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RESUMO 

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

 

A pêra é a fruta importada em maior quantidade pelo Brasil devido à dificuldade de 

expansão da cultura pela inexistência de cultivares adaptadas às diferentes regiões 

potencialmente produtoras. A indução de mutação é considerada um método 

alternativo para aumentar a variabilidade genética, e em combinação com uma 

variedade de técnicas de cultivo in vitro pode acelerar os programas de 

melhoramento, alterando uma ou mais características desejáveis. Técnicas 

moleculares, a exemplo dos marcadores de microssatélites (SSR), tem se 

apresentado como uma ferramenta científica bastante útil e promissora para a 

identificação de mutantes com potencial para o uso no melhoramento genético de 

cultivares já existentes e também na obtenção de novos genótipos. Os objetivos do 

presente trabalho foram estudar os efeitos da irradiação gama sobre a taxa de 

regeneração de explantes de pereira cultivados in vitro, cvs. Carrick e Ya-Li, e 

avaliar a existência de alterações genéticas nos regenerantes por meio da análise 

de marcadores de microssatélites. Foi observado um acréscimo na taxa de 

multiplicação e crescimento das brotações com doses até 20 Gy em relação ao 

controle. Brotações enraizadas ex vitro apresentaram melhor aclimatização quando 

comparada aquelas enraizadas in vitro. A radiação gama induziu polimorfismo nas 

plantas de pereira, os quais foram identificados através de locos microssatélites. As 

cultivares estudadas apresentaram respostas diferentes em relação às diferentes 

doses de radiação utilizadas.   

 

Palavras-chave: Sequências simples repetidas - SSR, regeneração, mutações. 
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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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INTRODUÇÃO 

 

A pêra é o principal item da pauta de importações de frutas frescas do Brasil. 

Entretanto, ao se analisar os dados históricos observa-se completa estagnação em 

termos de produção, área plantada e produtividade média, que estão em 20.000 t, 

2.000 ha e 10 t/ha, respectivamente (FAO, 2009). O maior obstáculo para que 

sejamos auto-suficientes na produção desta fruta é a falta de cultivares adaptados, 

capazes de produzir em quantidade e qualidade suficientes (NAKASU; FAORO, 

2003). Devido à baixa diversidade genética entre as cultivares de pereira atualmente 

existente, torna-se necessário o desenvolvimento de métodos que aumentem a 

variabilidade desta cultura (CAMARGO et al., 2005). 

Em geral, as espécies frutíferas são perenes, de longo ciclo vegetativo, de 

porte relativamente grande e com alto nível de heterozigosidade, o que dificulta e 

aumenta o tempo necessário para um programa de melhoramento genético através 

do método convencional de hibridização (CABONI et al., 2000). Assim, a seleção de 

uma característica particular, pode ser um processo longo, considerando o período 

juvenil (2-5 anos) e o tempo necessário adicional para avaliação de uma 

característica importante. Em consequência disso, o uso da biotecnologia moderna 

no estudo de mutantes de interesse agronômico, pode gerar outros produtos, como 

patentes de genes, de processos e de novas alternativas de uso dos recursos 

genéticos disponíveis.  

A fonte de variabilidade disponível vem de mutações que ocorrem 

espontaneamente ou são artificialmente induzidas, porém a ocorrência de mutações 

espontâneas na natureza é relativamente baixa e de difícil identificação, por estas 

serem na sua maioria deletérias (ALLARD, 1960). As mutações podem ser 

profundamente intensificadas pelo emprego de agentes mutagênicos químicos ou 

físicos, como por exemplo, raios gama (COIMBRA et al., 2004). A irradiação com 

raios gama é a via mais utilizada para induzir mutação em plantas (PREDIERI; 

ZIMMERMANN, 2001), pois possuem precisa dosimetria, alta e uniforme 

penetrabilidade nos sistemas celulares, podendo ser realizada em várias fases de 

desenvolvimento da planta. As técnicas de indução de mutação, como o uso destas 

radiações, têm se mostrado eficiente na produção de variabilidade genética e, por 
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isso, utilizadas em programas de melhoramento de plantas comerciais e 

ornamentais (JOSEPH et al., 2004).  

As técnicas de cultura de tecidos têm 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 propagação vegetativa in vitro além de aumentar a 

capacidade de multiplicação, melhora as condições fitossanitárias, possibilitando a 

obtenção de material vegetativo em maior quantidade em um menor espaço de 

tempo (SOUZA et al., 2006). Além disso, a regeneração de brotações a partir de 

tecidos somáticos pode determinar alterações genéticas aumentando assim a 

variabilidade das plantas obtidas em relação às matrizes.  

Desta maneira, o emprego de agentes mutagênicos pode ser associado à 

cultura de tecidos, determinando um aumento de variabilidade através do 

incremento de frequência de mutações (AHLOOWALIA, 1998). As células cultivadas 

in vitro são mantidas em condições de ambiente e meio de cultura controlados, o 

que faz com que o tratamento com o mutagênico possa ser distribuído de maneira 

mais uniforme. Muitos exemplos relacionados a diferentes espécies propagadas 

vegetativamente mostram que a indução da mutação pode ser alcançada 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), crisântemo (MANDAL et al., 2000). 

A combinação 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 características em uma 

determinada planta (BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998), principalmente em plantas 

frutíferas lenhosas onde o processo de melhoramento genético é 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 

caracterização do polimorfismo genético existente em plantas (VARSHNEY et al., 

2005). Estes marcadores de DNA têm sido utilizados para análise de divergência 

genética (CATTANEO, 2001), identificação de cultivares (BAUM et al., 2000), 

mapeamento genético (RAFALSKI, 2002; BRESSAN-SMITH, 1998) e filogenia 
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(GEHRIG et al., 1997). Todos estes estudos buscam identificar variações em 

sequências genômicas que possam estar relacionadas com um fenótipo específico. 

Assim, a análise da variação das sequências é de grande importância nos estudos 

genéticos e os marcadores moleculares são ferramentas úteis para determinar e 

analisar essas variações.  

Dentre os diversos marcadores, os microssatélites são preferidos em muitos 

programas de melhoramento genético de plantas, devido às suas características de 

reprodutibilidade, natureza multialélica, alto grau de polimorfismo, herança co-

dominante, relativa abundância e boa cobertura do genoma (PALOMBI; DAMIANO 

2002).  

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi utilizar a radiação gama 

associada a técnicas de cultivo in vitro, como fontes potenciais de geração de 

variabilidade, e verificar por meio de marcadores moleculares as possíveis 

alterações genéticas induzidas em brotações regeneradas de explantes de pereira, 

cvs. Carrick e Ya-Li, irradiados.  
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Artigo 1 

 

REGENERAÇÃO E ENRAIZAMENTO DE BROTAÇÕES DE PEREIRA 

OBTIDAS A PARTIR DE EXPLANTES IRRADIADOS COM RAIOS GAMA 

 

A ser submetido à Revista Ciência Rural 
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Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, RS, Brasil. 

II
Embrapa Florestas, Curitiba, PR, Brasil.  

