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RESUMO

A pereira ¢ uma frutifera pertencente a familia Rosaceae e ao género
Pyrus. No Brasil, a producao de peras é de aproximadamente 16 mil toneladas
por ano, que representa menos de 10% do total da fruta consumida no pais, a
baixa produgdo se deve a falta de cultivares adaptadas as condi¢des climaticas.
Com o presente trabalho objetivou-se identificar e avaliar a diversidade genética
entre acessos de pera (Pyrus communis L.), em seis municipios do Sul de Minas
Gerais (Carrancas, Itumirim, Lavras, Nepomuceno, Perddes e Ribeirdo
Vermelho). A caracterizacdo genética foi efetuada em 147 acessos de sete
populagdes, com base em 21 primers SSR, as analises de agrupamento dos
genotipos foram realizadas pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averages) com base no coeficiente de Jaccard. A
similaridade genética entre as populacdes foi calculada pelo indice de identidade
de Nei. Em todos os primers foram observadas bandas polimoérficas sendo que
estas corresponderam a aproximadamente 93% do total de bandas observadas;
em meédia, cada iniciador produziu 8,4 fragmentos. O coeficiente de
dissimilaridade para todos os genoétipos variaram de 0,032 a 0,69. As populacdes
dois e sete , respectivamente das regides de Perddoes - MG e Lavras - UFLA
foram as que apresentaram maior distancia genética em relagdo as demais e
agruparam-se separadamente com similaridade de 0,83. Em contrapartida, as
populacdes dois e quatro , respectivamente de Perddes e Ribeirdo Vermelho,
apresentaram a maior semelhanca genética, em torno de 0,94. Também foi
constatado que a populagdo sete , coletada na regido de Lavras - UFLA, foi a
que apresentou maior numero de bandas polimérficas, obtendo assim a maior
porcentagem de polimorfismo (86,24%) e, consequentemente, maior diversidade
genética. Ja as populagdes dois e cinco , provenientes de Perddes e Lavras - CG,
apresentaram o menor numero de fragmentos em heterozigose e,
consequentemente, a menor diversidade genética. Observou-se que ha
variabilidade genética entre os acessos de pera estudados. .

Palavras-chave: Marcador microssatélite, caracterizacdo genética, diversidade
genética



ABSTRACT

The pear is a fruit belonging to the family Rosaceae and the genus
Pyrus. In Brazil, the production of pears is approximately 16.000 tonnes per
year, which represents less than 10% of the total fruit consumed in the country,
the low production is due to lack of cultivars adapted to climatic conditions. This
study aimed to identify and evaluate genetic diversity among accessions of pear
(Pyrus communis L.) in six cities of Southern Minas Gerais (Carrancas,
Itumirim, Lavras, Nepomuceno, Perddes and Ribeirdo Vermelho). Genetic
characterization was performed in 147 accessions of seven populations, based on
21 SSR primers, the cluster analysis of genotypes were performed by using
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averages) based on
Jaccard. The genetic similarity between populations was calculated by Nei's
identity index. In all primers were observed polymorphic bands corresponded to
approximately 93% of the observed bands, on average, each initiator fragments
produced 8.4. The dissimilarity coefficient for all genotypes ranged from 0.032
to 0.69. Populations 2 and 7, respectively in the regions of Perddes and Lavras -
UFLA showed the greatest genetic distance compared to the others and were
grouped separately with similarity of 0.83. However, population 2 and 4,
respectively Perdoes and Ribeirdo Vermelho, showed the greatest genetic
similarity, about 0.94. It was found that population 7, collected in Lavras -
UFLA, showed the highest number of polymorphic bands, thus obtaining the
highest percentage of polymorphism (86.24%) and consequently greater genetic
diversity. Already populations 2 and 5, from Perddes and Lavras - CG, showed
the lowest number of fragments in heterozygous and consequently the lowest
genetic diversity. It was observed that there is variability among the accessions
studied pear.

Keywords: microsatellite marker, genetic characterization, genetic divergence.
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1 INTRODUCAO

A pera (Pyrus communis L.) é a fruta fresca importada em maior
quantidade pelo Brasil e sua producéo nacional se concentra na regido Sul do
pais, existindo uma pequena produgdo em alguns estados do Sudeste. Em
Minas Gerais seu cultivo € pouco expressivo, em razdo da falta de cultivares
adaptadas a aspectos climaticos e a presenca de materiais crioulo ¢ de
origem desconhecida.

Apesar da grande diversidade genética nas espécies frutiferas, a
producdo de frutas, em geral, ¢ dependente de um ntmero limitado de
cultivares. Em particular, a produ¢do mundial de Pyrus communis L. ¢é
baseada em menos de dez variedades (MOURGUES et al., 1996).

A caracterizacdo molecular tem sido utilizada com diversas
finalidades, dentre elas a quantificagdo e caracterizacdo da diversidade
genética, que ¢ realizada por meio de medidas de similaridade ou
dissimilaridade, as quais sdo visualizadas por métodos de agrupamentos.
Com isso, os marcadores moleculares permitem acessar o genotipo e a
variabilidade do acido desoxirribonucleico (DNA) de acessos de plantas,
assim, identificar polimorfismo.

Um dos marcadores moleculares que se destacam por sua utilidade
em estudos de diversidade genética sdo os marcadores moleculares
microssatélites (SSR).  Apresentam caracteristica codominante, que lhes
permite a separagdo de individuos heterozigotos e homozigotos, sdo
multialélicos, que os tornam altamente polimoérficos dentre todos os
marcadores moleculares. Os marcadores microssatélites sdo obtidos de
forma simples, por meio de amplificacdo via PCR (polymerase chain
reaction) e sdo altamente reproduziveis e passiveis de automatizagdo, que
permite rapidez na avaliacdo de um grande ntimero de genotipos e locos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Objetivou-se com esse trabalho identificar e avaliar a diversidade

genética de acessos de pera, obtidos de diferentes populagdes de cultivo
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comercial e familiar do Sul de Minas Gerais, pelo uso de marcadores

moleculares microssatélites.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DA PERA

2.1.1 Origem, histéria e botanica da pereira

A pereira pertence a familia Rosaceae e género Pyrus. E uma planta
perene, oriunda de paises de clima temperado, onde o frio hibernal é
acentuado. Compreende mais de 20 espécies, todas nativas do Velho Mundo
do Hemisfério Norte, sendo as mais importantes pertencentes as seguintes
espécies: Pyrus communis L. (Europeias — nativas do sul da Europa e Asia),
P. pyrifolia ou P. serotina (Asidticas — nativas da Mongolia), P.
bretschneideri (Chinesa) e hibridos entre P. communis e P. pyrifolia. Outra
espécie menos conhecida comercialmente, porém muito utilizada em
programas de melhoramento, em razdo de sua rusticidade é a P.ussurienses
(Siberiana), motivo pelo qual é muito cruzada com P. communis
(MITCHAM; MITCHELL, 2007, NAKASU; FAORO, 2003). Outras
espécies ainda sdo utilizadas como porta-enxerto (P. calleryana Dcne e P.
betulaefolia Bge), para a induastria (P. nivalis Jacp.) e com finalidades
ornamentais (P. calleryana Dcne) (MITCHAM; MITCHELL, 2007).

O desenvolvimento de modernas variedades teve inicio em 1700 na
Bélgica, onde havia adequadas condi¢des de crescimento para as pereiras:
baixa temperatura, umidade e solos pesados. O padre belga Nicholas
Hardenpont foi o primeiro melhorista noticiado, cultivando seedlings de
pereira, produziu a primeira variedade de polpa macia e suculenta batizada
como “fruta manteigosa” (MITCHAM; RACHEL, 2007).

