Ciéncia Rural, Santa Maria, v.33, n.3, p.449-454, mai-jun, 2003

449

ISSN 0103-8478

Avaliacio da fidelidade genotipica por marcadores RAPDs de brotacgdes de
pereira (Pyrus communis L.) cv. Carrick, regeneradas in vitro’

Evaluation of the genotypic fidelity by RAPD markers of pear
shoots (Pyrus communis L.) cv. Carrick, in vitro regenerated

Alan Cristiano Erig> Marcia Wulff Schuch?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fidelidade
genotipica de brotagées de pereira (Pyrus communis L.) cultivar
Carrick, regeneradas in vitro, utilizando marcadores RAPDs.
O DNA gendmico foi extraido de folhas oriundas das brotagéoes
de pereira regeneradas a partir de diferentes tratamentos e de
plantas matrizes micropropagadas (planta controle),
utilizando-se o protocolo descrito por FERREIRA &
GRATTAPAGLIA (1996). Para triagem dos primers foram
utilizados os kits OPAN, OPA e OPF (Operon Technologies,
Inc.) e, destes, foram escolhidos sete primers: OPAN-03, OPAN-
14, OPAN-15, OPAN-16, OPA-02, OPA-08 e OPF-04. A
separagdo dos produtos da amplificagdo foi realizada através
de eletroforese horizontal em gel de agarose 1,2%, corado
com brometo de etidio. Apos a corrida, os géis foram
visualizados sobre um transiluminador de luz ultravioleta e
fotografados com cdmara Polaroid para registro dos dados. A
auséncia ou adi¢do de uma ou mais bandas comparativamente
ao padrdo da planta matriz (planta controle) foi considerado
varia¢do somaclonal. Dos 66 fragmentos produzidos pelos
sete primers, observou-se 100% de bandas monomorficas,
indicando que nenhum dos primers utilizados detectou variag¢do
somaclonal nas brotagées regeneradas.

Palavras-chave: pereira; varia¢do somaclonal; marcadores
moleculares; RAPD.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the genotypic
fidelity of pear shoots (Pyrus communis L.) cultivar Carrick
regenerated in vitro, using RAPD markers. Genomic DNA was
extracted from leaves regenerated from pear shoots submitted
to different treatments and from micropropagated matrix plants
(control plant), using the protocol descripted by FERREIRA &
GRATTAPAGLIA (1996). For primer selection, the Kits OPAN,

OPA, and OPF (Operon Technologies, Inc.) were used. Seven
primers were chosen: OPAN-03, OPAN-14, OPAN-15, OPAN-
16, OPA-02, OPA-08 and OPF-04. Amplified products were
submitted to horizontal electrophoresis in 1.2% agarose gel,
stained with ethidium bromide and visualized under UV light.
The result was documented by using a Polaroid Camera. The
absence or addition of bands, compared to the control plant
pattern was considered somaclonal variation. The seven primers
generated 66 fragments with 100% monomorphics bands
indicating that none of the primers used was able to detect
somaclonal variation on the regenerated shoots.

Key words: pear; somaclonal variation; molecular markers;
RAPD.

INTRODUCAO

A pereira ¢ uma frutifera que pertence a
familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae e ao género
Pyrus. Sua fruta ¢ uma das mais consumidas no mundo,
sendo superada, apenas, pela mac¢ad e péssego
(SIMONETTO & GRELLMANN, 1999).

Em termos de classificagdo, as cultivares de
péra mais consumidas no mundo podem ser divididas
em dois tipos: européias (Pyrus communis) ¢ asiaticas
(Pyrus pyrifolia var. Culta, Pyrus bretschneideri ¢
Pyrus ussuriensis) (FAORO & YASUNOBU, 2001). A
cultivar Carrick, pertencente a espécie Pyrus communis
L., é originaria dos Estados Unidos, proveniente do
cruzamento entre as cultivares Seckel x Garber
(BROOKS & OLMO, 1972).
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A idéia de que a cultura de tecidos vegetais
seria apenas uma técnica para propagar rapidamente
plantas de maneira clonal e estavel, ndo é apropriada
(ILLG, 1990). Ocasionalmente variantes genéticos
podem ocorrer a partir de qualquer forma de cultura de
tecidos (LARKIN & SCOWCROFT, 1981). Algumas
mudancas sdo epigenéticas (LARKIN &
SCOWCROFT, 1981; AHUJA, 1987), ndo herdaveis,
causadas pelas proprias condigdes de estresse
fisiologico, as quais sdo submetidas tanto as células
em cultura, quanto as plantas regeneradas in vitro
(ILLG, 1990), enquanto outras sdo hereditarias e entao
denominadas de variagdo somaclonal (LARKIN &
SCOWCROFT, 1981; AHUJA, 1987).