Regeneração e enraizamento de brotações 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 SilvaI Eugenia Jacira Bolacel BragaI Valmor João 

BianchiI Vera Lúcia BobrowskiI Juliana Degenhardt II Juliana de Magalhães 

BandeiraI Rodrigo DanielowskiI José Antonio PetersI* 

 

RESUMO 

 

A pêra (Pyrus communis L.) é uma espécie de clima temperado que apresenta baixa 

adaptabilidade dos cultivares europeus e/ou asiáticos as condições climáticas da região 

Sul do Brasil. A irradiação com raios gama (
60

Co) é a via mais utilizada para induzir 

mutação em Pomaceae, que acoplada à cultura de tecidos de plantas pode resultar na 

obtenção de variantes, que poderão ser utilizados num programa de melhoramento da 

espécie. O objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos da radiação gama sobre 

a taxa de regeneração e enraizamento de brotações oriundas de explantes de pereira 

irradiados e cultivados in vitro, cvs. Carrick e Ya-Li. Para tal finalidade, explantes 

constituídos por microestacas contendo gemas axilares foram expostos a irradiação 

gama (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 e 80 Gy) e cultivados em meio básico MS (Murashige & 

Skoog)  contendo 1,0   mg L
-1

 de  benzilaminopurina. Verificou-se que  as  percentagens 
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de sobrevivência e  regeneração diminuíram  com o aumento das doses, não  sendo   

verificado  sobreviventes  acima  de  40  Gy.  Houve efeito  estimulatório significativo para as 

variáveis comprimento, número médio de brotações/explante e de folhas/brotação nos 

explantes irradiados com doses de até 20 Gy em relação aos seus controles, sendo verificadas 

também variações significativas entre as cultivares estudadas. No enraizamento in vitro das 

brotações não foi verificada diferença significativa entre as cultivares, assim como para a taxa 

de aclimatização das mesmas,  diferentemente  do ocorrido para as taxas de enraizamento e 

aclimatização ex vitro, onde foi verificado um comportamento distinto entre as cultivares em 

relação as diferentes doses de irradiação administradas. Os resultados deste estudo indicam 

que a aplicação de baixas doses de radiação gama pode estimular algumas características de 

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

 

Palavras-chave: Aclimatização, 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
-1

 

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. 

 

INTRODUÇÃO 

 

A pereira pertence à familia Rosaceae, subfamília Pomoideae e gênero Pyrus, 

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

híbridos entre P. communis e P. pyrifolia. 

O gênero Pyrus é cultivado em muitos países o que torna a pêra uma fruta de grande 

aceitação e importância nos mercados internacionais. Em 2007, os principais países 

produtores foram China, que produziu aproximadamente 59,9% do total mundial, Itália 

(4,8%), Estados Unidos (3,9%), Espanha (3,4%) e Argentina (2,7%) (FAO, 2009). A pêra 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 área cultivada com esta 

espécie, devido essencialmente à escassez de cultivares adaptados às condições climáticas do 

País, determinando baixa qualidade e produtividade.  

 Com o aumento do interesse despertado nos últimos anos por essa cultura, torna-se 

iminente a necessidade de novas opções de cultivares copa adaptadas às condições 

edafoclimáticas e produtoras de frutas de boa qualidade em diferentes regiões potencialmente 

produtoras. Além disso, o uso de porta-enxertos adequados e de técnicas que possibilitem 

obtê-los de forma rápida mantendo as características agronômicas desejáveis, são 

indispensáveis (NAKASU & LEITE, 1990). 

A variabilidade genética constitui-se na essência dos processos evolutivos e do 

melhoramento vegetal, uma vez que é imprescindível a presença desta para que a seleção 

natural e/ou artificial seja efetiva (MARTINS et al., 2005). Dessa forma, qualquer método que 

amplie o reservatório genético da espécie é fundamentalmente importante para o 

melhoramento da mesma (VIEIRA et al., 1995). No melhoramento genético clássico, novos 

genótipos são produzidos por reprodução sexual, tanto por cruzamento ou auto-fertilização e, 

devido ao elevado grau de variação genética, cada progênie obtida possui combinações 

diferentes do material genético dos genitores, resultando em variação fenotípica e segregação 
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de características na população da progênie. Além do mais, a seleção de uma característica 

específica pode ser um processo demorado, particularmente em espécies perenes, devido ao 

seu longo período juvenil. 

Na natureza, a variabilidade genética nas plantas é induzida por mutação espontânea 

e pelo cruzamento dentro da mesma espécie ou entre espécies diferentes. No entanto, a 

ocorrência destas mutações é de freqüência relativamente baixa e de difícil identificação 

(BROCK, 1971), por serem na sua maioria deletérias (AHLOOWALIA & MALUSZYNSKI, 

2001). Estas mutações são definidas como mudanças hereditárias na seqüência do DNA que 

não são derivadas a partir da segregação genética ou recombinação (VAN HARTEN, 1998).  

Além da variabilidade genética pré-existente no germoplasma, é possível aumentá-la 

por meio de mutações artificiais, recombinações gênicas, transformação genética e mutações 

somaclonais (MATSUDA et al., 2005; PALOMBI et al., 2007; QUECINI et al., 2009). Em 

muitos casos, uma mutação pontual pode corrigir ou melhorar alguns caracteres, permitindo a 

seleção de constituições genéticas superiores ainda nas primeiras gerações (MARTINS et al., 

2005). O uso de radiações ionizantes, tem se mostrado eficiente na produção de variabilidade 

genética e, por isso, utilizada em programas de melhoramento genético de plantas comerciais 

e ornamentais (JOSEPH et al., 2004).  

A radiação gama tem sido amplamente utilizada na medicina e na biologia, sendo 

seus efeitos influenciados por diversos fatores. Entre esses fatores, podem-se citar as 

condições de armazenamento após a irradiação (BROCK & FRANKLIN, 1966), o genótipo 

dos indivíduos (KILLION & CONSTANTIN, 1972; BAHL & GUPTA, 1982), o modo de 

exposição do material (IQBAL & ZAHUR, 1975), a fase do ciclo celular (GUDKOV & 

GRODZINSKY, 1982), a dosagem de radiação (SANTOS, 1993), o grau de ploidia dos 

cromossomos (BROCK, 1980) e conteúdo de DNA por genoma haplóide (PLEWA et al., 
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1983; VICCINI et al., 1997). Na realidade, a dose ideal para promover mutações sem que haja 

grande perda no rendimento do organismo irradiado é tecido-específica, variando a 

radiosensibilidade com a espécie e com o cultivar, com a condição fisiológica da planta, e 

com a manipulação do material irradiado antes e depois do tratamento (PATADE & 

SUPRASANNA, 2008). Portanto, diferentes tecidos respondem de forma própria, sendo 

necessária primeiramente a realização de um teste de radiosensibilidade para determinar a 

dose ideal (GAZZANEO et al., 2007). 

Mais de 2500 variedades mutantes melhoradas têm sido liberadas para o cultivo 

comercial em diferentes espécies demonstrando o valor econômico da mutação para o 

melhoramento das mesmas (PATADE & SUPRASANNA, 2008). Em fruteiras, a mutagênese 

já foi usada para introduzir muitas características úteis que afetam o tamanho das plantas, 

tempo de florescimento, maturação de frutos, coloração de frutos, auto-incompatibilidade, 

auto-raleio e resistência aos agentes patogênicos (VISSER et al., 1971; LACEY, 1975; 

DECOURTYE, 1982; BROERTJES & VAN HARTEN, 1988; MASUDA et al., 1997;  VAN 

HARTEN, 1998). O número de cultivares derivados de mutação 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 radiação gama sejam normalmente deletérios e tendam a 

reduzir os processos de crescimento e desenvolvimento vegetal, principalmente quando 

utilizada em altas doses, têm sido observados efeitos estimulatórios quando empregada em 

baixas doses como observado no crescimento da cultura de feijão (BAJAJ, 1970), na 

estimulação da diferenciação de células de tabaco cultivadas in vitro (DEGANI & 
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PICKHOLZ, 1973) e na aceleração da regeneração de plantas em cenoura (AL-SAFADI & 