Outros melhoristas amadores foram seus seguidores, tal como o
farmacéutico e fisico Jean Baptiste Von Mons, o qual em seu “Viveiro da
Fidelidade” caracterizou mais de 80 mil seedlings (MITCHAM;
MITCHELL, 2007). Segundo registros, durante o século XVI a XVIII a

Franca era o maior produtor de pera, possuindo no ano de 1867 cerca de 900



15

cultivares e no século XVIII, na Bélgica, foram desenvolvidas as cultivares

Beurré Bosc, Beurré D’Anjou, Flemish Beauty e Winter Nelis (LAYNE;
QUAMME, 1975).

Nao foram encontrados relatos historicos da introdug¢do da pera no
Brasil, no entanto, a espécie mais difundida é a Pyrus communis L.,
popularmente conhecida como pera europeia, essas sao alégamas, diploides
(2n=34, n=17), andréginas e apresentam auto-incompatibilidade
(QUEZADA; NAKASU; HERTER, 2003).

As gemas de pereira sdo mistas, pois apresentam a parte floral e a
parte vegetativa na mesma estrutura. As folhas sdo serradas, crenadas ou
inteiras, sdo involutas na gema e pecioladas, apresentando duas estipulas
bem desenvolvidas na base (QUEZADA; NAKASU, 2003).

As flores sdo brancas e raramente rosadas. O calice é composto de
cinco sépalas e as pétalas, também em numero de cinco, apresentam formato
de unha. Apresentam de 20 a 30 estames com anteras comumente vermelhas
(LAYNE; QUAMME, 1975). Os estiletes variam de dois a cinco e sdo
livres, porém, estreitamente unidos na base. Os ovarios sdo inferos, tendo
cinco loculos com dois 6vulos por loculo, apresentando, no maximo, um
conjunto com dez sementes por fruta (BELL et al., 1996).

A pereira apresenta flores completas, androginas e com auto -
incompatibilidade gametofitica, caracteristica muito comum em frutiferas de
clima temperado, geralmente sdo polinizadas por insetos (LEITE; SOUZA,
2003). A eficiéncia do processo de polinizagdo depende de fatores
relacionados a cultura a ser polinizada, como, por exemplo, estrutura e
morfologia da flor, horério de liberacdo do polen, viabilidade e longevidade
do polen, periodo de receptividade do estigma, vida 1util dos o6vulos e
concentracao e conteudo de agucar total de seu néctar (FREITAS, 1996).

O fruto da pereira, a pera, assim como a magd, ¢ um pseudofruto,
formado pelo ovario envolvido pelo recepticulo floral, carnoso e muito
desenvolvido que ¢ a por¢do comestivel de frutos (Figura 1). Sdo bagas

grandes e suculentas, que existem em milhares de variedades e se
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diferenciam pela forma, tamanho, cor, consisténcia, sabor, aroma e casca. Os
formatos vao das que lembram um violdo as redondas. Os tamanhos podem
variar de seis a 15 cm de comprimento; a cor pode ir do verde ao amarelo,
passando pelo castanho e o vermelho. Quanto a consisténcia, os tipos de pera
variam entre a dura e granulosa e a macia e cremosa, que “derrete na boca”,
caracteristica que concedeu a pera o apelido de “fruta manteiga”

(BARBOSA et al., 1995).



Figural Ilustragdo botanica de Pyrus communis L. (THOME, 2012)
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2.1.2 Importancia Econdmica da Pereira

A pera ¢ uma das frutas frescas importada em maior quantidade pelo
Brasil. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Frutas - IBRAF (2009), em
2011, foram importadas aproximadamente 210 mil toneladas, superando
em 10,79% a quantidade de 2010. O Brasil importa até 90% da fruta in
natura consumida no pais. Os principais paises fornecedores sdo: Argentina
(81,8% do total importado), Portugal (8,4%), Estados Unidos da América
(6,2), Espanha (2,3), e outros (1,3). Assim ¢ possivel afirmar que a cultura da
pereira constitui uma importante oportunidade no mercado brasileiro.

Segundo Fachinello et al. (2011), os entraves que impossibilitam a
producdo satisfatéria no Brasil s3o problemas relacionados ao vigor das
plantas, tipo de porta-enxerto, abortamento floral, insuficiéncia de frio
hibernal, falta de cultivares adaptadas as condi¢des edafoclimaticas. O
desenvolvimento de novas cultivares e de trabalhos de pesquisa que
assegurem a producdo continua dessa espécie em condigdes adversas pode
ajudar no aumento de areas cultivadas em nosso pais.

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma
produgdo de aproximadamente 42 milhdes de toneladas ao ano, mas
participa com apenas 2% do comércio global do setor, que demonstra o
forte consumo interno (ANUARIO..., 2012). A area plantada com frutas no
pais ¢ de aproximadamente 1,9 milhdes de hectares.

As frutas que mais contribuem no volume total da producdo
brasileira sdo a laranja, banana, abacaxi, melancia ¢ mamao que, juntas,
somam aproximadamente 30 milhdes de toneladas. Nesse contexto, a
produgdo de frutas de clima temperado representa apenas 7,5 % da produgéo
nacional (Tabela 1) e 8 % da area total cultivada com frutiferas no Brasil
(Tabela 2); no entanto, sdo responsaveis por aproximadamente 37 % do
valor total das exportagdes de frutas do pais. Esses valores demonstram a

grande importancia da fruticultura de clima temperado, principalmente nas
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exportagdes, as quais sao necessarias para manter a balanca comercial

positiva.

Tabela 1 Produgdo das principais frutiferas de clima temperado, entre os
anos de 2005 ¢ 2010.

Produgdo (toneladas)

Ano  Figo Maga Marmelo Pera Péssego Uva

2010 25727 1275850 964 16367 220739 1305670
2009 24146 1222890 975 14856 216236 1365490
2008 22565 1124160 905 17391 239149 1421430
2007 23225 1115380 931 17074 185959 1371560
2006 25476 863019 910 18161 199719 1257060
2005 23697 850535 1078 19746 235471 1232560

Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO
(2012)

Tabela 2 Area colhida das principais frutiferas de clima temperado, entre os
anos de 2005 e 2010.

Area colhida (ha)

Ano Figo Macga Marmelo Pera Péssego Uva

2010 2933 38536 209 1533 20194 79970
2009 2886 38205 211 1394 19043 81355
2008 2859 38072 197 1609 21320 79946
2007 2850 37832 196 1650 22398 78273
2006 3007 36107 185 1723 22453 75354
2005 2911 35493 215 1759 23794 73203

Fonte: FAO (2012)

As frutiferas de clima temperado estdo distribuidas em 11 dos 26
estados brasileiros, o Rio Grande do Sul responde por aproximadamente
49,3 % do total produzido no pais, seguido de Santa Catarina (23,2 %), Séo
Paulo (10,3 %), Parana (6,2 %), Pernambuco (5,3 %), Bahia (3,0 %) e Minas
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Gerais (1,8 %) (Tabela 3). Além desses, as frutiferas de clima temperado

estdo presentes no Estado do Rio de Janeiro, Paraiba, Mato Grosso ¢ Goias.

Tabela 3 Participacdo de cada Estado na producado das principais frutiferas de
clima temperado em 2010.

