos regenerantes avaliados
utilizando RAPD e AFLP, respectivamente, ao estabelecer um protocolo de obtengdo de
variantes usando tratamento com radiacdo gama. GONALI et al. (2006) obtiveram um hibrido
intergenético entre péra japonesa e macgd irradiando brotos com raios gama, o qual foi
confirmado por meio da andlise do padrdo dos alelos de ambas linhas parentais, em todos os
16 marcadores SSR testados comprovando a eficdcia da radia¢do na inducao de mutagdo.

Os sete primers SSR utilizados neste estudo mostraram eficdcia em identificar
polimorfismo entre as duas cultivares de pereira e seus clones mutantes induzidos através da
radiagdo gama (Anexos 1 e 2). FU et al. (2008) encontraram resposta contraria a deste estudo
ao analisar o efeito da radiacdo gama em trés genétipos de arroz. Através da andlise de locos
SSR nos clones que apresentaram caracteristicas morfoldgicas distintas em relagdo aos
controles ndo irradiados ndo foi encontrado polimorfismo em relagdo a seus pais. Em estudo
similar HAUTEA et al. (2001) também ndo obtiveram resultados positivos em relacdo a
andlise com marcadores SSRs ao analisar mutantes induzidos com radiacdo gama em duas
cvs. de banana através do uso 36 locos, no qual somente um foi capaz de detectar variacdo

entre os clones nao irradiados e irradiados.
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O polimorfismo de locos SSR encontrado nas plantas de pereiras estudadas sugere
que esses dois cvs. sdo suscetiveis a indu¢do de mutacao por radiacdo gama durante o cultivo
in vitro e que as mutagdes ocorrem em regides especificas no genoma dos clones irradiados.
Devido ao tratamento com radia¢do gama, a taxa de variacdo genética das plantas regeneradas
observadas no presente estudo foi aumentada, conforme demonstrado pela analise de locos
SSR. Os resultados aqui apresentados comprovam que as técnicas moleculares sao valiosas na
identificacdo e selecdo de mutantes induzidos in vitro, € também em detectar a variabilidade
baseados em perfis de DNA de clones mutantes induzidos, os quais ndo sdo distinguidos
morfologicamente. A selecdo assistida por marcadores moleculares pode fornecer um método
valioso para os melhoristas rastrearem radiomutantes em uma ampla populacdo fornecendo
respostas de selecdo com maior rapidez e eficicia.

Embora o desenvolvimento de SSRs seja considerado laborioso e caro quando
comparado com outros marcadores (FANG & ROOSE, 1997), oferece vantagens em relagdo a
outros marcadores devido a sua reprodutibilidade, natureza multi-alélica, caracteristica co-
dominante e abundancia em genomas de plantas (YAMAMOTO et al., 2004; VARSHNEY et
al., 2005). Além do mais, dados de outras culturas mostram que eles sdo extremamente
eficientes como marcadores moleculares, altamente informativos e reproduziveis (ZANE et

al., 2002; HE et al., 2003; VIRUEL & HORMAZA, 2004).

Todo o material obtido da cultura in vitro, aclimatizado e analisado molecularmente
foi repassado para a Embrapa Clima Temperado para crescimento e desenvolvimento das

plantas e posterior avaliacdo agrondmica das mesmas.
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CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o trabalho foi realizado pode-se concluir que:
A utilizacdo de irradiacdo gama € eficiente para gerar polimorfismo em plantas de

pereira, contribuindo para acréscimos na variabilidade genética das cvs. estudadas;

Marcadores de locos SSRs sdo adequados e eficientes para detectar polimorfismo

entre os clones de pereira irradiados com radiacao gama oriundos do cultivo in vitro.

REFERENCIAS

AHLOOWALIA, B.S. et al. Global impact of mutation-derived varieties. Euphytica, v.135,
p-187-204, 2004.

AHNSTROM, G. Radiobiology. In: Manual on Mutation Breeding. Second edition.
Technical Reports Series, IAEA. Vienna, 1977, p. 21-27.

ANJUM, M.A. et al. Variation in some quantitative characters of Pisum sativum L. after seed
irradiation. Pakistan Journal of Agricultural Sciences, v.27, p.149-155, 1990.