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

As técnicas de cultura de tecidos têm 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 é atraente para estudos de indução de mutações pelo fato de se poder manipular, 

num pequeno espaço, uma grande população de células haplóides e diplóides, as quais podem 

dar origem a novas plantas (MALIGA, 1984). Assim, a indução e seleção de mutantes podem 

ser mais rápida, simples, barata e eficiente para a obtenção de genótipos desejados 

(GAZZANEO et al., 2007). Primeiro porque oferece uma ampla escolha de material vegetal 

para o tratamento mutagênico (gemas axilares, órgãos, tecidos e células) que são mais 

adequados do que os in vivo e segundo, porque as estruturas que originam plantas são 

compostas por poucas ou mesmo uma única célula, determinando menor risco para obtenção 

de plantas quiméricas e uma maior probabilidade das células induzidas expressarem a 

mutação no fenótipo (D’AMATO, 1997). Além disso, a seleção in vitro, permite o uso de 

uma grande população de células, tornando mais eficiente à busca de mutações dominantes 

que ocorrem em frequências baixas quando comparadas com as recessivas (CHALEF, 1983; 

PATADE & SUPRASANNA, 2008). Outra vantagem desta metodologia é que são mantidas 

altas condições fitossanitárias durante todo o processo (PREDIERI, 2001).  

Desta maneira, a cultura de tecidos, acoplada às técnicas de mutagênese, tem 

possibilitado o melhoramento de espécies que se propagam vegetativamente ou por meio de 

sementes (ROUT, 2006). Em algumas culturas de propagação vegetativa, como em roseira, a 

indução de mutação combinada com o cultivo in vitro tem se mostrado o único método 

efetivo no melhoramento (JAIN, 2001). Em crisântemo, agentes mutagênicos químicos e 
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físicos, principalmente raios gama, tem gerado cultivares tolerantes à baixa temperatura e com 

variação na coloração das flores (MANDAL et al., 2000). 

Dentro da tecnologia da cultura de tecidos, a micropropagação tem sido desenvolvida 

para inúmeras espécies de árvores frutíferas, como um método alternativo e rápido de 

propagação vegetativa (BORKOWSKA, 2001; SILVA et al., 2006; ZANANDREA et al., 

2006). Uma das fases do processo de micropropagação envolve a regeneração de explantes 

visando à multiplicação de brotações, a qual depende do meio de cultura utilizado e das 

condições ambientais as quais os tecidos são submetidos (LEITE et al., 2000; ERIG & 

SCHUCH, 2005; ZANANDREA et al., 2006). Em pereira, a multiplicação in vitro tem sido 

utilizada para diferentes cultivares, tanto asiáticas como européias (DANTAS et al., 2002; 

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

 A rizogênese é uma etapa crítica na técnica da micropropagação condicionando o 

sucesso da fase de aclimatização, e, subsequentemente, a sobrevivência das plantas na casa de 

vegetação/campo (DRUART et al., 1997).  Segundo PASQUAL et al. (1990) o enraizamento 

in vitro de cultivares-copa não é tão fácil como nos cultivares porta-enxerto. A dificuldade de 

enraizamento envolve a participação tanto de fatores relacionados à própria 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 influência da 

radiação gama (
60

Co) sobre a taxa de regeneração e crescimento das brotações de pereira, cvs. 

Carrick e Ya-Li, obtidas a partir de micro estacas irradiadas visando à obtenção de plantas 

com possíveis características agronômicas superiores, para utilização nos programas futuros 

de melhoramento da espécie.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

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

Departamento de Botânica, 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 às coleções de germoplasma da Embrapa 

Clima Temperado. Os explantes utilizados para a realização dos experimentos, constituídos 

por micro estacas contendo em média duas ou três gemas axilares, foram obtidos de brotações 

multiplicadas in vitro oriundas de meristemas excisados de ramos jovens de plantas 

devidamente identificadas. As culturas foram subcultivadas a cada 40 dias, até a obtenção de 

material suficiente para iniciar os experimentos de irradiação.  

Para a multiplicação inicial, bem como para a micropropagação do material 

irradiado, os explantes foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 

1962), adicionado de inositol (100 mg L
-
¹), sacarose (30 g L

-1
), Benzilaminopurina (BAP) 

(1,0 mg L
-1

) e ágar (7 g L
-1

) e cultivados em câmara de crescimento com densidade de fluxo 

de fótons de 42 µmol m
-2

 s
-1

, fotoperíodo de 16 horas e temperaturas de 23±1ºC durante o 

período escuro e 25±1ºC durante o período de luz. 

Inicialmente foi avaliada a taxa de sobrevivência dos explantes, visando determinar a 

curva “dose-resposta” (LD50). Para tal procedimento, foi utilizada uma fonte de 
60

Co com taxa 

de rendimento de 1,2204 Gy/min para um campo de 30x30 cm e uma distância foco-objeto 

irradiado de 80 cm, pertencente ao Centro de Irradiação 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
-1

 de ágar, sem reguladores de crescimento 
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e irradiados com diferentes doses de radiação gama (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 e 80 Gy). Após 

irradiação, as micro estacas foram transferidas para meio de multiplicação e cultivadas nas 

mesmas condições citadas acima. Quarenta dias após o inicio do experimento foi determinada 

à percentagem de explantes sobreviventes.  

Para o experimento da determinação da LD50, foi utilizado o delineamento 

experimental em blocos ao acaso, com fatorial 2x6, sendo dois cultivares e seis doses de 

radiação gama. O número de repetições foi cinco, sendo cada repetição representada por um 

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

Após a determinação da curva dose-resposta, foram selecionadas seis doses de 

irradiação (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy), com o procedimento o mesmo descrito anteriormente, 

sendo avaliado quanto à percentagem de regeneração, número médio de brotações por 

explante e de folhas por brotação e, comprimento médio das brotações (cm).   

As brotações desenvolvidas dos explantes irradiados e não irradiados foram 

utilizadas para enraizamento, tanto in vitro quanto ex vitro. Para os experimentos in vitro, as 

brotações foram inoculadas em meio MS semi-sólido básico com a concentração de sais 

reduzida pela metade, acrescido de 20 g L
-1

 de sacarose e 2 g L
-1

 de gelrite. O  pH  do meio 

foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem e da adição do geleificante. Após a esterilização 

do meio e em capela de fluxo laminar foi adicionado ácido 3-indolilacético (AIA), 

filtroesterilizado, na concentração de 1,0 mg L
-1

. Brotações de aproximadamente três 

centímetros de comprimento tiveram a base excisada em bisel e transferidas para os diferentes 

tratamentos. Os frascos permaneceram em câmara de crescimento por 30 dias, sob as mesmas 

condições de incubação anteriormente descritas.  
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Para o enraizamento ex vitro, foi utilizado o ácido 3-indolilbutírico (AIB) em pó, 

preparado para uma concentração final de 500 ppm. Antes do tratamento hormonal cada 

brotação teve sua base cortada em bisel e colocada em contato com o pó. 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 câmara de nebulização intermitente por 30 dias, quando foi avaliada a percentagem de 

enraizamento das brotações. Após a avaliação, as brotações enraizadas foram transferidas para 

tubetes contendo o mesmo substrato citado anteriormente e aclimatizadas, por 60 dias, em 

casa de vegetação. Ao final deste período foi avaliada a percentagem de plantas 

sobreviventes.  