Fruta Producéo . o
(toneladas) Participagdo de cada Estado (%)
Figo 25797 RS (43,0); SP (20,7);(1;/[5G)(20,5); SC (10,3); PR
Maga 1275850 SC (50,9); RS (45,5)(;0PZI§ (3,2); SP (0,1); MG
Marmelo 964 MG (51,4); BA (27,9); RS (20,7)
Pera 16.367 RS (56,8); PR (24,7);(281;‘)(10,4); MG (5,7); SC
Péssego 220.739 RS (65,1); SP(14,0);(1}/[6G) (11,8); PR (7,5); SC

RS(54,2); SP(13,6); PE(11,7); PR(7,5); BA(6,7);

Uva 1303670 (5,0 MG (0.9); PB (0,1); MT (0,1); GO(0.2)

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2012)

A fruticultura participa diretamente na economia do pais, por meio
do valor das exportagdes e mercado interno e pode-se salientar ainda a
importancia no carater econdmico-social, uma vez que estd presente em
todos os estados brasileiros, sendo responsavel pela geragdo de 5,6 milhdes
de empregos diretos, o equivalente a 27 % do total da mdo - de - obra
agricola do pais. O setor de fruticultura esta entre os principais geradores de
renda, emprego ¢ de desenvolvimento rural do agronegdcio nacional. A
atividade fruticola possui elevado efeito multiplicador de renda e, portanto,
com for¢a suficiente para dinamizar economias locais estagnadas e com
poucas alternativas de desenvolvimento (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

O aumento da area cultivada e a produgdo de frutas de clima
temperado t€m crescido no Brasil. As exportacdes brasileiras de frutas

frescas passaram por um periodo negativo de cinco anos, entre 1994 e 1999,
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em que o valor importado foi maior do que o exportado, resultando em
déficit na comercializagdo de frutas (FAO, 2012).

Essa situagdo mudou a partir de 1999, quando o valor exportado pas-
sou a ser maior do que o valor importado e, a partir dai, o pais vem somando
sucessivos resultados positivos com as exportagdes de frutas frescas. No ano
de 2011, o pais exportou aproximadamente 680.000 toneladas de frutas, o
que significou US$S 633 milhdes (IBRAF, 2009), dos quais as frutas de clima
temperado representaram 197.964 toneladas.

Dessa forma, ¢ notavel a importincia da fruticultura de clima
temperado para o desenvolvimento da fruticultura nacional. As frutas mais
produzidas s3o, em ordem decrescente, uva, mag¢a, pé€ssego, caqui, figo, pera
e marmelo. O crescimento total no periodo de 1999-2009 foi de 43,5 %,

que corresponde a 4,35% ao ano (FACHINELLO et al., 2011).

2.1.3 Cultivares de Pera

No Brasil, o cultivo da pereira ¢ feito com sucesso na regido Sul e
em escala modesta, em areas com altitude acima de 600 m de Sdo Paulo, Rio
de Janeiro e Minas Gerais. O plantio deve ser feito com base em mudas
enxertadas das melhores cultivares disponiveis. Os frutos podem ser
consumidos tanto ao natural como industrializados, em compotas, sucos e
adicionados em iogurtes. A colheita ¢ realizada entre os meses de dezembro
a abril. As safras consideradas comerciais sdo obtidas a partir do quinto ano
de instalacdo do pomar. Colhem-se os frutos pela coloragdo. A colheita ¢
manual, em cestas ou caixas (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2007).

O cultivo comercial de frutiferas temperadas distribui-se por
diversas regides paulistas, gragas as agdes de programas locais de pesquisas,
principalmente de melhoramento genético, de introdugdo e avaliacdo de

cultivares e de sistemas de cultivo (BARBOSA et al., 1997).
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Os resultados alcangados tém estimulado os fruticultores a
investirem nesse mercado, popularizando culturas como videira e frutiferas
de carogo.

Com isso, muitos pomares de frutas de clima temperado foram
instalados em regides novas, pouco pesquisadas quanto a adaptacdo
climatica e cultural.

No Brasil as cultivares mais utilizadas sdo:

Hibridos - IAC: ‘Primorosa’ (IAC 9-3), ‘Centenaria’ (IAC 9-47),
‘Seleta” (IAC 16-28), ‘Triunfo’ (IAC 16-34) e ‘Tenra’ (IAC 15-20,
polinizante).

Peras rusticas tradicionais: tipo D'dgua (‘Branca’, ‘D'agua’ de
‘Valinhos’ e ‘D’agua de Sao Roque’), tipo Francés (‘Madame Sielboldt’ e
‘Grazzine’) e tipo dura ou d'agua de outono (‘Kieffer’, ‘Schmidt’ e ‘Parda’).

Peras orientais: ‘Okussankichi’, ‘Hossui’, ‘Kossui’, ‘Atago’ e ‘Yari’
(para regioes mais frias).

Pera europeia: ‘Packham's Triumph’ (para regides mais frias).

Porta-enxertos: pereiras comuns (‘Kieffer’ ou ‘Parda’); Pyrus
betulafolia bunge; Pyrus calleryana Decne e marmeleiros (‘Portugal’ e
‘Provence’) (CAMPO DALL’ORTO et al., 1996).

Na regido sul do estado de Minas Gerais, as peras rusticas tipo D'agua
predominam entre os produtores familiares, ja nas populagdes Lavras — Casa
da Goiaba, Carrancas e Lavras — UFLA foi relatado o plantio de hibridos

IAC, além das peras risticas encontradas na regido.

2.2 MARCADORES MOLECULARES

Uma das formas de aumentar o nimero de variedades de pera
existentes ¢ por meio do melhoramento convencional, o qual requer varios
anos, em funcdo do longo periodo juvenil e alto nivel de heterozigose da
pera. Deste modo, a introdugdo de importantes caracteristicas agrondmicas,

por meio da transformagdo genética, poderda ser um método alternativo,
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rapido e sem causar um grande numero de recombinagdes génicas
(MOURGUES; CHEVREAU; LAMBERT, 1996).

De acordo com Caboni, Lauri ¢ Angelo (2000), o estabelecimento de
um protocolo de regeneracdo € um dos pré-requisitos para programas de
melhoramento genético. Estudos de melhoramento tém sido extensivamente
utilizados como potentes ferramentas, tanto no que diz respeito a obtengdo
de cultivares com vantagens econdOmicas, como alta produtividade ¢ melhor
aspecto dos frutos, quanto a caracterizagdo e conservacdo de material
genético (PEREIRA, 1984).

A variagdo genética tem sido estudada pelos caracteres fenotipicos,
que sdo frequentemente influenciados por condigdes ambientais (PESSON,
2011). Tais estudos, no entanto, passaram a ser complementados, nas ultimas
décadas, por técnicas moleculares (DREW, 1997; SUNIL, 1999), como
marcadores moleculares, cujo conhecimento pode auxiliar, tanto em estudos
de mapeamento genético de populacdes quanto na identificagdo de hibridos
de interesse nas geracdes de individuos e na selecdo de potencial porta-
enxerto, possibilitando ainda a defini¢do de estratégias para conservagao de
recursos genéticos (SANTOS et al., 2007).

A utilizacdo de marcadores moleculares ¢ uma ferramenta chave que
possibilita aos programas de melhoramento determinar mapeamento e
diagnodsticos genéticos, taxonomia molecular, analises de integridade
genética e estudos evolutivos de macro e microrganismos. Alternativamente,
o uso de marcadores genéticos, baseados na identificacdo de polimorfismo
de DNA, ¢ utilizado pelo melhorista para criar um padrdo genético proprio
de cada cultivar (WUNCH; HORMAZA, 2007). Uma das principais
vantagens da utilizagdo destes ¢ propiciar a redu¢do do tempo para
identificagdo da diversidade genética entre os individuos trabalhados
(XAVIER et al., 2005).