ARABI, M. 1. E. et al. Enhancement of embryogenesis and plant regeneration from barley
anther culture by low doses of gamma irradiation. In vitro Cellular and Developmental
Biology.-Plant, v.41, p.762-764, 2005.

BECKER, W. F. Doengas da pereira japonesa. In: VII Encontro Nacional Sobre Fruticultura
de Clima Temperado, 2004. VII Enfrute, Fraiburgo, SC. Anais...Fraiburgo: Epagri, 2004.
v.1, p.31-39.

BRINI, W. et al. Genetic diversity in local Tunisian pears (Pyrus communis L.) studied with

SSR markers. Scientia Horticulturae, v.115, p.337-341, 2008.



62
DAS, A. et al. Induction of mutations for heat tolerance in potato by using in vitro culture and
radiation. Euphytica, v.114, p.205-209, 2000.
DOLATOWSKI, J.et al. Molecular studies on the variability of Polish semi-wild pears
(Pyrus) using AFLP. Journal of Fruit and Ornamental Plant Research, v.12, p.331-337,
2004.
DOYLE, J.J., DOYLE, J.L.. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh
leaf tissue. Phytochemistry Bull., v.19, p.11-15, 1987.
FAO. Faostat Database. Prodstat. Acessado em 10 jul. 2009. Online. Disponivel em:
<http://www.fao.org>.
FAORO, LD. Cultivares e porta-enxertos. In: NASHI, a péra japonesa. Florianépolis: Epagri,
p.95-138, 2001.
FANG, D.Q.; ROOSE, M.L. Identification of closely related citrus cultivars with inter-simple
sequence repeat markers. Theoretical and Applied Genetics, v.95, p.408-17, 1997.
FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores RAPD e
RFLP em analise genética. Embrapa- Cenargen, Brasilia, 1998, 3.ed.
FIORAVANCO, J.C. A cultura da pereira no Brasil: situacdo econémica e entraves para
o seu crescimento. Informagdes Econdmicas. v.37, 2007.
FU, HW. et al. A revisit of mutation induction by gamma rays in rice (Oryza sativa L.):
implications of microsatellite markers for quality control. Molecular Breeding, v.22, p.281-
288, 2008.
GHOSH, A.K.et al. European and Asian pears: simple sequence repeat-polyacrilamide gel
electrophoresisbased analysis of commercially important North American cultivars.

HortScience, v.41, p.304-309, 2006.



63
GONALI T. et al. Overcoming hybrid lethality in a cross between Japanese pear and apple
using gamma irradiation and confirmation of hybrid status using flow cytometry and SSR
markers. Scientia Horticulturae, v.109, p.43—-47, 2006.
HAUTEA, D.M. et al. Analysis of induced mutants of Philippine bananas with molecular
markers. Science Publishers, Inc. 2001.
HE, C. et al. Development and characterization of simple sequence repeat (SSR) markers and
their use in determining relationships among Lycopersicon esculentum cultivars. Theoretical
and Applied Genetics, v.106, p.363-73, 2003.
JENNINGS, P. R. et al. Mejoramiento de arroz. Cali: Centro Internacional de Agricutura
Tropical, 1981. 237 p.
KARP, A. Molecular tools for detecting genetic diversity. Acta Horticulturae, v.530, p.17—
29, 2000.
KATAYAMA, H., UEMATSU, C. Comparative analysis of chloroplast DNA in Pyrus
species: physical map and gene localization. Theoretical and Applied Genetics, v.106,
p-303-310, 2003.
KIMURA, T. et al. Identification of Asian pear varieties by SSR analysis. Breeding Science,
v.52, p.115-121, 2002.
KUMAR, S.; CHAUDHARY, B.D. Effect of doses of physical and chemical mutagens on the
germination and mortality/ survivability of induced mutations in Indian mustard (Brassica
juncea (L.) Czern and Coss). Agricultural Science Digest, v.16, p.17-20, 1996.
LI, H.Z. et al. Effect of y-radiation on development, yield and quality of microtubers in vitro

in Solanum tuberosum L. Biologia Plantarum, v.49, p.625-628, 2005.