Para os experimentos de multiplicação do material irradiado, foi utilizado o 

delineamento experimental em blocos ao acaso, com fatorial 2x6, sendo dois cultivares e seis 

doses de radiação gama. O número de repetições foi cinco, sendo cada repetição 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 irradiação e três concentrações de 

AIA. Para o enraizamento ex vitro foi empregado um delineamento inteiramente casualizado, 

com fatorial 2x6x1, sendo dois cultivares, seis doses de irradiação e uma concentração de 

AIB. 

Os dados foram analisados com auxílio do software estatístico SAS, para as análises 

de variância e de regressão polinomial. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Regeneração 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 radiação 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 radiação foi mais pronunciado 

observando-se a morte de todos os explantes irradiados com 60 e 80 Gy. A dose de 40 Gy está 

um pouco acima dos valores de LD50 obtidos para outras espécies, como videira (30 Gy) 

(LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995) e cana-de-açúcar (20 Gy) (RASHEED et al., 2001; 

PATADE & SUPRASANNA, 2008; SUPRASANNA et al. 2008).   

 

 

* médias do desvio padrão  
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Figura 1- Percentagem de sobrevivência de explantes de pereira, cvs. Carrick 

e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radiação gama. UFPel, Pelotas/RS, 

2009. 

Ao contrário dos resultados obtidos neste trabalho, onde não foram verificados 

sobreviventes acima de 40 Gy, HUNG & JOHNSON (2008), obtiveram taxas de 

sobrevivência de 24% em 80 Gy com Wasabia japonica, relatando haver efeito positivo na 

taxa de sobrevivência desta espécie com o aumento das doses de radiação. Segundo 

D’AMATO (1992) a radiosensibilidade varia com a espécie e o cultivar, com a condição 

fisiológica da planta e dos órgãos e com a manipulação do material irradiado antes e depois 

do tratamento com o mutagênico. 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 alterações genéticas nas células 

dos explantes e regenerar brotações 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 variável percentagem de explantes regenerantes houve interação significativa 

entre os fatores dose e cultivares analisados. A cv. Carrick apresentou maiores médias em 

relação a Ya-Li em todas as doses, não sendo observadas estimulações nas respostas mesmo 

nas doses mais baixas (Figura 2). De acordo com o resultado encontrado neste trabalho, 

HUNG & JOHNSON (2008) também observaram uma diminuição na frequência de explantes 

regenerados de W. japonica com aumento das doses de radiação. 
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Para a cv. Ya-Li observou-se um comportamento linear decrescente com redução 

significativa de 57,5% na taxa de regeneração quando os explantes foram irradiados com 40 

Gy, em relação ao controle. Por outro lado, a cv. Carrick mostrou-se mais resistente a 

radiação, com reduções nesta variável de apenas 15,0% e 55,0% nas doses de 30 e 40 Gy, 

respectivamente.  Estes valores são altos, quando comparados com os obtidos em cana de 

açúcar com apenas 3% de regeneração 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 multiplicação de brotos.  

 

Figura 2. Percentagem de explantes regenerantes de pereira, cvs. Carrick e Ya-

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

Com relação ao número médio de brotações por explante foi observada interação 

significativa para os fatores dose e cultivar (Figura 3). Melhores respostas para esta variável 

foram alcançadas 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 relação aos 

respectivos controles. Apesar de haver diferença significativa entre as doses, não foi 
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observado um efeito negativo significativo da dose mais elevada (40 Gy =1,85) em relação ao 

controle (2,04), para o genótipo Ya-Li. O cv. Carrick apresentou maiores médias em relação 

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

 

 

Figura 3. Número médio de brotações por explante de pereira, cvs.  Carrick 

e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radição gama. UFPel, Pelotas/RS, 

2009. 

Estes resultados estão de acordo com os encontrados por Al-SAFADI et al, (2000) 

que também observaram que a irradiação de explantes com baixas doses conduziu a um 

aumento significativo (38%) no número de microtubérculos de batata em relação ao controle 

não irradiado, porém demonstraram que o efeito da radiação sobre o genótipo não foi 

significativo. Diferentemente, WENDT et al. (1999) ao analisarem internós de batatas 

irradiadas observaram maiores médias de brotações por explante regenerante nos tratamentos 

controle não irradiados. 
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O número médio de folhas por brotação mostrou diferenças significativas para a 

interação dos fatores dose e cultivar. A cv. Ya-Li apresentou as médias mais altas em relação 

a Carrick, reduzindo o seu número de folhas em relação 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).  

 

Figura 4. Número médio de folhas em brotações de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, 

originadas de explantes submetidos a diferentes doses de radiação gama (Gy). 

UFPel, Pelotas/RS, 2009. 

Na cv. Carrick foi observado um aumento em relação ao controle (6,3) em todas as 

doses, exceto na dose de 40 Gy (5,4), porém, este aumento não foi superior as médias obtidas 

pela cv. Ya-Li em nenhuma dose utilizada. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam 

comportamentos não lineares em relação ao número médio de folhas, em contraste, 

ARUNYANART & SOONTRONYATARA (2002) verificaram um decréscimo linear 

estatisticamente significativo em plantas de lótus com o aumento das doses de radiação, assim 

como em crisântemo (MISRA et al., 2003) e petúnia (QUECINI et al., 2008). 
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O comprimento médio das brotações variou significativamente para os cultivares e 

doses estudadas. A cv. Carrick apresentou menor média no tratamento controle (1,72 cm) em 

relação 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). Já a cv. Ya-Li apresentou um decréscimo linear 

com o aumento das doses de radiação, reduzindo o comprimento das brotações em 45,0% na 

dose de 40 Gy (0,9 cm) em relação ao tratamento controle (Figura 5). Esta redução no 

comprimento das brotações foi também observada em W. japonica (HUNG & JOHNSON, 

2008) e em petúnia (QUECINI et al., 2008) quando da irradiação de seus explantes com raios 

gama. Em petúnia, também ocorreu uma redução de aproximadamente 50% nos 

comprimentos das brotações quando os explantes foram submetidos a 40 Gy de radiação.  

  

Figura 5. Comprimento médio das brotações regeneradas a partir de explantes 

de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li submetidos a diferentes doses de radiação 

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

Por outro lado, para a cv. Carrick ocorreu uma redução menos acentuada no 

comprimento das brotações, ou seja, 28,0% em relação 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 redução de 33% com o aumento das doses (NETO et 

al., 1994).  

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram um comportamento não linear para a 

maioria das variáveis estudadas, semelhantemente aos encontrados em petúnia (QUECINI et 

al., 2008). Estes autores verificaram oscilações nas respostas quanto às taxas de sobrevivência 

e altura das plantas, que foram menores em doses intermediárias (40-60 Gy) e maiores em 

doses mais altas (80-100 Gy).  

As variáveis número médio de brotações por explante, número médio de folhas e 

comprimento das brotações, exceto para o comprimento das brotações na cv. Ya-Li, 

apresentaram um incremento em relação 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 radiação em vários parâmetros morfológicos e fisiológicos do crescimento, como 

mudanças fisiológicas e bioquímicas (BEREZINA & KAUSHANSKII, 1989) resultando em 

crescimento vegetativo mais rápido e florescimento precoce (AL-OUDAT, 1990; CHARBAJI 

& NABULSI, 1999); modificação da morfologia das flores, época de florescimento e 

tolerância a estresse biótico e abiótico 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 radiação gama produzem efeitos deletérios, tais como diminuição do crescimento e 

danos genéticos (WATANABE et al., 2000). A radiação gama interfere nos processos de 

divisão celular, culminando em crescimento alterado e variabilidade morfológica (AMJAD & 

AMJUN, 2007). As doses elevadas podem gerar alta freqüência de mutações, mas baixas 

taxas de regeneração de culturas in vitro. O nível crítico da radiação gama nos quais mutações 

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

mesmo entre genótipos de mesmas espécies (KUMAR & CHAUDHARY, 1996). Isto pode 

ser observado pelas diferenças significativas que houve entre as cvs. Carrick e Ya-Li para as 

variáveis número médio de brotações por explante, número médio de folhas e comprimento 

das brotações em relação às doses de radiação gama. Tais diferenças 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 mudanças fenotípicas 

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 não nas doses mais baixas. 