Com o advento da técnica de PCR (reacdo da polimerase em cadeia)
acelerou o desenvolvimento de novas classes de marcadores moleculares

(MULLIS; FALOONA, 1987). Atualmente, as técnicas mais utilizadas de
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marcadores moleculares, sdo as Isoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP, SNP,
SCAR e Microssatélites, os quais podem ser aplicados para diversos fins,
por exemplo, estudar a estrutura genética de populacdes; analise de
filogenia; deteccdo g€nica com caracteres monogénicos ou poligénicos;
identifica¢do de variedades; avaliagdo de germoplasma; selecdo indireta de
caracteristicas agrondmicas, dentre outros. Varias pesquisas estdo sendo
desenvolvidas nesta area tendo a sua eficiéncia comprovada em emprego das
técnicas de marcadores moleculares na genética de populagdes, genética

quantitativa e no melhoramento de plantas (BOREM; CAIXETA, 2009).

2.2.1 Marcadores Microssatélites (SSR)

Um dos marcadores moleculares mais utilizados sdo os SSRs ou
microssatélites. Estes sdo definidos como sequencias repetidas em Tanden
compostas de niimeros variaveis de motivos contendo de um pb a seis pb
(CHARLESWORTH; SHEGOWSKI; STEPHAN, 1994). A primeira
publicacdo, com a utilizacdo dos SSR (simple sequence repeats) em plantas
superiores, foi feita por Condit e Hubbel (1991). Os SSR sdo marcadores
com base no polimorfismo de microssatélite. Microssatélites sdo regides
curtas e altamente repetidas do genoma, estas regides do DNA sio altamente
polimorficos, portanto conveniente para a avaliacdo das relagdes entre os
genotipos.

Esses marcadores fornecem um elevado nivel de informagao
genética por locus em razdo de: sua natureza codominante, ou seja, ambos
os alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados, permitindo que
sejam amplamente Uteis em estudos populacionais; sdo altamente
multialélicos; sdo amplificados via PCR, que facilita sua obtengdo mesmo
com poucas quantidades de DNA. Uma vez desenvolvidos os primers que
amplificam tais regides do genoma, podem ser facilmente explorados
(SUGANUMA; CIAMPI, 2011). Além disso, os SSR sdo os marcadores que

possuem o mais elevado conteido de informagdo de polimorfismo,
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denominado “PIC” (Polymorphism Information Content) (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares SSR tém se demonstrado ferramentas
muito Uteis e com diversas aplicacdes em estudos de caracterizagdo de
cultivares, criagdo de mapas genéticos e analises de diversidade genética em

diversas espécies vegetais.

2.2.2 Diversidade Genética

Inicialmente para o estudo da divergéncia genética, ¢ necessario o
estabelecimento de um coeficiente de similaridade ou dissimilaridade entre
os individuos. Este é o ponto inicial para varias técnicas de analise, que
permite melhor visualizagdo dos relacionamentos entre os individuos
(DUARTE; SANTOS; MELO, 1999).

Existem diversos coeficientes de similaridade, mas os mais
indicados, para a analise de dados binario, sdo aqueles que relacionam
variaveis dicotdmicas, ou seja, que possuem somente dois valores (GOWER,
1985).

Os coeficientes de similaridade mais simples relacionam-se com as
varidveis binarias, em que cada variavel pode assumir apenas dois valores.
Para marcadores SSR, as quatro possiveis observagdes de comparacéo entre
dois genotipos sdo classificadas com base na presenga (1) ou na auséncia (0)

de um marcador para cada genétipo conforma Tabela 4.

Tabela 4 Resultados de comparagdes entre dois acessos por marcadores SSR.

Gendtipo i
1 0
Gendtipo j 1 a(l, 1) b (1, 0)

0 c(0,1 d(0,0)
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A partir dos padrdes de coincidéncia ou ndo coincidéncia das
varidveis, na comparagdo de dois gendtipos, varios coeficientes de
similaridade tém sido propostos, combinando quantidades diferentes de a, b,
¢ e d. Para isso, destacam-se os coeficientes de coincidéncia simples, o de
Jaccard e o de Nei, os quais excluem a coincidéncia do tipo (00) como fator
de similaridade (CRUZ; CARNEIRO, 2003), pois a auséncia da banda pode
ser por motivos diferentes como delegdo, translocagdo, inversdo ou auséncia
dos alelos.

A matriz gerada contém informacdes sobre a divergéncia genética
entre os acessos. A matriz de similaridade pode ser utilizada para obtencao
das estimativas de similaridades ou dissimilaridade genéticas.

Com a escolha do coeficiente mais adequado para a similaridade ou
dissimilaridade genética, ¢ realizada  posteriormente a analise de
agrupamento UPGMA (Unweighted pair-group method averages),
considerado superior aos outros métodos utilizados (TOTTI; VENCOVSKY;
BATISTA, 2001).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Folhas de individuos das populagdes de Pyrus sp. foram coletadas
em seis municipios do Sul de Minas (Tabela 5). Cada populagdo
compreende um sitio de coleta, visto que, nas populagdes Lavras — Casa da
Goiaba, Carrancas e Lavras - UFLA onde os acessos eram de origem
comercial a coleta foi seletiva, ja, nas outras populacdes, todos os individuos
presentes tiveram uma amostra coletada. No municipio de Lavras MG, as
amostras foram coletadas em mais de um local. Cada populagdo estd
apresentada na Tabela 6.

Para a coleta de material vegetal foi necessaria uma padronizagdo de

metodologia visto que ndo existia protocolo para a mesma e o material
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vegetativo das pereiras oxida-se rapidamente. Assim, foi retirado um ramo
com aproximadamente 20 cm de comprimento, contendo folhas recém-
formadas. Este foi envolvido em folhas de papel umedecido, devidamente
identificado e armazenado em caixas isotérmicas enquanto era transportado
para o Laboratério de Eletroforese do Setor de Sementes - LAS da

Universidade Federal de Lavras - UFLA.

Tabela 5 Procedéncia das populacdes estudadas de Pyrus sp.

Municipio Latitude Longitude n® de acessos
Carrancas — MG -21,4878 -44,6419 26
Itumirim — MG -21,3172 -44,8706 7
Lavras - MG -21,2450 -45,0000 34
Nepomuceno — MG -21,2325 -45,2347 52
Perdoes — MG -21,0908 -45,0914 11
Ribeirao Vermelho - MG -21,1906 -45,0611 17

Tabela 6 Populagdes de Pyrus sp. estabelecidas de acordo com o sitio de
coleta, visando a diversidade genética.

N A Nome Nome
Populacao Procedéncia S
comum cientifico
Populagéo 1 Itumirim — MG Pereira  Pyrus sp.
Populagao 2 Perdoes — MG Pereira  Pyrus sp.
Populacao 3 Nepomuceno — MG Pereira  Pyrus sp.

Populagao 4 Ribeirao Vermelho - MG Pereira  Pyrus sp.
Populacao 5 Lavras - MG/Casa da Goiaba Pereira  Pyrus sp.
Populacao 6 Carrancas — MG Pereira  Pyrus sp.
Populagdo 7 Lavras - MG/UFLA Pereira  Pyrus sp.

3.2 Extracéo de DNA

Para a extragdo do DNA gendmico foi utilizado o método CTAB 2%
(2% acetyldimethyltiethylammonium bromide) (FERREIRA;
GRATAPLAGIA, 1998), no qual cerca de 1g do material vegetal jovem e
sadio foi macerado em almofariz, em contato com nitrogénio liquido, em
virtude da grande oxidagdo observada no material. Durante o processo de

extracdo, optou-se por utilizar, juntamente com o nitrogénio liquido, uma
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pequena por¢do de PVP (polivinilpirrolidona), em seguida, o macerado foi
transferido para tubos tipo Falcon, adicionados 10 mL de tampado CTAB 2%,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCL pH=8.0, 1% proteinase K,
0.2% B-mercaptoethanol) e incubados em banho-maria 65°C por 60 minutos,
posteriormente foram adicionados 1.000 uL de cloroférmico:alcool
isoamilico (24:1) com o objetivo de separar os acidos nucleicos
(sobrenadante) das proteinas (precipitado). Os microtubos foram
centrifugados por cinco minutos a 14.000 rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para outros tubos de dois mL, em que foi adicionado
isopropanol para a precipitagdo dos acidos nucleicos.