64
LU, G. et al. Effect of radiation on regeneration of Chinese narcissus and analysis of genetic
variation with AFLP and RAPD markers. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.88,
p.319-327, 2007.
MALUSZYNSKI, M. et al. Official released mutant varieties- the FAO/ TAEA database.
Mutant Breeding, v.12, p.1-88, 2000.
MISRA, P. et al. Mutation in flower colour and shape of Chrysanthemum morifolium induced
by y-radiation. Biologia Plantarum, v. 47, p.153-156, 2003.
MUNISHAMANNA, K.B. et al. Effect of seed irradiation on some plant characters of Lima
bean (Phaseolus lunatus L.) in M1 generation. Journal of Agricultural Science, v.32, p.55-
58, 1998.
NAKASU, B. H.; LEITE, D. L. Pyrus 9 — selecdo de pereira para o sul do Brasil. Horti Sul,
v. 2, p. 19-20, 1992.
NOVELLI, V.M. et al. Development and characterization of polymorphic microsatellite
markers for the sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) Genetics and Molecular Biology,
v.29, p.90-96, 2006.
OLIVEIRA, C.M. et al. Molecular typing of Pyrus based on RAPD markers. Scientia
Horticulturae, v.79, p.163-174, 1999.
PALOMBI, M.A.; DAMIANO, C. Comparison between RAPD and SSR molecular markers
in detecting genetic variation in kiwifruit (Actinidia deliciosa A. Chev). Plant Cell Reports,
v.20, p.1061-1066, 2002.
PAULL, R.E. Ripening behavior of papaya (Carica papaya L.) exposed to gamma irradiation.
Postharvest Biology and Technology, v.7, p.359-370, 1996.
PREDIERI, S. et al. Pear mutagenesis: in vitro treatment with gamma-rays and field selection

for vegetative traits. Euphytica, v.93, p.227-237, 1997.



65
PREDIERI, S. Compact pears obtained through in vitro mutagenesis. Acta Horticulturae.,
v.47, p.93-98, 1998a.
PREDIERI, S. Due nuove cultivar di pero a struttura compatta: ‘Abate Light’ e ‘Conference
Light’. Frutticoltura, v.9, p.42-43, 1998b.
PREDIER], S.; ZIMMERMANN, R.H. Pear mutagenesis: In vitro treatment with gamma-rays
and field selection for productivity and fruit traits. Euphytica, v.117, p.217-227, 2001.
RAHMAN, M.H.; RAJORA, O.P. Microsatellite DNA somaclonal variation in
micropropagated trembling aspen (Populus deltoids). Plant Cell Reports, v.20, p.531-536,
2001.
RAIMONDI, J.P. et al. Examination of the hybrid origin of the wild potato Solanum ruizlealii
Briicher. Plant Systematics and Evolution, v.253, p.33-51, 2005.
RIPA, A.K.; AUDRINA, B.A. Influence of irradiation on germinating ability and growth of
American large-fruit cranberries (Oxycoccus macrocarpon) and cowberries (Vaccinium vitis-
idaea). Acta Botanica Fennica, v.149, p.19-21, 1993.
RODRIGUES, L.R.F.; ANDO, A. Uso da sensitividade a radiacdo gama na discrimina¢do de
variedades de arroz-de-sequeiro dos grupos indica e japdnica. Bragantia, v.62, p.179-188,
2003.
RODRIGUES, P.H.V. In vitro establishment of Heliconia rauliniana (Heliconiaceae).
Scientia Agricola, v.62, p.69-71, 2005.
SELIM, A-FH.; EL-BANNA, E.N. (2001) Ionizing irradiation effects on germination,
growth, some physiological and biochemical aspects and yield of pea (Pisum sativum L.)
plants. In: GEAR symposium on environmental pollution in Egypt. Consequences for

humans, animals and plants, Cairo, Egypt, 2001.



