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RESUMO: A pereira € uma frutifera pertencente a familia &ese e ao género Pyrus. No
Brasil, a producao de peras é de aproximadamentmi2@oneladas por ano, que representa
menos de 10% do total da fruta consumida no paisaiga producdo se deve a falta de
cultivares adaptadas as condi¢cdes climaticas. Conpresente trabalho objetivou-se
identificar e avaliar a diversidade genética entreessos de pera (Pyrus communis L.), no
municipio de Lavras, localizado no Sul de MinasdBemegidao promissora para esse cultivo.
A caracterizagdo genética foi efetuada em 34 amgssmm base em 21 primers
microssatélites, as analises de agrupamento dostgas foram realizadas pelo método
Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Aveeagcom base no coeficiente de
Jaccard. O coeficiente de dissimilaridade para ®ds genotipos variaram de 0,125 a 0,752.
Os gendtipos UFLA 17 e UFLA 27, ambos coletadoPomar da Universidade Federal de
Lavras, foram as que apresentaram maior distan@aégica em relacdo as demais, e 0s
genodtipos CG7 e CG10 foram o que apresentaram asndissimilaridade genética, ambas
coletadas no Pomar comercial da Casa da Goiaba.@bsese que ha uma grande
variabilidade genética entre a maioria dos gendsigie pera estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Marcador microssatélite, caracterizacdo genéticaivedsidade
genéticaPyrus communis.

GENETIC DIVERSITY AMONG GENOTYPES PEAR

ABSTRACT: The pear is a fruit that belonging to the familysRoeae and the genus Pyrus.
In Brazil, pear production is approximately 20,0@bhs per year, which represents less than
10% of the total fruit consumed in the country, tbe production is due to the lack of
cultivars adapted to climatic conditions. The prgseork aimed to identify and evaluate the
genetic diversity among accessions of pear (PymsngunisL.), in Lavras, located in
southern Minas Gerais, promising region for thisogr Genetic characterization was
performed on 34 accessions based on 21 microgatglimers, the cluster analysis of
genotypes were performed by using Unweighted Peo Method with Arithmetic
Averages based on Jaccaithe dissimilarity coefficient for all genotypes et from 0.125
to 0.752.Genotypes UFLA17 and UFLA2Both collected in Federal University of Lavras
Orchard,showed the greatest genetic distance in relatiotméoother, and the genotypes CG7
and CG10 were what showed less genetic diversiyh collected in commercial orchard
Casa da Goiabdt was observethat there is a great variability among the majyoot pear
genotypes studied.

KEY WORDS: Microsatellite marker, genetic characterization, ngéic diversity, Pyrus
communid..
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INTRODUCAO

A pereira pertence a familRosaceae génerd’yrus E uma planta perene, oriunda
de paises de clima temperado, onde o frio hibegnatentuado. Compreende mais de 20
espécies, todas nativas do Velho Mundo do Hemisfdorte, sendo as mais importantes
pertencentes as seguintes espéétgais communi&. (Europeias — nativas do sul da Europa
e Asia) P. pyrifolia ou P. serotina(Asiaticas — nativas da MongoljaP. bretschneideri
(Chinesa) e hibridos entie. communis e P. pyrifoliaOutra espécie menos conhecida
comercialmente, porém muito utilizada em program@snelhoramento, em razdo de sua
rusticidade é ®.ussuriensegSiberiana), motivo pelo qual é muito cruzada ¢dncommunis
(Mitcham e Mitchell, 2007; Nakasu e Faoro, 2003).

A pera Pyrus communid.) é a fruta fresca importada em maior quantidpele
Brasil, segundo dados da Food and Agriculture Orgéion of the United Nations (2013),
em 2011, foram produzidos 20.532 toneladas da fratgais , aproximadamente 10% do
total da fruta consumida no pais. Sua producammalcse concentra na regiao Sul do pais,
existindo uma pequena producao em alguns estadSsdiste. Em Minas Gerais seu cultivo
€ pouco expressivo, em razdo da falta de cultivadeptadas a aspectos climaticos e a
presenca de materiais crioulo e de origem descatdec

De acordo com Fachinello et al. (2011), os entrapesimpossibilitam a producéo
satisfatoria no Brasil sdo problemas relacionadosgigor das plantas, tipo de porta-enxerto,
abortamento floral, insuficiéncia de frio hiberntlta de cultivares adaptadas as condi¢gfes
climaticas; no Sul de Minas Gerais diversas cult@dgentes em frio estdo sendo cultivadas
com éxito. O desenvolvimento de novas cultivards grabalhos de pesquisa que assegurem a
producdo continua dessa espécie em condi¢cdes adveosle ajudar no aumento de areas
cultivadas em nosso pais.