O precipitado formado, pellet, foi lavado num processo de duas
etapas, utilizando um mL etanol a 70% e etanol a 100%, o alcool foi
eliminado, o pellet seco ao ar por duas horas foi posteriormente suspenso

em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH. 8,9; EDTA 1 mM).

3.3 Quantificacéo e diluicdo do DNA

Para a quantificagdo do DNA foi utilizado o NanoVue da marca GE
Healthcare e a pureza foi calculada por meio da relagdo OD260/0D280. A
avaliagdo da quantidade de DNA foi realizada, por meio de gel de agarose
0,8% e visualizado em equipamento de fotodocumentagdo Vilber Lourmat.

Ap6s a quantificagdo o DNA foi diluido para a concentragdo de 25ng.

3.4 Amplificacédo (SSR)

As reagdes de amplificacdo dos fragmentos de DNA (PCR) foram
feitas em termociclador Perkin Elmer Modelo Gene Amp PCR System ®
2400, em um meio com volume final de 20uL, contendo: dois pL da solucao
de DNA genomico (25 ng), 0,5 uL de cada primer (10 pmol de primer
forward, 10 pmol de primer reverse) (Tabela 7), juntamente com um Mmix

composto de: 13,8 uL de agua ultrapura esterilizada; dois pL de tampao
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10X; 0,6uL. de MgCl, (25mM), 0,4 pL. de ANTP (10 mM); 0,2 uL. de Taq
polimerase (INVITROGEN Life Technologies 5 U/ul). Em seguida, o
material foi amplificado e realizada a eletroforese a 120 V por 1 h e 45 min
em gel de poliacrilamida e visualizado apds a revelagdo. As reagdes foram
preparadas em ambiente refrigerado, em recipiente com gelo, com ponteiras
autoclavadas e pipetas separadas para esta finalidade. O intuito foi manter o
material livre de qualquer tipo de contaminagéo.

O programa de amplificagdo consistiu 94°C de temperatura inicial
por cinco min, cinco ciclos de amplificagdo a 94 °C por 30 seg; 60 °C por
30 seg. Nesta etapa foi adaptado um Toch Down, reduzindo-se 1,6°C a cada
ciclo; 72 °C por 30 seg. Em seguida o material foi submetido a mais 35
ciclos, iniciando a 94°C por 30 seg, 52°C por 30 seg, 72°C por 30 seg. A
extensdo foi feita a 72°C por cinco mim. Apos as reagdes, os produtos de
amplificacdo do DNA foram armazenados em freezer a, aproximadamente,

4°C.

Tabela 7 Caracteristicas referentes aos 21 pares de primers testados. F:
primer forward; R: primer reverse;

Identificagdo do primer

Sequéncia do primer (5’ - 3’)

Operon
NHO001 F:AATACTAATCCTTTTTGCTAA
¢ R:TCCATTCAATCTGTCTCGGTC

NH002b F:GGAGTCAGCGGCAAAAAAAG
R:CCCACTCCCTCCTCTTATTGT

NHO005b F:TGAGAAGAATTAGCCATGATGA
R:TTACTACTTGCGTGCGTTCC

NHO007b F:TACCTTGATGGGAACTGAAC
R:AATAGTAGATTGCAATTACTC

NHO008b F:GGAAAGAGAAGGAAGAAGAGAAGG

R:TGATAGGGGCATTTCGGTAA




Tabela 7, continua.
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NHO009b

NHO11b

NHO013b

NHO12a

NHO14a

NHO15a

NHO17a

KA4b

KAS

KA14

KA16

KB16

KU10

BGA35

BGT23b

HGAS8b

F:CCGAGCACTACCATTGA
R:CGTCTGTTTACCGCTTCT

F:GGTTCACATAGAGAGAGAGAG
R:TTTGCCGTTGGACCGAGC

F:GGTTTGAAGAGGAATGAGGAG
R:CATTGACTTTAGGGCACATTTC

F:CCGCCAGTACCCATCTCCA
R:ACCACTCAAACCCCCCCTC

F:CAAACCTAACCCTAAATACC
R:TGTTCATATATTCATCACTC

F:TTGTGCCCTTTTTCCTACC
R:CTTTGATGTTACCCCTTGCTG

F:CAGAAAGGAGAGGGCTACAG
R:CCCTCACCCAATCAAAACTC

F:AAAGGTCTCTCTCACTGTCT
R:CCTCAGCCCAACTCAAAGCC

F:CAACAACAACAAAAAACAGTAA
R:AGCCTTAGAAATAGAAACAACA

F:TCATTGTAGCATTTTTATTTTT
R: ATGGCAAGGGAGATTATTAG

F: GCCAGCGAACTCAAATCT
R: AACGAGAACGACGAGCG

F: AAAGAACAGCAAGAACCA
R: GATTTTGTCCGCAGGT

F:AGAGTCGGTTGGGAAATGATTG
R:AGTATGTGACCACCCCGATGTT

F: GCTTCATCACCGTCTGCT
R: AGAGGGAGAAAGGCGATT

F: CACATTCAAAGATTAAGAT
R: ACTCAGCCTTTTTTTCCCAC

F: CATAGAGAAAGCAAAGCAAA
R: AACAAGCAAAGGCAGAACAA

Fonte: Gianfranceschi, Seglias e Tarchini (1998) e Yamamoto et al. (2002)
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3.5 Eletroforese e visualizacédo dos géis

Em cada microtubo contendo 20 pL de DNA amplificado foram
adicionados cinco pL de corante stop solution. Desta mistura, 10 pL foram
aplicados nas canaletas do gel de poliacrilamida 1,5% e submetidos a
eletroforese em tampao TBE 1X a 120V por uma hora e quarenta e cinco
minutos. Para efeito de comparagdo do tamanho dos fragmentos, foi
utilizado como padrdo o DNA Ladder 100 bp.

Apés a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi submetido a
coloragdo com prata e visualizado no transiluminador da marca Hoefer

MacroVue modelo Vis-45.
3.6 - Analises estatisticas

Os produtos da amplificag@o, visualizados no gel, produzidos por
cada primer, foram utilizados na elaboracdo de uma matriz de similaridade
genética, por meio do registro da presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no
perfil eletroforético de cada gendtipo. Os dados foram empregados para

estimar todas as analises subsequentes.
3.6.1 - Diversidade genética

As matrizes bindrias foram usadas para a obtengdo das estimativas
de similaridades genéticas (Sgij), com auxilio do programa XLSTAT
(Addinsoft®, versdo 2011.2.04), empregando-se o coeficiente de Jaccard,
para os gendtipos conforme abaixo:

Sgé}:a—f-ﬁ—f—e
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A similaridade genética entre as populagdes foi calculada pelo indice

de identidade de Nei (INL), como segue:

2
ENE‘:Z@—FEI—I—E

Em que:

a = preseng¢a de bandas em ambos os genotipos;

b = presenga de banda no primeiro genotipo e auséncia no segundo;
¢ = presenga no segundo e auséncia no primeiro;

d = a auséncia em ambos 0s genotipos.