66
SIMONETTO, P. R.; GRELLMANN, E. O. Comportamento de cultivares de pereira na
regiao serrana do Rio Grande do Sul. Porto Alegre: Fepagro, 1999. 28 p. (Boletim Fepagro,
9).
SHU, Q.Y.; LAGODA, P.J.L. Mutation techniques for gene discovery and crop improvement.
Mol Plant Breed, v.5, p.193-195, 2007.
TENG, Y. et al. Genetic relationships of pear cultivars in Xinjiang, China, as measured by
RAPD markers. Journal Horticultural Science and Biotechnology, v.76, p.771-779, 2001.
TREVISAN, R. et al. Raleio de gemas florais para a reducdo do abortamento em pereira
(Pyrus pyrifolia) na regido de Pelotas-RS. Revista Brasileira de Fruticultura, v.2, p.504-
506, 2005.
VAN HARTEN, A. M. Mutation breeding: theory and pratical applications. Cambridge:
Cambridge University Press, 1998.
VARSHNEY, R.K. et al. Genic microsatellite markers in plants: features and applications.
Trends in Biotechnology, v.23, p.48-55, 2005.
VIRUEL, M.A.; HORMAZA, J.I. Development, characterization and variability analysis of
microssatellites in lychee (Litchi chinensis Sonn., Sapindaceae). Theoretical and Applied
Genetics, v.108, p.896-902, 2004.
VICCINI, L.F.; CARVALHO, C.R.D.E. Analysis of gamma radiationinduced chromosome
variations in maize (Zea mays L.). Caryologia, v.54, p.319-327, 2001.
VOLK, G.M. et al. Diversity of wild Pyrus communis based on microsatellite analyses.
Journal of the American Society for Horticultural Science, v.131, p.408-417, 2006.
YAMAMOTO, T. et al. SSRs isolated from apple can identify polymorphism and genetic
diversity in pear. Theoretical Applied Genetics, v.102, p.865-870, 2001.
YAMAMOTO, T. et al. Development of microsatellite markers in Japanese pear (Pyrus

pyrifolia Nakai). Molecular Ecology Notes, v.2, p.4-16, 2002a.



67
YAMAMOTO, T. et al. Simple sequence repeats for the genetic analysis in pear. Euphytica,
v.124, p.129-137, 2002b.
YAMAMOTO, T. et al. Genetic linkage maps constructed using an interspecific cross
between Japanese and European pears. Theoretical and Applied Genetics, v.106, p.9-18,
2002c.
YAMAMOTO, T. et al. Identification of quince variaties using SSR markers developed from
pear and apple. Breeding Science, v.54, p.239-244, 2004 .
WAUGH, R. et al. Harvesting the potential of induced biological diversity. Trends in Plant
Science, v.11, p.71-79, 2006.
WENDT, S.N. et al. Plant regeneration and molecular characterization of potato cultivar
Macaca, obtained from gamma-irradiated explants. Journal of New Seeds, v.3, p.17-36,
1999.
WIENDL, F.M. et al. Increase of onion yield through low dose of gamma irradiation of its
seeds. Radiation Physics and Chemistry, v.46, p.793-795, 1995.
WUNSCH, A.. HORMAZA, J.1I. Characterization, variability and genetic similarity of
European pear with SSRs. Horticultural Science, v.113, p.37-43, 2007.
ZANE, L. et al. Strategies for microsatellite isolation: A review. Molecular Ecology, v.11,

p.1-16, 2002.



ANEXOS

68



69

Quadro 1- Perfil de presenga (P) e auséncia (A) de bandas dos primers SSR avaliados nos
clones de pereira, cultivar Carrick, oriundos da regeneracdo in vitro de gemas adventicias
irradiadas com diferentes doses de raios gama (Gy). Quadros em branco correspondem a

amostras nao testadas.