A freqiiéncia de mutantes ndo pode ser
prevista e, aparentemente, diversos fatores podem
afetar a natureza e a frequéncia da variagdo somaclonal,
entre eles, o gendtipo doador do explante, as condigoes
de cultivo (ILLG, 1990), o tipo de explante, o meio de
cultura (principalmente os reguladores de crescimento)
(KLERK, 1990) e o estresse causado pelo proprio
cultivo in vitro (CULLIS & CLEARY, 1986).

Segundo LARKIN & SCOWCROFT (1981),
a variagdo somaclonal esta presente na maioria das
espécies estudadas e tem gerado efeito sobre inimeras
caracteristicas, sendo as principais: alteragdes de
padrio morfoldgico, de pigmentagdo, de crescimento,
producdo de alcaldides e mudangas na producdo e
habituagdo a auxinas e citocininas. OCHATT & CASO
(1986) verificaram que pereiras regeneradas a partir de
protoplastos, diferiram de plantas modelo
micropropagadas, tanto na morfologia das folhas como
na capacidade de enraizamento.

Na atualidade, existem intimeras técnicas de
biologia molecular que podem ser usadas para detectar
variabilidade genética ao nivel de DNA. Uma estratégia
para detectar variantes somaclonais ¢ a utiliza¢ao da
técnica RAPD (KLERK, 1990; FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996). Segundo KARP (1989), a
técnica chamada RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”) ou AP-PCR (“Arbitrarily primed
PCR”) ¢ util no estudo do nivel de variagdo genética
em explantes cultivados in vitro em diferentes estadios
de desenvolvimento, desde protoplastos até plantas
regeneradas. LU et al. (1996) e HASHMI et al. (1997)
mostraram a utilidade dos marcadores de RAPD no
estabelecimento das bases genéticas da variagdo
somaclonal em porta-enxerto de pessegueiro.

Considerando-se o exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a fidelidade genotipica de brotagdes
de pereira (Pyrus communis L.) cultivar Carrick,
regeneradas in vitro, utilizando marcadores RAPDs.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de
Cultura de Células e Tecidos de Plantas, Departamento
de Botanica do Instituto de Biologia, da Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Para avaliagdo da fidelidade genotipica,
foram utilizadas folhas oriundas das brotacdes de
pereira regeneradas a partir de diferentes tratamentos
e de plantas matrizes micropropagadas (planta controle)
(Tabela 1). Para cada tratamento que apresentou
regeneragdo de brotagdes, foram analisadas duas

Tabela 1 — Identificacdo do tratamento e origem das brotagdes regeneradas fonte do material vegetal utilizado na avaliagdo da fidelidade

genotipica de pereira, cv. Carrick. Pelotas, RS, 2002.

Origem das brotagdes regeneradas

Identificagdo

do trat t .
© tratamento Tipo de explante

Tempo de permanéncia em meio de
indugio (dias)

Concentragdo de TDZ no meio de
proliferagdo (uM)

Mtz.

T1 apice caulinar
T2 apice caulinar
TS entrend

T6 entrend

T7 apice caulinar
T8 apice caulinar
T11 entrend
T12 entrend
T13 apice caulinar
T14 apice caulinar
T17 entrend
T18 entrend
T19 apice caulinar
T20 apice caulinar
T25 apice caulinar
T26 apice caulinar

Planta Matriz
0 8,88
0 13,32
0 8,88
0 13,32
10 8,88
10 13,32
10 8,88
10 13,32
20 8,88
20 13,32
20 8,88
20 13,32
30 8,88
30 13,32
40 8,88
40 13,32
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amostras de 100 a 200mg, compostas pela mistura das
folhas das brotagdes regeneradas no tratamento. Para
aplanta controle também analisaram-se duas amostras
de 100 a200mg de folhas.

O DNA gendmico foi extraido de tecidos
foliares, utilizando-se o protocolo descrito por
FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1996). Ele foi
quantificado através de espectrofotometro Pharmacia
Biotech - Ultrospec 2000, com diluiggo 1:50.

Para triagem dos primers - oligonucleotideos
iniciadores - foram utilizados os kits OPAN, OPA ¢
OPF (Operon Technologies, Inc.) (Figuras 1 e 2). Destes,
foram escolhidos sete primers, que apresentaram as
melhores bandas, mais nitidas e bem definidas: OPAN-
03, OPAN-14, OPAN-15, OPAN-16, OPA-02, OPA-08 ¢
OPF-04. Para a escolha dos primers foi utilizado DNA
extraido de uma planta matriz micropropagada (planta
controle).

As reagdes de PCR foram realizadas em
volume de 25uL para cada amostra de DNA. As reagdes
continham 2,5uL de tampao de reagdo 10X (500mM de
KCI; 15mM de MgCl, e 100mM de Tris-HCI pH 9,0),
2uL de dNTPs Mix (contendo 2,5mM de cada ANTP),
30ng de primer, 10,1uL de agua ultra pura estéril, 40ng
do DNA extraido, 2 unidades de Tag DNA polimerase
e uma gota de 6leo mineral.