Com base na matriz de similaridade genética Jaccard, foi realizado o
agrupamento dos genoétipos, utilizando o método de médias ndo ponderadas
das similaridades (UPGMA), por meio do programa XLSTAT (Addinsoft®,
versdo 2011.2.04), assim como para o agrupamento das populagdes pelo
mesmo método a partir da matriz de identidade de Nei com o programa
Genalex v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006). O agrupamento das amostras,
considerando o método de analise de coordenadas principais, foi realizado
com auxilio do software XLSTAT (Addinsoft®, 17 versao 2011.2.04),
utilizando os mesmos parametros para os individuos e para as populagdes
utilizados para os agrupamentos UPGMA.

Com a matriz binaria, também, calculou-se a porcentagem de

polimorfismo obtida com cada primer como proposto abaixo:

nbp

P=—
nhbt

x100

P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);
nbp = nimero de bandas polimorficas;

nbt = nimero de bandas total.
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3.6.2 Variabilidade genética

Para a andlise genética intrapopulacional, empregou-se o programa
Genalex v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) em que, para dados
dominantes, assume-se que as populagdes estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) que supde que a frequéncia genotipica para
o homozigoto AA serd p?, para o heterozigoto Aaserd 2pge os outros
homozigotos aa sera de g>.

Inicialmente sdo obtidas estimativas das frequéncias dos alelos A e
a, denominadas de p e g, respectivamente, mas ¢ possivel estimar essa
frequéncia, onde presenca de fragmento representa ambos os gendtipos AA

ou Aa, alelo “A” tem frequéncia calculada por p=1-q, alelo “a” tem
—
frequéncia calculada por q=%, e frequéncia de genoétipos aa= q2, onde N

¢ o nimero total de individuos e 1, a populagao (CRUZ, 2006).

A heterozigosidade esperada (He), também chamada de diversidade

genética, foi calculada para cada loco segundo Nei (1987).

He = I—sz

Sendo p a frequéncia de cada um dos alelos

Outro tipo de analise em genética de populacdes € a utilizagdo do
indice de Shannon (LEWONTIN, 1972), comumente utilizado em estudos
ecoldgicos para indicar a variabilidade da espécie por area, o qual se baseia

na frequéncia ou auséncia de fragmentos.

I= ZP& Inpy

Sendo p a frequéncia da presenca ou da auséncia de fragmentos.
Foram calculados alguns pardmetros de frequéncia de fragmentos

nas populagdes: niimero total de fragmentos; nimero de fragmentos com
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frequéncia maior que 5%; numero de fragmentos comuns (frequéncia
superior a 5%), ocorrentes em 25% ou menos nas populacdes; numero de
alelos comuns (frequéncia maior que 5%), ocorrentes em 50% ou menos nas
populagdes; numero de fragmentos que pertencem a somente aquela
determinada populagdo.

O procedimento empregado foi a analise de variancia molecular
(AMOVA) (Tabela8), sendo efetuada para as sete populagdes de Pyrus
communis L., baseada nas matrizes de dissimilaridade e processada no
software Genalex v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

A variancia genética total [J? corresponde a [1,> + [],% sendo os
componentes de varidncia testados a partir do coeficiente [Ist, conforme

descrito por Excoffier, Smouse e Quattro (1992):

2
Tn

Pse =3

77
em que :
Ost: Representa o valor dos gendtipos tomados ao acaso dentro das
procedéncias em relagdo aos gendtipos tomados em toda a amostra;
1,2 Componente de variancia, em razao das diferengas entre procedéncias;
1,2 Componente de variancia, em fun¢do das diferengas entre gendtipos
dentro de procedéncias.

Tabela 8 Esquema da analise de variancia molecular (AMOVA) para sete
populagdes de Pyrus communis L., com as respectivas esperangas
dos quadrados médios.

Fontes de variagao Graus de liberdade E (QM)
Entre populagdes P-1 a2+ n 2
Dentro de populagdes N-P 0,2
Total N-1 (2

P: nimero de populagdes; N: numero total de individuos; n: valor
ponderado, em fun¢do do numero diferente de acessos para cada
procedéncia; [],* varidncia entre populagdes; [1,%: varidncia dentro de
populagoes; [I1% varidncia total. Fonte: Adaptado de Schneider, Roessli e
Excoffier (2000).
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A partir do calculo de PhiPT foi testada a hipotese: H0= Nao ha
diferenca entre as populagdes (PhiPT=0): H1= Ha diferenga genética entre as

populagoes (PhiPT>0). O PhiPT sera calculado como segue:

Onde: Vg ¢é a variagdo estimada entre populacdes; VWyp
¢ a variagdo estimada dentro da populacdo; Vy é a variagdo

estimada total.

3.6.3 Identificacdo do nimero étimo dos marcadores

Para verificar se o nimero de fragmentos foi suficiente para analisar
o grupo amostral de 147 gendtipos, foram realizados Bootstraps a partir de
simulagdes com reamostragens de diferentes tamanhos, sendo cada uma
repetida 5.000 vezes por aplicagdo do software DBOOT (COELHO, 2000),
obtendo-se assim, as estimativas de correlagdo entre os valores da matriz de
similaridade de Jaccard e as matrizes geradas pelas reamostragens e o valor
do coeficiente de variagdo (CV%), que indica o ajuste entre a matriz original
¢ a matriz amostral (PINHEIRO, 2011). O numero ideal de bandas foi

considerado quando o coeficiente de variagdo assumiu valor inferior a 0,10.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Nivel de polimorfismo

Os 21 pares de primers selecionados para a analise de diversidade

genética nos 147 acessos de pera estdo listados na Tabela 7. Um exemplo de

polimorfismo, detectado por esses primers, pode ser visto na Figura 2, em
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que se encontram as bandas polimorficas geradas pelos acessos seis ¢ sete
da populagdo um , acessos de um a 11 da populagdo dois e acessos de um e

dois da populagdo trés (Anexo Tabela 1A), pelo primer KA16.

= Iy o ) hoT EREFEEEEE
- Ei I’"‘fﬂ';‘l] TEENE
) A w o o ! ‘HTol G
Hl ) Bl i
ig i Vo e S B 5 € g ield

5 3 B3 BB B BT L B E 1000 bp

A% BN & ALNAG SAVEEESE AT BantEm) £ g 900 bp

[ e AL o 200

8 o g 300bp

2” 2 T00bp

s 600 bp

[00bp

Figura 2 Gel de poliacrilamida contendo exemplo de polimorfismo
detectado pelo primer KA 16 nos acessos seis e sete da populagéo
de Itumirim, nos acessos de um a 11 da populacdo de Perddes e

nos acessos de um e dois da populagdo de Nepomuceno.

As reagdes efetuadas com estes 21 primers proporcionaram 189
produtos de amplificagdo, os quais forneceram uma média de nove bandas

por par de primer. O maior nimero de alelos foi registrado no loco NH009b
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que amplificou 16 alelos, seguidos pelo loco KA16 que amplificou 15
alelos, enquanto o menor niimero ocorreu nos locos NHO14a com apenas
quatro alelos, seguidos pelos primer NH002b e KA4b com cinco alelos ¢ os
primer NHOO7b, KB16 ¢ KAS5 com sete alelos (Tabela9).

No total foram encontrados 189 fragmentos, sendo 177 (93,7%)
polimorficos, os quais forneceram uma média de 8,4 fragmentos
polimoérficos por primer. O maior numero de fragmento polimorficos,
dezesseis, foi registrado no primer NHO09b, enquanto o menor nimero
ocorreu no primer NHO14a, um total de quatro fragmentos polimoérficos.