PRIMERS

DOSE | Clones NB105 NH23 NH27 NHO005 NH26 NB109 NH21
0 Gy 2260

0 Gy 2261

0 Gy 2262

0 Gy 2263

0 Gy 2264

0 Gy 2265

0 Gy 2266

0 Gy 2267

0 Gy 2268

0 Gy 2269

0 Gy 2270

0 Gy 2271

0 Gy 2272

0 Gy 2273

0 Gy 2274

0 Gy 2275

0 Gy 2276

0 Gy 2277

0 Gy 2278

0 Gy 2279

5Gy 91

5Gy 654

5Gy 757 A

5Gy 832 A A
5Gy 1002 A A A
5Gy 1912 A A

5Gy 1914

5Gy 1915 A A

5Gy 1925 A A

5Gy 2132 A A

5Gy 2152 A A

5Gy 2184 A A

5Gy 2185 A A

5Gy 2187 - A

10 Gy 1133




Continuacdo do quadro 1.
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10 Gy 1774
10 Gy 1775

10 Gy 1937

10 Gy 2135

10 Gy 2135'

10 Gy 2188

10 Gy 2188'

10 Gy 2190

10 Gy 2190'

20 Gy 836

20Gy 1024 .
20 Gy 1026

20 Gy 1141

20 Gy 1779

20 Gy 1780

20 Gy 1785

20 Gy 1786

20 Gy 1921

20 Gy 1985

20 Gy 2131

20 Gy 2131'

20 Gy 2156 A
20 Gy 2156'

20 Gy 2166

30 Gy 152

30 Gy 1036

30 Gy 1168

30 Gy 1169

30 Gy 1788

30 Gy 1790 A
30 Gy 1791

30 Gy 1793

30 Gy 1793'

30 Gy 2153

30 Gy 2154

30 Gy 2158

30 Gy 2159

30 Gy 2182

30 Gy 2182' A A A

40 Gy 1405 A A A A
40 Gy 1406 A A A

40 Gy 1408 A A A
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Quadro 2- Perfil de presenga (P) e auséncia (A) de bandas dos primers SSR avaliados nos
clones de pereira, cultivar Ya-Li, oriundos da regeneracdo in vitro de gemas adventicias
irradiadas com diferentes doses de raios gama (Gy). Quadros em branco correspondem a

amostras nao testadas.

PRIMERS

DOSES AMOSTRAS NB105 |NH23 |NH27 NH005 NH26 | NB109 | NH21

0 Gy 49

0Gy 51 ]

0Gy s || ] I

0 Gy 162

0 Gy 171

0 Gy 213

0 Gy 225

0 Gy 815

0 Gy 1057

0 Gy 1586

0Gy 1629 --

0 Gy 1631

0 Gy 1644

0Gy 1702 | L

0 Gy 1706

0 Gy 1710

0 Gy 1715

5Gy 1074

5Gy 1422

5Gy 1534

5Gy 1543

5Gy 1592

5Gy 1605

5Gy 1653

5Gy 1653'

5Gy 1654

5Gy 1658

5Gy 1723

5Gy 1726

5Gy 1794

5Gy 2016

5Gy 2204

10 Gy 107

10 Gy 110

10 Gy 117

10 Gy 119




Continuacdo do quadro 2.
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10 Gy 122
10 Gy 1083
10 Gy 1173
10 Gy 1245
10 Gy 1546
10 Gy 1553
10 Gy 1606
10 Gy 1610
10 Gy 1615
10 Gy 1664
10 Gy 1803
10 Gy 1853
10 Gy 2060
20 Gy 12

20 Gy 18

20 Gy 26

20 Gy 60

20 Gy 73

20 Gy 136
20 Gy 1112
20 Gy 1322
20 Gy 1562
20 Gy 1680
20 Gy 1685
20 Gy 1687
20 Gy 1757
20 Gy 1758
20 Gy 1869
20 Gy 1871
20 Gy 1879
30 Gy 1036
30 Gy 1131
30 Gy 1168
30 Gy 1568
30 Gy 1766
30 Gy 1772
30 Gy 1843
30 Gy 1887
30 Gy 1888
30 Gy 1890
30 Gy 1891
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Continuacdo do quadro 2.

30 Gy 1907
30 Gy 1974
30 Gy 1986
30 Gy 1991
30 Gy 2093
30 Gy 2105
30 Gy 2195
30 Gy 2197
40 Gy 1042
40 Gy 1335
40 Gy 1338
40 Gy 1339
40 Gy 1340
40 Gy 2110
40 Gy 2113
40 Gy 2212
40 Gy 2213
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