Mudanças fenotípicas na morfologia das folhas, assim como deficiência de clorofila foram 

observadas em plantas de arroz (CHEN et al., 2001), aveia (COIMBRA et al., 2004), frutos de 

pêra (PEDRIERI, 2001) e estômatos em lótus (ARUNYANART & SOONTRONYATARA, 

2002). 

 

 

 

Figura 6- Brotações 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). 

 

a b c d 
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Enraizamento in vitro 

Não houve diferença significativa entre os cultivares utilizadas, independente das 

doses de radiação empregadas. No entanto, pode-se observar que ocorreu um aumento na taxa 

de brotações enraizadas quando as mesmas eram provenientes de explantes irradiados entre 5 

a 30 Gy em relação ao controle, com um máximo de 98% de enraizamento quando 

submetidas a 30 Gy (Figura 7). Por outro lado, houve um decréscimo acentuado na taxa de 

enraizamento nas brotações oriundas de explantes irradiados com 40 Gy (38%), percentagem 

inferior a obtida no tratamento controle (48%). Este decréscimo foi também observado no 

comprimento das raízes formadas nesta mesma dose somente para a cv. Carrick (dados não 

mostrados). Por outro lado, o número médio de raízes por brotação enraizada não foi afetado 

negativamente pela radiação (dados não mostrados).  

 

 

Figura 7- Percentagem de brotações de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, enraizadas 

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

UFPel, Pelotas/RS, 2009. 
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Para a aclimatização das brotações enraizadas in vitro não se verificou diferença 

estatística significativa entre os dois cultivares em relação às doses de radiação empregadas. 

Foi observado um aumento na taxa de aclimatização em todas as plantas oriundas de 

explantes irradiados em relação ao controle (23%), atingindo um máximo de 80% na dose de 

30 Gy (Figura 8).   

 

Figura 8- Percentagem de plantas aclimatizadas de pereira, cvs Carrick e Ya-Li, 

oriundas do cultivo in vitro após serem submetidas a diferentes doses de 

radiação gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009. 

Verificou-se que ocorreu acréscimo na percentagem de aclimatização em todas as 

doses analisadas em relação ao controle (26,8%), atingindo um máximo de eficiência nas 

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

Os resultados deste trabalho demonstram que as plantas provenientes de brotações, 

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 

radiação, 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 diminuição do enraizamento em relação ao controle, em 

ambas as cvs., com maior efeito no cv. Ya-Li, para o qual não foram obtidas brotações 

enraizadas. Resposta similar foi observada para o número médio de raízes por brotação 

enraizada nesta mesma dose de radiação, não afetando, entretanto, o comprimento das raízes 

(dados não mostrados).  

 

Figura 9- Percentagem de brotações enraizadas ex vitro obtidas de explantes de 

pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radiação gama, 

UFPel, Pelotas/RS, 2009. 

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

com sucesso, alcançando 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 aclimatização em todas as plantas 

oriundas de explantes irradiados, atingindo um mínimo na dose de 40 Gy (25%), contrariando 

os resultados obtidos por HUNG & JOHNSON (2008) com W. japonica, os quais observaram 

maiores taxas de aclimatização nas doses mais elevadas de radiação. Os resultados obtidos 

neste trabalho mostraram diferentes respostas das cvs. estudadas, de maneira análoga ao 

relatado por RODRIGUES & ANDO (2003) em cvs. de arroz tipo Japônica e Índica, que 

observaram maior sensibilidade a radiação das cultivares do grupo Japônica. 

 

Figura 10- Percentagem de plantas aclimatizadas de pereira, cvs. Carrick e Ya-Li, 

oriundas de brotações enraizadas ex vitro submetidas a diferentes doses de radiação 

gama. UFPel, Pelotas/RS, 2009. 

As raízes derivadas do enraizamento ex vitro foram menores do que aquelas 

formadas no enraizamento in vitro (Figura 11E e F). Também foi observada a presença de 

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

A B 

C D 

E F 
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As plantas enraizadas ex vitro apresentaram maior taxa de aclimatização do que as 

enraizadas in vitro. Isto pode ser ocasionado, conforme salientado por TIBOLA & 

FACHINELLO (2004) porque as plantas oriundas de meios com ágar não apresentam 

características adequadas às funções de absorção, determinando dentre outros fatores a morte 

das mudas quando transferidas para o solo.  

 

CONCLUSÃO 

Nas condições em que foi desenvolvido o trabalho pode-se concluir que: 

Irradiação de até 20 Gy de raios gama tendem a estimular a multiplicação e o 

crescimento das brotações em relação ao material não irradiado; 

As cultivares estudadas apresentam respostas diferentes em relação às doses de 

radiação administradas; 

Brotações enraizadas ex vitro apresentam maior capacidade de aclimatização das 

plantas em relação ao enraizamento in vitro. 
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RESUMO 

 

A pêra é a fruta fresca importada em maior quantidade pelo Brasil, tendo sua expansão 

dificultada pela inexistência de cultivares adaptadas às diferentes regiões 

potencialmente produtoras. A indução de mutação é considerada um método alternativo 

para aumentar a variabilidade genética, sendo o uso de radiações ionizantes um método 

eficaz. Técnicas moleculares, como a utilização de marcadores microssatélites (SSR), 

tem se apresentado como um avanço científico bastante útil e promissor, sendo 

utilizados na identificação de mutantes com potencial para o uso no melhoramento 

genético de cultivares já existentes e também na obtenção de novos genótipos. Este 

trabalho teve como objetivo verificar a possível variabilidade genética induzida por 

diferentes doses de radiação gama (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy) em clones de pereira 

(cultivares Carrick e Ya-Li) regenerados in vitro, por meio da análise 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 três  locos  SSR  para  a  cultivar Carrick  e quatro para a Ya-Li, 

os quais geraram de um a dois e um a três alelos, respectivamente. O polimorfismo foi 

caracterizado como ausência de fragmentos no perfil eletroforético e, todos os clones 

irradiados que mostraram a presença 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 relação às doses de 

radiação gama utilizadas. A utilização de marcadores SSRs mostrou-se eficaz na identificação 

de variantes genéticos gerados a partir de explantes expostos à radiação gama.  

 

Palavras-chave: Polimorfismo, marcadores moleculares, regeneração. 

 

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. 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A pereira é cultivada em muitos países o que torna a pêra uma fruta de grande 

aceitação e importância nos mercados internacionais (FIORAVANÇO, 2007). No Brasil, 

apesar do grande mercado interno para seus frutos, a produção é insuficiente para atender o 

consumo, sendo que dentre as fruteiras de clima temperado é a que possui menor expressão 

em termos de área cultivada, produção e valor da produção, com apenas 1.800 ha e 10,11 t ha
-

1
, sendo a produtividade bastante inferior às obtidas pelos vizinhos produtores, Argentina e 

Chile, que em 2007 atingiram 28,88 e 26,50 t ha
-1

, respectivamente (FAO, 2009). 