Conforme publicado na literatura (SANTOS et al., 2011;
YAKOVIN et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2002), o nimero de primers
empregados para a caracterizagdo molecular em Pyrus communis L. assim
como o numero de fragmentos totais ¢ variado.

Santos et al. (2011), na caracterizacdo molecular de acessos de Pyrus
spp. provenientes da Espanha, utilizaram 20 primers SSR, diferentes dos
utilizados neste trabalho, para analisar a diversidade molecular de 221
acessos e 21 cultivares comerciais de pera. Obtiveram, assim, uma média
de 16,55 bandas por primer, valor superior a observada no presente
trabalho.

Yakovin et al. (2011) obtiveram uma variagao de alelos por loco de
10 a 16, o primer KU10 apresentou 10 fragmentos, igual ao observado neste
trabalho.
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Tabela 9 Primers SSR, nimero de fragmentos totais e de fragmentos
polimorficos obtidos.

Primers Numero de Numero de fragmentos % de Polimorfismo
fragmentos polimorficos
NHOl1c 9 6 66,67%
NHO02b 5 5 100%
NHO05b 10 9 90%
NHO07b 7 7 100%
NHO08b 10 10 100%
NHO09b 16 16 100%
NHO11b 8 8 100%
NHO12a 12 12 100%
NHO013a 11 11 100%
NHO14a 4 4 100%
NHO15a 8 8 100%
NHO017a 10 10 100%
KU10 10 8 80%
KAS 7 7 100%
KA14 8 7 87,5%
KA14b 5 5 100%
KA16 15 14 93,33%
KB16 7 7 100%
BGT23 9 7 77,78%
BGA35 9 7 77,78%
HGAS8b 9 9 100%
TOTAL 189 177 93,65%

Pelos wvalores publicados, conforme observado em diversos
resultados das pesquisas mencionadas, o nimero de primers e fragmentos
totais, utilizados no presente trabalho, aproximam-se dos utilizados em

diversas literaturas.

4.2 ldentificacdo do nimero étimo de marcadores

As analises de reamostragem (bootstraps) realizadas empregando-se

189 fragmentos para os 147 genotipos sdo apresentados na Figura 3.
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De acordo com os dados apresentados, houve uma relagdo direta
entre o numero de fragmentos e a magnitude de correlagdo dos valores de

matriz de similaridade de Jaccard.

35.00 4
30,00
25.00
20,00

15,00 -

Coeficiente de variacio %

10,00 -

0.00

1 21 41 2] 81 101 121 141 161 181
Numero de fragmentos

Figura 3 Determinagdo do nimero ideal de fragmentos.

Como esperado, a magnitude do coeficiente de variagdo diminuiu
conforme o aumento do nimero de bandas avaliadas.

Varios estudos tém mostrado que a precisdo das distancia genética ¢
reforgada por meio de um CV médio de 10% (HALLDEN et al., 1994;
SANTOS et al., 1994; THORMANN et al., 1994; TIVANG; NIENHUIS;
SMITH, 1994). A precisdo experimental, medida por meio do CV (6,46%),
indica um alto nivel de precisdo dos marcadores microssatélites nesse
estudo, pois ¢ menor que 10%.

A partir de 80 fragmentos o coeficiente de variagdo apresenta
valores menores que 10%, sugerindo que 80 bandas sdo o suficiente para

estimativas confiaveis de similaridade genética
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4.3 Diversidade genética entre 0s acessos

Os coeficientes de dissimilaridade de Jaccard (SSR) para todos os
147 gendtipos variaram de 0,032 entre os acessos 9, 15, 16, 17 e 18 da
populagdo de Nepomuceno a 0,69 entre os acessos um da populagdo Lavras
—UFLA ¢ 29 da populacdo de Nepomuceno (Figura 4). O dendrograma foi
gerado pelo método UPGMA. Um corte feito a 0,3313 (média) separou os
gendtipos em trés grupos, o primeiro grupo ¢ formado pelos individuos
quatro e 23 da populagdo de Itumirim (1.4 ¢ 1.23), individuo 10 da
populagdo de Nepomuceno (3.10), individuos 4, 10, 16 ¢ 17 da populacao
de Ribeirdo Vermelho (4.4; 4.10; 4.16 e 4.17), individuos um ,dois ,trés
,quatro ,cinco e seis da populagdo Lavras — Casa da Goiaba (5.1; 5.2; 5.3;
5.4; 5.5 e 5.6), individuos 10, 11, 12, 13, 23, 24 da populacao de Carrancas
(6.10; 6.11; 6.12; 6.13; 6.23 e 6.24), individuos 1, 7, 10. 13, 21 ¢ 24 da
populagdo Lavras - UFLA (7.1; 7.7; 7.10; 7.13; 7.21 e 7.24); e; o segundo
grupo ¢ formado pelos individuos 23 da populagdo Lavras — UFLA e 22 da
populagdo Carrancas e o terceiro e ultimo grupo ¢ formado pelos demais
individuos (Anexo).

A distribui¢do dos gendtipos nos grupos mostrou a separacao dos
diferentes acessos, assim como uma baixa divergéncia genética entre eles.
O primeiro grupo ¢ composto na sua maioria pela populagdo Lavras - Casa
da Goiaba, Carrancas e Lavras - UFLA, que s8o0 as Unicas popula¢des que
possuem cultivares comerciais, além dos materiais crioulos da regido. O
terceiro grupo foi o maior, contendo a maioria dos genotipos estudados,
provavelmente esse grupo ¢é formado por materiais geneticamente
semelhantes.

O dendrograma gerado pela matriz de similaridade de Jaccard entre

os 147  gendtipos pode ser visualizado na  Figura 4
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Dendrograma

0 01 0,2 03 0.4 0,5 0,6

Dissimilaridade

Figura 4 Dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio da matriz de
dissimilaridade de Jaccard, por primers SSR, entre acessos de
Pyrus communis L..
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4.4 Diversidade genética entre as populagdes

O dendrograma gerado pelos marcadores SSR separam as
populagdes em quatro grupos. O primeiro contendo as populagdes de
Itumirim, Perddes e Ribeirdo Vermelho; o segundo contendo apenas a
populagdo Lavras — Casa da Goiaba; o terceiro contendo as populagdes de
Nepomuceno e Carrancas ¢ o quarto ¢ tltimo contendo a populacdo Lavras -
UFLA (Figura 5).

As populagdes de Perddes e Lavras - UFLA foram as que
apresentaram maior distancia genética em relacdo as demais populagdes e
agruparam-se separadamente com dissimilaridade de 0,17. J& as populagdes
Perdoes e Ribeirdo Vermelho, apresentaram a menor dissimilaridade

genética, em torno de 0,06.

Popd (Ribeirdo
Vermelho)

Pop2
(PerdGes)

Popl
(Iturminm)

Pop5 (Lavras)

Popb
(Carrancas)

Pop3
(Nepomucena)

Pop? (Lavras
UFLA)

i 0,05 ol 0,15 0.2

Figura 5 Dendrograma UPGMA das populagdes de Pyrus communis L..
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A dissimilaridade genética entre as populagdes da regido ¢é
considerada baixa o que leva a concluir que os acessos podem apresentar
origem comum.