Apesar da grande diversidade genética nas espégideras, a producdo de frutas,
em geral, € dependente de um numero limitado diévards. Em particular, a producéo
mundial dePyrus communid.. € baseada em menos de dez variedades (Mourgus et
1996).

A caracterizagdo molecular tem sido utilizada coverdas finalidades, dentre elas a
quantificacdo e caracterizagédo da diversidade ganéfue € realizada por meio de medidas
de similaridade ou dissimilaridade, as quais s&8oalizadas por métodos de agrupamentos.
Com isso, os marcadores moleculares permitem aceggnotipo e a variabilidade do acido

desoxirribonucleico de acessos de plantas, asdmntificar polimorfismo (Pinheiro et al.,
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2011). O uso de marcadores moleculares é uma fentangue possibilita o programa de
melhoramento reduzir o tempo para a identificac@o diversidade genética entre o0s
individuos de interesse.

Um dos marcadores moleculares que se destacanmupartiidade em estudos de
diversidade genética sdo os marcadores molecutacesssatélites (SSR). Esses marcadores
fornecem um elevado nivel de informacdo genétical@mus em razdo de: Sua natureza
codominante, que lhes permite a separacao de dudisiheterozigotos e homozigotos; séao
altamente multialélicos, que os tornam altamentiengoficos dentre todos os marcadores
moleculares. Os marcadores microssatélites saaosbiile forma simples, por meio de
amplificagcdo vidPolymerase Chain Reactig@CR)e séo altamente reproduziveis e passiveis
de automatizacdo, que permite rapidez na avalidgdom grande numero de genotipos e
locos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Uma das formas de aumentar o niUmero de varied&dpsrd existentes é por meio
do melhoramento convencional, o qual requer vaaioss, em funcdo do longo periodo
juvenil e alto nivel de heterozigose da pera. Destalo, a introducdo de importantes
caracteristicas agrondmicas, por meio da transfgimayenética, podera ser um método
alternativo, rgpido e sem causar um grande numem@acbmbinacdes génicas (Mourgues et
al., 1996).

Objetivou-se com esse trabalho identificar e avalidiversidade genética de acessos
de pera, obtidos de cultivos localizados em um oipiw do Sul de Minas, pelo uso de

marcadores moleculares microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Folhas de individuos das populacbesPgeus sp foram coletadas no municipio de
Lavras, no Sul de Minas, os sitios de coleta favggomas da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) e um produtor da regido conhecido como CaaaGoiaba (CG), no total foram
coletados 34 materiais para este estudo.

Para a coleta de material vegetal foi necessaria paalronizacdo de metodologia
visto que nao existia protocolo para a mesma e terrahvegetativo das pereiras oxida-se
rapidamente. Assim, foi retirado um ramo com apmadamente 20 cm de comprimento,
contendo folhas recém- formadas. Este foi envolvao folhas de papel umedecido,

devidamente identificado e armazenado em caixasrimias enquanto era transportado para

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.2,m21-30, 2013.



24

o Laboratério de Eletroforese do Setor de Semerit&S da Universidade Federal de Lavras
- UFLA.

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o adét CTAB 2% (Ferreira e
Grataplaglia, 1998). Para a quantificacdo do DNAutdizado o NanoVue da marca GE
Healthcare e a pureza foi calculada por meio tecdie OD260/0OD280. A avaliacdo da
quantidade de DNA foi realizada, por meio de geladmarose 0,8% e visualizado em
equipamento de fotodocumentacao Vilber Lourmat. sAp@uantificacdo o DNA foi diluido
para a concentracao de 25ng.

As reacOes de amplificacdo dos fragmentos de DNranio realizadas em
termociclador Perkin Elmer Modelo Gene Amp PCR &ys® 2400, em um meio com
volume final de 2QL, contendo: DNA gendmico (25 ngprimer (10 pmol deprimer
forward, 10 pmol deprimer reverse)Tabela 01), juntamente com umix composto de: Agua
ultrapura esterilizada; tampao 10X; Mg(i25mM), dNTP (10 mM); Taq polimerase
(Invitrogen Life Technologies 5 WL). Em seguida, o material foi amplificado e reatia a
eletroforese a 120 V por 1 h e 45 min em gel deapolamida. As reacdes foram preparadas
em ambiente refrigerado, em recipiente com geloy @mnteiras autoclavadas e pipetas
separadas para esta finalidade. O intuito foi nmaotenaterial livre de qualquer tipo de
contaminagao.