A falta de adaptação da maioria das cultivares de pereira de elevada qualidade às 

condições climáticas do Sul do Brasil, caracterizadas por excesso de umidade e pouca 

quantidade de horas de frio no outono e no inverno, estão entre os principais problemas desta 
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espécie. Além desses fatores há indefinição e pouco conhecimento em relação aos cultivares 

produzidos nas diferentes regiões potencialmente produtoras (SIMONETTO & 

GRELLMANN, 1999), a suscetibilidade às doenças (NAKASU & LEITE, 1992), a 

deficiência de tecnologias de manejo (BECKER, 2004; TREVISAN et al., 2005) e a falta de 

mudas/porta-enxertos em quantidades e livres de vírus (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 pêra, faz-se necessário o desenvolvimento de 

tecnologias que ampliem a qualidade e produção da cultura. A variabilidade genética 

constitui-se na essência dos processos evolutivos e do melhoramento vegetal, tornando-se 

imprescindível para a seleção natural e/ou artificial (JENNINGS et al., 1981).   

A indução de mutações tem um papel importante na geração de variações genéticas 

aumentando assim a possibilidade de criar novas cultivares com características desejáveis 

(VAN HARTEN 1998; AHLOOWALIA et al. 2004; SHU & LAGODA 2007). Recentes 

avanços na genômica têm estimulado grande interesse nas induções de mutação para estudos 

genéticos funcionais em plantas (WAUGH et al. 2006). Dentre os tipos de radiação 

potencialmente disponíveis para mutagênese estão à radiação ultravioleta (UV) e as radiações 

ionizantes (raios-X, raios gama, partículas alfa e beta, prótons e nêutrons), as quais penetram 

dentro dos tecidos e podem induzir um grande número de diferentes tipos de mudanças 

químicas (AHNSTRÖM, 1977). 

 As mutações baseadas nas radiações ionizantes e, principalmente, as induzidas pela 

radiação gama são amplamente usadas para melhorar a germinação de sementes, aumentarem 

a qualidade de produção 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 frutíferas, a radiação gama tem sido 
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usada para introduzir características úteis que afetam o tamanho das plantas, tempo de 

florescimento, amadurecimento dos frutos, autoincompatibilidade reprodutiva e resistência a 

patógenos (PREDIERI & ZIMMERMANN, 2001). 

A combinação de técnicas de cultivo in vitro e a mutagênese induzida por radiação 

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 características 

agronômicas importantes como cor e morfologia da flor, tempo de florescimento (MISRA et 

al., 2003) e resistência a estresse biótico e abiótico (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 hábito compacto e 

alta produtividade, que posteriormente foram lançados como novas cultivares (PREDIERI, 

1998b). 

A variabilidade genética induzida in vitro e por tratamentos mutagênicos ou por 

ambos pode ser detectada por diversas técnicas moleculares que fornecem diferentes 

abordagens para identificar variabilidade entre indivíduos, como proteínas (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 gênero Pyrus muitos estudos foram conduzidos para caracterizar diferentes 

genótipos e estabelecer relações 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 possuírem expressão 
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co-dominante e multialélica, além de possuírem o mais elevado conteúdo de informação de 

polimorfismo dentre os marcadores moleculares (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 

Esses marcadores são eficientes para caracterizar e discriminar populações muito 

relacionadas, permitindo determinar as relações 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, seleção, avaliação e multiplicação de genótipos desejáveis (AHLOOWALIA et al., 

2004), os melhoristas podem utilizar as técnicas de mutação em combinação com a cultura de 

tecidos e métodos moleculares para aumentar a eficiência de seleção.  Desta maneira, objetivo 

do presente estudo foi verificar a possível variabilidade genética induzida por diferentes doses 

de radiação gama em clones de pereira regenerados in vitro, por meio da análise de locos 

SSR. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizadas brotações clonais de pereiras dos cultivares Carrick (P. communis) 

e Ya-Li (P. bretschneideri), regenerados a partir de entrenós oriundos do cultivo in vitro, os 

quais foram irradiados com diferentes doses de radiação gama (0, 5, 10, 20, 30 e 40 Gy), 

obtida de uma fonte de 
60

CO com taxa de rendimento de 1,2204 Gy/min para um campo de 

30x30 cm e uma distância foco-objeto irradiado de 80 cm, pertencente ao Centro de 

Irradiação da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas. O DNA genômico 

foi extraído a partir de folhas jovens conforme protocolo descrito por DOYLE & DOYLE, 

1987. O número de clones avaliados para cada dose de radiação foi variável, de 3 a 18, em 

função dos percentuais de sobrevivência e aclimatização das mesmas. 
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Inicialmente foram selecionados oito pares de primers para análise de locos SSRs de 

pereira, desenvolvidos por YAMAMOTO et al. (2001; 2002a) (Tabela 1). As reações de 

amplificação foram realizadas com um volume total de 20 µl, contendo 10 mM Tris–HCl (pH 

8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.01% gelatina, 0.25 mM de cada dNTPs, 10 pmol de cada 

primer, 10 ng de DNA genômico, e 0.5 unidades de Taq polimerase (Invitrogen). Para a 

amplificação foram utilizados 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55–62 °C por 1 min e 72 °C por 2 

min, para desnaturação, anelamento e extensão, respectivamente, e mais um ciclo final de 

extensão a 72 ºC durante 5 minutos. Os produtos do PCR foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose a 3% e corado com brometo de etídio. A visualização dos géis foi realizada em 

um transiluminador com luz ultravioleta. 

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

(2001; 2002a). 

LocosSSR Sequência do Primer Forward (5’-3’) Sequência do Primer Reverse (5’-3’) 

NB 105a aaa caa ccg act gag caa cat c aaa atc tta gcc caa aat ctc c 

NH 23a gat gct aga agg aag gaa tga tgg ctt ttc aac ccc ttc acc ttc tc 

NH 27a taa tgt gtt ggg gag aga gag gct ctt gtt cct tcg tcc taa 

NH 005b tga gaa gaa tta gcc atg atg a tta cta ctt gcg tgc 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 tct gga cta tca cta ttt ctt c 

NB 109 atg ctc tat aaa acc cac cta cc aga ggg acc att gtg tta ttg tat 

KA4b aaa ggt ctc tct cac tgt ct cct cag ccc aac tca aag cc 

 

Os dados foram avaliados registrando-se a presença ou ausência de alelos nos géis 

para cada loco de microssatélite avaliado. Foram considerados polimorfismos os locos que 

apresentaram amplificação de alelos em todos os clones do tratamento controle (sem 

radiação) e apresentou simultaneamente presença e ausência dos alelos nos clones das 

cultivares que receberam os tratamentos de radiação (Tabela 1). Todas as análises moleculares 

foram conduzidas em duplicata. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Verificou-se que dos oito locos SSR selecionados sete amplificaram fragmentos de 

DNA em todos os clones micropropagados cujos entrenós não foram submetidos à radiação 

(controle), em ambas as cultivares. Somente para o loco KA4 não houve amplificação de 

alelos. 

Na análise de locos SSR dos clones controle, de ambas cultivares avaliadas, obteve-

se 100% de bandas monomórficas (Tabela 2), demonstrando que a técnica de 

micropropagação utilizada não 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 geração de 

polimorfismo em cultivares de pereiras européias e japonesas.  

 

Tabela 2- Número de clones testados, presença de banda e percentagem de polimorfismo de 

plantas de pereira regeneradas in vitro de entrenós não submetidos à radiação gama, 

cultivares Carrick e Ya-Li.  