A distribuigdo espacial bidimensional das populagdes explicam

53,6% da variacdo total, como pode ser visto na Figura 6.

oPopﬁ (Lavras 1 Casa da Goiaba)

Pop7 (Lavras - UFLA)

v

Pop4
(Ribeirdo Vermelho)

* o

Pop1 (Ttumirim)

0 Pop6 (Carrancas)

F2(25,11%)

v

Pop2 (Perddes)

0 Pop3 (Nepomuceno)

F1(28,49%)

Figura 6 Distribuicdo espacial da analise de coordenadas principais por
marcadores SSR

4.5 Variabilidade genética inter e intrapopulacional

O ntimero de bandas totais gerados pelos primers SSR variou de 166
para as populacdes Perddes, Ribeirdo Vermelho e Lavras — Casa da Goiaba a
183 para a populagdo Lavras — UFLA (Tabela 10). Apenas as populagdes

Nepomuceno, Carrancas e Lavras — UFLA apresentaram locos com
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frequéncia menor que 5%. As populagdes Nepomuceno ¢ Lavras - UFLA
foram as Unicas a apresentarem apenas um loco exclusivo.

Em trabalhos envolvendo correlagdo genética entre individuos e
populagdes, como o de Bao et al. (2007) e Yamamoto et al. (2002), foram
observados coeficientes de correlacdo genética que mostram que as
populagdes em questdo exibem uma grande correspondéncia genética.

Yamamoto et al. (2002), também, encontraram uma diversidade
significativa entre e¢ dentro de espécies de Pyrus sp. , utilizando-se de

marcadores SSR.

Tabela 10 Padrao de fragmentos gerados pelos primers SSR nas populagdes
de Pyrus communis L..

Populacao
Popl Pop2 Pop3 Pop4 PopS Pop6 Pop7

N° de fragmentos 170 166 183 166 166 183 184
N*de fragmentos 0 166 174 166 166 176 183

Freq. >5%
N° de fragmentos 0 0 1 0 0 0 1
exclusivos
N° de fragmentos
comuns a <25% 0 0 0 ’ ’ ’ ’
N° de fragmentos 1 ) 8 1 4 10 10

comuns a <50%

A porcentagem de locos polimorficos (%P) (Tabela 11) para cada
uma das populacdes foi bastante similar nas populag¢des [tumirim (pop um )
(54,50%), Perdoes (pop dois ) (51,32%), Ribeirdo Vermelho (pop quatro )
(58,20%) e Lavras — Casa da Goiaba (pop cinco ) (55,03%); ja as populagdes
Nepomuceno (pop trés ) (78,31%), Carrancas (pop seis ) (74,60%) e Lavras
— UFLA (pop sete ) (86,24%) apresentaram um maior polimorfismo o que
significa que essas sdo mais divergentes dentro delas quando comparadas
com as demais populagdes.

Os valores do Indice de Shannon (I) e de heterozigose esperada (He)
mostraram-se muito similares (Tabela 11), fato que ndo foi observado em

outros trabalhos. Santos et al. (2011) encontraram um He entre 0,30 ¢ 0,95
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para 21 cultivares de pera europeia, resultado de uma alta diversidade

genética.

Tabela 11 Analise genética das populagdes pelos primers SSR; I: indice de
Shannon, He: Heterozigose esperada, %P: percentagem de locos

polimorficos. O desvio padrdo ¢ apresentado entre parénteses.

Populagdes I He %P
Popl 0,313(0,022) 0,214(0,015) 54,50%
Pop2 0,305(0,023) 0,211(0,016) 51,32%
Pop3 0,401(0,019) 0,268(0,014) 78,31%
Pop4 0,330(0,022) 0,225(0,015) 58,20%
Pop5 0,300(0,021) 0,202(0,015) 55,03%
Pop6 0,408(0,020) 0,277(0,015) 74,60%
Pop7 0,477(0,017) 0,323(0,012) 86,24%

TOTAL 0,362(0,008) 0,246(0,006) 65,46%

Observa-se que a populacdo sete, proveniente de Lavras UFLA,
apresenta o maior niimero de fragmentos em heterozigose (Tabela 11), com
isso a maior divergéncia genética. Isto se deve a diferente origem dos
materiais, considerando tanto materiais cultivados quanto germoplasma
rustico.

A frequéncia de heterozigotos representa a existéncia de
variabilidade, pois cada individuo diploide pode ter até dois alelos por loco
(WEIR, 1996). Os valores de Diversidade Genética (He) variaram entre 0.20
e 0.32 (Tabela 11), o que representa um alto numero de locos em
homozigose.

A porcentagem de locos polimérficos, o indice de Shannon e a
heterozigose esperada tem sido utilizada como medida de diversidade

genética em diversos trabalhos.

4.6 Analise de variancia molecular (AMOVA)

A analise de variancia molecular revelou diferenga significativa

entre populagdes para a distribuicdo da variabilidade genética (0,182,
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P<0,001), contendo 18% da variagdo global. Assim grande parte da
propor¢ao ficou retida dentro das populagdes, correspondendo a 82% da
variagdo total (Tabelal2). Isso se deve ao fato da espécie Pyrus communis L.
ser predominantemente alégama, favorecendo a troca de alelos dentro da
propria populacdo e assim predominando uma alta variagdo dentro da

populagdo.

Tabela 12 Analise de variancia molecular (AMOVA) das populagoes de
Pyrus communis L..

Fonte de variacao GL QM Var. Est. % Var
Entre Populagoes 6 165,330 6,926 18
Dentro da Populacao 140 31,104 31,104 82
TOTAL 146 38,030 100

Valor PhiPT = 0,182 P (rand>dado)
Legenda: GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Var. Est.: variagdo
estimada; %Var: percentagem de variagao.

As populagdes de pera no Sul de Minas Gerais foram, na sua
maioria, introduzidas pelos agricultores da regido, os materiais estudados
podem ser de origem similar o que explica a baixa dissimilaridade entre as
populagdes. Outro fator que pode justificar os resultados encontrados neste

trabalho ¢ a propagacao por estaquia dos individuos de pera.
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CONCLUSOES
1 Ha variabilidade genética entre os acessos de pera analisados.

2 As populagdes de Pyrus communis L. apresentam maior divergéncia
genética intrapopulacional.

3 A espécie Pyrus communis L. apresenta baixo nivel de diversidade
genética dentro das populacdes analisadas.
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ANEXOS

TABELA 1A Identificagdo dos acessos de pera utilizados neste estudo
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Populacao

Individuo

Codigo

1 — Itumirim

1 — Itumirim

1 — Itumirim

1 — Itumirim

1 — Itumirim

1 — Itumirim

1 — Itumirim

2 — Perddes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes

2 — Perdodes
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno
3 — Nepomuceno

TS0 0NN WN = DT D000 00U WN R W~

— e e e
0 N L W

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
2.1
2.2
23
24
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
3.1
32
33
34
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3;12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
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3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno

3 — Nepomuceno
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirao Vermelho
4 - Ribeirao Vermelho

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

~N N kW

3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26
3.27
3.28
3.29
3.30
3.31
3.32
3.33
3.34
3.35
3.36
3.37
3.38
3.39
3.40
341
342
3.43
4.44
3.45
3.46
3.47
3.48
3.49
3.50
3.51
3.52
4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
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4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
4 - Ribeirdo Vermelho
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
5 - Lavras - Casa da Goiaba
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
6 — Carrancas
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DO DN = = = = = e e e e e
—_— O 0 00 3N LN AN~ O

4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15
4.16
4.17
5.1
52
53
54
5.5
5.6
5.7
5.8
59
5.10
6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
6.10
6.11
6.12
6.13
6.14
6.15
6.16
6.17
6.18
6.19
6.20
6.21
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6 — Carrancas

6 — Carrancas

6 — Carrancas

6 — Carrancas

6 — Carrancas
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
7 - Lavras UFLA
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WO —= O 00 a0 L DN

6.22
6.23
6.24
6.25
6.26
7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
7.11
7.12
7.13
7.14
7.15
7.16
7.17
7.18
7.19
7.20
7.21
7.22
7.23