O programa de amplificacdo consistiu 94°C de teatpea inicial por cinco min,
cinco ciclos de amplificacdo a 98 por 30 seg; 66C por 30 seg. Em seguida o material foi
submetido a mais 35 ciclos, iniciando a 94°C3fbseg, 52°C por 30 seg, 72°C por 30 seg.
A extensdo foi feita a 72°C por cinco mim. Apogea;des, os produtos de amplificacdo do

DNA foram armazenados em freezer a, aproximadanmétde
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Tabela 01 -Caracteristicas referentes aos 21 parqwideerstestados. Fprimer forward R:
primer reverse;
Identificagéo doprimer

Sequéncia dgrimer (5’ - 3)

Operon
NHOO01c F:AATACTAATCCTTTTTGCTAA
R:TCCATTCAATCTGTCTCGGTC
NH002b F:GGAGTCAGCGGCAAAAAAAG
R:CCCACTCCCTCCTCTTATTGT
NHOO05b F- TGAGAAGAATTAGCCATGATGA
R:TTACTACTTGCGTGCGTTCC
NH007b F-TACCTTGATGGGAACTGAAC
R:AATAGTAGATTGCAATTACTC
NHO008b F:GGAAAGAGAAGGAAGAAGAGAAGG
R:TGATAGGGGCATTTCGGTAA
NHO009b F:CCGAGCACTACCATTGA
R:CGTCTGTTTACCGCTTCT
NHO11b F:GGTTCACATAGAGAGAGAGAG
R:TTTGCCGTTGGACCGAGC
NHO13b F:GGTTTGAAGAGGAATGAGGAG
R:CATTGACTTTAGGGCACATTTC
NHO12a F:CCGCCAGTACCCATCTCCA
R:ACCACTCAAACCCCCCCTC
NHO14a F:CAAACCTAACCCTAAATACC
R:TGTTCATATATTCATCACTC
NHO15a FTTGTGCCCTTTTTCCTACC
R:CTTTGATGTTACCCCTTGCTG
NHO17a F:CAGAAAGGAGAGGGCTACAG
R:CCCTCACCCAATCAAAACTC
KA4b F:AAAGGTCTCTCTCACTGTCT
R:CCTCAGCCCAACTCAAAGCC
KAB F:CAACAACAACAAAAAACAGTAA
R:AGCCTTAGAAATAGAAACAACA
KA14 FTCATTGTAGCATTTTTATTTTT
R: ATGGCAAGGGAGATTATTAG
KA16 F: GCCAGCGAACTCAAATCT
R: AACGAGAACGACGAGCG
KB16 F: AAAGAACAGCAAGAACCA
R: GATTTTGTCCGCAGGT
KU10 F:AGAGTCGGTTGGGAAATGATTG
R:AGTATGTGACCACCCCGATGTT
BGA35 F: GCTTCATCACCGTCTGCT
R: AGAGGGAGAAAGGCGATT
BGT23b F: CACATTCAAAGATTAAGAT
R: ACTCAGCCTTTTTTTCCCAC
HGASD F: CATAGAGAAAGCAAAGCAAA

R: AACAAGCAAAGGCAGAACAA
Fonte: Gianfranceschi, Seglias e Tarchini (1998amamoto et al. (2002)
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Em cada microtubo contendo g0Q de DNA amplificado foram adicionados cinco
uL de corantestop solution Desta mistura, 1QL foram aplicados nas canaletas do gel de
poliacrilamida 1,5% e submetidos a eletroforese@mpao TBE 1X a 120V por uma hora e
quarenta e cinco minutos. Para efeito de comparagddamanho dos fragmentos, foi
utilizado como padrdo o DNA Ladder 100 bp. ApGsdetreforese, o gel de poliacrilamida foi
submetido & coloragcdo com prata e visualizado mosiiuminador da marca Hoefer
MacroVue modelo Vis-45.

Os produtos da amplificacéo, visualizados no geldyzidos por cadprimer, foram
utilizados na elaboracdo de uma matriz de siméalédgenética, por meio do registro da
presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no gletfibforético de cada gendtipo. Os dados
foram empregados para estimar todas as analisescugntes.