 

 PRIMERS 

CULTIVARES Nº clones e Polimorfismo (%)   NB105 NH27 NH 23 NH 005 NH 26 NB109 NH 21 

 
Clones testados 18 6 18 6 6 6 8 

CARRICK 
Clones com bandas 18 6 18 6 6 6 8 

 
Polimorfismo 0 0 0 0 0 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 possível existência de variabilidade entre os clones regenerados de internós 

submetidos à radiação, sendo três para a cv. Carrick e quatro para a Ya-Li. De maneira geral, 

o número de alelos variou de um a três, com tamanhos de alelos variando de 145 a 350 pb 

dependendo do loco e da cultivar utilizada.  Não houve variações em relação ao tamanho 

dessas bandas dentro dos tratamentos e nem em relação 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 número de alelos gerados por locos SSR, os quais 

variaram de um a quatro com 50 a 380 pb, em estudo com caracterização 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 entrenós e submetidos a diferentes 

doses de radiação 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 

NH005 - 350 

(-) primer não testado  

 

Estudando a diversidade genética em 63 cultivares pereiras européias, WÜNSCH & 

HORMAZA (2007) encontraram 46 fragmentos amplificados com uma média de 6,6 alelos 

por loco SSR utilizando sete locos SSRs com variações de 90 a 257 pb. BRINI et al. (2008) 

estudando a diversidade genética de pereiras cultivadas na Tunísia identificaram variabilidade 

usando sete locos SSR, onde foi gerado um total de 36 fragmentos com um número 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 já foi demonstrada 

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

18, devido à sobrevivência e aclimatização dos mesmos ter sido diferente em função da dose 

de radiação 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 radiação (40 Gy) para 

ambas cultivares. Para a cv. Carrick foi registrado 100% de polimorfismo em todos os SSR 

testados, porém seu número amostral foi de apenas três clones (Tabela 4). Na cv. Ya-Li esta 

mesma porcentagem foi obtida em apenas um (NH 27) dos quatro SSR testados, porém o seu 

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

 

Tabela 4- Número de clones testados, presença de alelos e porcentagem de polimorfismo em 

plantas de pereira, cv. Carrick, regeneradas in vitro a partir de gemas adventícias irradiadas 

com diferentes doses de raios gama (Gy).  

         PRIMERS  

DOSES CARRICK  NB105         NH27          NH 23 

 Nº clones Testados 13 9 14 

5 Gy Nº clones com bandas 4 5 2 

 Polimorfismo (%) 69,23 44,4 85,71 

 Nº clones Testados 10 10 10 

10 Gy Nº clones com bandas 7 7 5 

 Polimorfismo (%) 30 30 50 

 Nº clones Testados 15 15 15 

20 Gy Nº clones com bandas 6 8 6 

 Polimorfismo (%) 60 46,6 60 

 Nº clones Testados 15 15 16 

30 Gy Nº clones com bandas 8 9 7 

 Polimorfismo (%) 46,66 40 56,25 

 Nº clones Testados 3 3 3 

40 Gy Nº clones com bandas 0 0 0 

 Polimorfismo (%) 100 100 100 

(-) clones não testados 
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Tabela 5- Número de clones testados, presença de alelos e porcentagem de polimorfismo em 

plantas de pereira, cv. Ya-Li, regeneradas in vitro a partir de gemas adventícias irradiadas 

com diferentes doses de raios gama (Gy).  

    PRIMERS    

DOSES YA-LI  NB105         NH27          NH 23 NH 005   

 Nº clones Testados 14 8 13 15   

5 Gy Nº clones com bandas 9 5 8 12   

 Polimorfismo (%) 35,71 37,5 38,46 20   

 Nº clones Testados 16 8 17 17   

10 Gy Nº clones com bandas 12 6 13 10   

 Polimorfismo (%) 25 25 23,52 41,17   

 Nº clones Testados 17 17 14 14   

20 Gy Nº clones com bandas 11 10 9 10   

 Polimorfismo (%) 35,29 41,17 35,71 28,57   

 Nº clones Testados 18 19 18 14   

30 Gy Nº clones com bandas 10 5 12 7   

 Polimorfismo (%) 44,4 73,68 33,3 50   

 Nº clones Testados 9 9 9 9   

40 Gy Nº clones com bandas 6 0 2 6   

 Polimorfismo (%) 33,3 100 77,7 33,3   

(-) clones não testados 

 Maior pocentagem de polimorfismo para a cv. Carrick foi encontrado na dose 40 Gy 

(100%), porém como citado anteriormente, o número amostral foi muito pequeno constituído 

de apenas três clones. A segunda dose que induziu maior porcentagem de polimorfismo foi a 

de 5 Gy, dose mais baixa de radiação utilizada. Resultados similares ao deste estudo foram 

observados por outros autores, os quais relataram encontrar efeitos benéficos resultantes de 

baixas doses de radiação gama alterando características de crescimento e desenvolvimento, 

melhorando a produção e a qualidade de plantas de cebola (WIENDL et al., 1995), mamão 

(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 radiação empregadas. A 

radiosensibilidade varia de espécie para espécie e mesmo entre genótipos de mesmas espécies 

(KUMAR & CHAUDHARY, 1996). De fato, este comportamento pôde ser observado pelas 

diferenças ocorridas entre as cultivares Carrick e Ya-Li em relação às doses de radiação gama. 

Outros autores também relataram diferenças de comportamento frente à radiação 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 polimórficas também foram encontradas em narciso chinês (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 obtenção de 

variantes usando tratamento com radiação gama. GONAI et al. (2006) obtiveram um híbrido 

intergenético entre pêra japonesa e maçã irradiando brotos com raios gama, o qual foi 

confirmado por meio da análise do padrão dos alelos de ambas linhas parentais, em todos os 

16 marcadores SSR testados comprovando a eficácia da radiação na indução de mutação.  

Os sete primers SSR utilizados neste estudo mostraram eficácia em identificar 

polimorfismo entre as duas cultivares de pereira e seus clones mutantes induzidos através da 

radiação gama (Anexos 1 e 2). FU et al. (2008) encontraram resposta contrária a deste estudo 

ao analisar o efeito da radiação gama em três genótipos de arroz. Através da análise de locos 

SSR nos clones que apresentaram características morfológicas distintas em relação aos 

controles não irradiados não foi encontrado polimorfismo em relação a seus pais. Em estudo 

similar HAUTEA et al. (2001) também não obtiveram resultados positivos em relação a 

análise com marcadores SSRs ao analisar mutantes induzidos com radiação gama em duas 

cvs. de banana através do uso 36 locos, no qual somente um foi capaz de detectar variação 

entre os clones não irradiados e irradiados.  
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O polimorfismo de locos SSR encontrado nas plantas de pereiras estudadas sugere 

que esses dois cvs. são suscetíveis à indução de mutação por radiação gama durante o cultivo 

in vitro e que as mutações ocorrem em regiões específicas no genoma dos clones irradiados. 

Devido ao tratamento com radiação gama, a taxa de variação 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 são valiosas na 

identificação e seleção de mutantes induzidos in vitro, e também em detectar a variabilidade 

baseados em perfis de DNA de clones mutantes induzidos, os quais não são distinguidos 

morfologicamente. A seleção assistida por marcadores moleculares pode fornecer um método 

valioso para os melhoristas rastrearem radiomutantes em uma ampla população fornecendo 

respostas de seleção com maior rapidez e eficácia. 