As matrizes binarias foram usadas para a obtergsi@stimativas de similaridades
genéticas $gi), com auxilio do programa XLSTAT (Addinsoft®, véaos 2013.2 Free),
empregando-se o coeficiente de Jaccard. Com basmatdz de similaridade genética
Jaccard, foi realizado o agrupamento dos genétigidzando o métoddJnweighted Pair-
Group Method with Arithmetic AveragdsPGMA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 21 pares dprimersselecionados para a analise de diversidade gem&gcd4
acessos de pera foram selecionados com base hathtra de Gianfranceschi et al. (1998) e
Yamamoto et al. (2002).

No total foram encontrados 189 fragmentos, sendb (¥9,8%) polimorficos, os
quais forneceram uma média de 7,19 fragmentos pditns porprimer. O maior nimero de
fragmento polimoérficos, 16, foi registrado pamer NHO9b, seguidos pelo loco KA16 que
amplificou 15 alelos, enquanto o menor namero ecomo primer NHO14a, um total de
quatro fragmentos polimorficos, seguido pglosner NHO02b e KA4b com cinco alelos e os
primer NHOO7b, KB16 e KA5 com sete alelos. Yakovin et @011) desenvolveu um
trabalho de diversidade genética utilizando 47 sxesle pera e apenas ciqmimers um
namero bem menor de iniciadores que o utilizadpresente trabalho, a consequéncia do uso
de um numero reduzido daimers é o baixo nimero de informacdo dos gendtipos em
guestao.

Santos et al. (2011), na caracterizacdo molecular de aseste Pyrus spp.

provenientes da Espanha, utilizaramp2iiners SSR, diferentes dos utilizados neste trabalho,
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para analisar a diversidade molecular de 221 ases2a cultivares comerciais de pera, o que
gerou informacgéo suficiente para um resultado sonci

Pelos valores publicados, conforme observado emrshg resultados das pesquisas
mencionadas, o numero de primers e fragmentosstaitilizados no presente trabalho, é
maior que os utilizados em diversas literaturas c@antos et al. (2011), Miranda et al.
(2010) e Pinheiro et al. (2012).

Os coeficientes de dissimilaridade de Jaccardtpdi@s os 34 gendtipos variaram de
0.125 entre os acessos sete e 10, a 0,752 erdiessos 27 e 17. O dendrograma foi gerado
pelo método UPGMA. Um corte feito a 0,543 (médiaddsimilaridade genética) separou 0s
gendtipos em quatro grupos (Figura0l). Como o jpabobjetivo do trabalho € identificar a
diversidade genética para posterior estabelecimdamtom banco de germoplasma na regiao

de Sul de Minas visando progredir no melhorameatetico com essa frutifera
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Figura 01 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio aisirde dissimilaridade de
Jaccard, poprimersSSR, entre os genotipos grus communik.

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.2,m21-30, 2013.



28

Os individuos foram divididos em 6 grupos (Fig02) aonde o grupo 2, 3, 4, 5 e 6 sé@o
formados apenas por genotipos coletados na UrilaelsiFederal de Lavras, aonde se encontram 0s
gendtipos com maior dissimilaridade genética (gr2p® grupo 4), e o grupo 1 é formado pelos 10
genadtipos provenientes da Casa da Goiaba e quadigos da UFLA, nesse grupo se encontra os

dois individuos com menos dissimilaridade genética.
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Figura 02 — Dendrograma de agrupamento gerado pelo méto@MARpor meio da matriz de
dissimilaridade de Jaccard.

A alta dissimilaridade genética entre alguns gponétdo municipio de Lavras é
devido a diversidade do material cultivado na regiéga aquisicdo de mudas das mais
diferentes origens, ja que estes acessos forantadok em diversas propriedades do
municipio. Além disso, a espécie em questao aptiesemoincompatibilidade, o que favorece
a alogamia e consequentemente uma maior diversgtadica.

O grande interesse em identificar os genotipos w@ior divergéncia genética € o
posterior estabelecimento de um banco de germoplasmSul de Minas Gerais com 0s

materiais de maior interesse para o programa deamsghento genético.

CONCLUSOES

Ha uma grande variabilidade genética entre a maaidos gendtipos déyrus
communid.. estudados;

A média de divergéncia genética entre os gendgptgiados é maior que 50%.
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