Embora o desenvolvimento de SSRs seja considerado laborioso e caro quando 

comparado com outros marcadores (FANG & ROOSE, 1997), oferece vantagens em relação a 

outros marcadores devido a sua reprodutibilidade, natureza multi-alélica, característica co-

dominante e abundância em genomas de plantas (YAMAMOTO et al., 2004; VARSHNEY et 

al., 2005). Além do mais, dados de outras culturas mostram que eles são extremamente 

eficientes como marcadores moleculares, altamente informativos e reproduzíveis (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 avaliação agronômica das mesmas. 
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CONCLUSÕES 

 

Nas condições em que o trabalho foi realizado pode-se concluir que: 

A utilização de irradiação gama é eficiente para gerar polimorfismo em plantas de 

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

Marcadores de locos SSRs são adequados e eficientes para detectar polimorfismo 

entre os clones de pereira irradiados com radiação gama oriundos do cultivo in vitro.  
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Quadro 1- Perfil de presença (P) e ausência (A) de bandas dos primers SSR avaliados nos 

clones de pereira, cultivar Carrick, oriundos da regeneração in vitro de gemas adventícias 

irradiadas com diferentes doses de raios gama (Gy). Quadros em branco correspondem a 

amostras não testadas. 

                         PRIMERS 

DOSE Clones NB105 NH23 NH27 NH005 NH26 NB109 NH21 KA4 

0 Gy 2260 P P             

0 Gy 2261 P P             

0 Gy 2262 P P         P A 

0 Gy 2263 P P P P P P P A 

0 Gy 2264   P         P A 

0 Gy 2265 P P P P P P P A 

0 Gy 2266 P   P           

0 Gy 2267 P P P P P P     

0 Gy 2268 P P             

0 Gy 2269 P P P P P P P   

0 Gy 2270 P P             

0 Gy 2271 P P             

0 Gy 2272 P               

0 Gy 2273   P             

0 Gy 2274 P P P P P P P   

0 Gy 2275 P               

0 Gy 2276 P P             

0 Gy 2277 P P             

0 Gy 2278 P P             

0 Gy 2279 P P         P   

5Gy 91 A P A           

5Gy 654 P P P           

5Gy 757 P A             

5Gy 832   A A           

5Gy 1002 A A A           

5Gy 1912 A A A           

5Gy 1914 P A P           

5Gy 1915 A A P           

5Gy 1925 A A P           

5Gy 2132 A A P           

5Gy 2152 A A             

5Gy 2184 A A             

5Gy 2185 A A             

5Gy 2187 P A             

10 Gy 1133 P P P           
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Continuação do quadro 1. 

10 Gy 1774 P P P           

10 Gy 1775 P A A           

10 Gy 1937 A P P           

   10 Gy 2135 A A P           

10 Gy 2135' A A A           

10 Gy 2188 P P P           

10 Gy 2188' P P P           

10 Gy 2190 P A P           

10 Gy 2190' P A A           

20 Gy 836 A A A           

20 Gy 1024 P P A     P P A 

20 Gy 1026 P P P           

20 Gy 1141 P P P           

20 Gy 1779 A A A           

20 Gy 1780 A A A           

20 Gy 1785 A A A           

20 Gy 1786' P P A           

20 Gy 1921 A A P           

20 Gy 1985 A A P           

20 Gy 2131 A A P           

20 Gy 2131' A P P           

20 Gy 2156 P A P         A 

20 Gy 2156' A A A           

20 Gy 2166 P P P           

30 Gy 152 A A A           

30 Gy 1036 P P P           

30 Gy 1168 P P P           

30 Gy 1169 A A A           

30 Gy 1788 A P P           

30 Gy 1790 P P P         A 

30 Gy 1791 P A A           

30 Gy 1793 A P P           

30 Gy 1793' A P P           

30 Gy 2153 P A P           

30 Gy 2154 P A P           

30 Gy 2158 A P A           

30 Gy 2159 P A A           

30 Gy 2182 P A P           

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 presença (P) e ausência (A) de bandas dos primers SSR avaliados nos 

clones de pereira, cultivar Ya-Li, oriundos da regeneração in vitro de gemas adventícias 

irradiadas com diferentes doses de raios gama (Gy). Quadros em branco correspondem a 

amostras não testadas. 

                                                                                                      PRIMERS 

DOSES    A     AMOSTRAS NB105 NH23 NH27 NH005 NH26 NB109 NH21 KA4 

0 Gy 49 P   P P P P     

0 Gy 51 P   P P P P     

0 Gy 154     P           

0 Gy 162 P P P P P P P   

0 Gy 171 P P P P P P P   

0 Gy 213       P         

0 Gy 225       P         

0 Gy 815 P P P P P P P A 

0 Gy 1057 P P P P P P P A 

0 Gy 1586 P P P P   P P A 

0 Gy 1629 P     P         

0 Gy 1631 P     P   P     

0 Gy 1644 P P P P P P P A 

0 Gy 1702 P P   P   P P   

0 Gy 1706 P P P P P P P A 

0 Gy 1710 P     P         

0 Gy 1715 P     P         

5Gy 1074 P P   P         

5Gy 1422 P P   P         

5Gy 1534   A   A         

5Gy 1543 P P   P         

5Gy 1592 P P   P         

5Gy 1605 P A   P         

5Gy 1653 P P P P   P P A 

5Gy 1653' A A P A     P   

5Gy 1654 A P   P         

5Gy 1658 P P   P         

5Gy 1723 P P   P         

5Gy 1726 P A   P         

5Gy 1794 A A   A         

5Gy 2016 A     P         

5Gy 2204 A     P         

10 Gy 107 P P P P         

10 Gy 110 P P P A         

10 Gy 117   P   A         

10 Gy 119 A A   A         
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Continuação do quadro 2. 

10 Gy 122 P P P A   A A A 

10 Gy 1083 P P   P         

10 Gy 1173 P P   P         

10 Gy 1245 P P   P         

10 Gy 1546 A A   P         

10 Gy 1553 A A   P         

10 Gy 1606 P P   A         

10 Gy 1610 P P   P         

10 Gy 1615 P P   A         

10 Gy 1664 P P   P         

10 Gy 1803 P P   P         

10 Gy 1853 P A   P         

10 Gy 2060 A P   A         

20 Gy 12 A P A P         

20 Gy 18 A P A P         

20 Gy 26 A A A P         

20 Gy 60 A A A P         

20 Gy 73 A   A A         

20 Gy 136 A A A P   A A A 

20 Gy 1112 P   P P         

20 Gy 1322 P P P A         

20 Gy 1562 P P P P         

20 Gy 1680 P P P P         

20 Gy 1685 P P P P         

20 Gy 1687 P A P A         

20 Gy 1757 P A P A         

20 Gy 1758 P P A P         

20 Gy 1869 P   P           

20 Gy 1871 P P P           

20 Gy 1879 P P P           

30 Gy 1036 P P A           

30 Gy 1131 P P A A         

30 Gy 1168   A P           

30 Gy 1568 P A P A         

30 Gy 1766 P A A A         

30 Gy 1772 P A P A         

30 Gy 1843 A A A A         

30 Gy 1887 A P A A         

30 Gy 1888 A P A P         

30 Gy 1890 A P A           

30 Gy 1891 A P A           
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Continuação do quadro 2. 

30 Gy 1907 A P A P         

30 Gy 1974 A P A P         

30 Gy 1986 A P A P         

30 Gy 1991 P P A P         

30 Gy 2093 P P A A         

30 Gy 2105 P P A           

30 Gy 2195 P A P P   P P A 

30 Gy 2197 P   P P         

40 Gy 1042 P A A P       A 

40 Gy 1335 A A A A         

40 Gy 1338 P A A P         

40 Gy 1339 P A A P         

40 Gy 1340 P A A P         

40 Gy 2110 A A A A         

40 Gy 2113 A A A A         

40 Gy 2212 P P A P         

40 Gy 2213 P P A P         
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