A amplificagdo foi realizada num
termociclador programavel PTC-100 (MJ Research, Inc.)
em 40 ciclos repetidos de 1 minuto a 92°C
(desnaturagdo), 1 minuto a 35°C (anelamento do primer),
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Figura 1 — Bandas RAPD de pereira, cv. Carrick, utilizando-se
diferentes primers dos kits OPAN e OPA (Operon
Technologies, Inc.). M = DNA do Fago A. Pelotas,
RS, 2002.
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Figura 2 — Bandas RAPD de pereira, cv. Carrick, utilizando-se
diferentes primers do kit OPF (Operon Technologies,
Inc.). M = DNA do Fago XA; 01 a 20 = primers
utilizados. Pelotas, RS, 2002.

2 minutos a 72°C (extensao pela Tag DNA polimerase e
incorporagao de nucleotideos). Apds os 40 ciclos, foi
realizado um passo final de extensdo de 5 minutos a
72°C, para finalizacdo dos produtos amplificados. Ao
término da rea¢do de PCR, o termociclador foi
programado para manter a temperatura a 4°C por tempo
indefinido.

A separagdo dos produtos da amplificaggo
foi realizada através de eletroforese horizontal em gel
de agarose 1,2%, corado com brometo de etidio
(usaram-se 6pL de uma solugdo 10mg mL™! para um gel
de 120mL). O desenvolvimento da eletroforese foi feita
com o gel submerso em tampdo TBE 0,5X (TBE 5X
1000mL": Tris Base 0,45M; Acido Bérico 0,45M; 20mL
EDTA 0,5M pH 8,0), 0o mesmo utilizado no preparo do
gel. A fonte de energia usada foi o Modelo 250 (Gibco
BRL-Life Technologies) a 90 Volts.

Cada pogo do gel foi carregado com 12uL
dareagao, acrescido de SUL de tampao de carregamento
(0,4g.mL! de sacarose; 2,5mg mL"! de azul de
bromofenol em tampao TE). Utilizou-se como marcador
de peso molecular o DNA do Fago A clivado com Hind
1. Aplicou-se SUL do DNA do Fago A e 3uL do tamp@o
de carregamento no inicio e no fim de cada gel.

Ap6s a corrida, os géis foram visualizados
sobre um transiluminador de luz ultravioleta e
fotografados com camara Polaroid para registro dos
dados. A auséncia ou adi¢cdo de uma ou mais bandas
comparativamente ao padrdo da planta matriz (planta
controle) foi considerado variagdo somaclonal.

Ciéncia Rural, v. 33, n. 3, mai-jun, 2003.



452

Erig & Schuch.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sete primers
utilizados na avaliagdo da
fidelidade genotipica das
brotagdes regeneradas de pereira
cv. Carrick, produziram 66
fragmentos, com o numero de
bandas produzidas por primer
variando de 7 (OPA-02) até 13
(OPAN-03), com uma média de 9,4
fragmentos por primer (Tabela 2).

BOGANTI etal. (1995),
trabalhando com regenerantes de
tomate, encontraram 58
fragmentos de DNA quando da
utilizagdo de 10 primers. WENDT
(1999) obteve 70 fragmentos
utilizando 10 primers na andlise
molecular de clones de batata,
com o numero de bandas
produzidas por primer variando
de 4 até 10, com média de 7
fragmentos por primer. Em
mandioca foi encontrado uma
média de 9 bandas por primer
(COLOMBO et al., 1998).
HASHMI et al. (1997)
encontraram uma média de 12
bandas por primer, trabalhando
com pessegueiro. DETTORI &
PALOMBI (2000) utilizaram 11
primers, na avaliacdo da
variabilidade genética de Feijoa
sellowiana, e obtiveram, em
média, 12 bandas por primer.
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Entretanto, deve-se considerar
que as espécies utilizadas nos
trabalhos foram diferentes.

Dos 66 fragmentos
produzidos neste trabalho,
observou-se 100% de bandas
monomorficas, indicando que,
nenhum dos sete primers utilizados detectou variagao
somaclonal nas brota¢des regeneradas de pereira cv.
Carrick, quando comparadas com o padrdo da planta
matriz (planta controle) (Figura 3).

Este resultado pode ser justificado pelo fato
de as brotagdes regeneradas terem se originado a partir
de tecidos do explante, ou seja, via regeneragdo direta.
As plantas regeneradas via regeneracao direta sdo mais
estaveis que aquelas obtidas a partir de calos
(KAMENICKA & RYPAK, 1989) com menor risco de
quimeras e variacao somaclonal (DIAMATO, 1977).

Figura 3 — RAPDs de amostras de brotagdes regeneradas de pereira cv. Carrick, resolvidos em géis de
agarose (1,2%): (a) primer OPAN-03; (b) primer OPAN-14; (c) primer OPAN-15; (d)
primer OPAN-16; (e) primer OPA-02; (f) primer OPA-08 e (g) primer OPF-04 (Operon
Technologies, Inc.). Pelotas, RS, 2002.

Segundo ILLG (1990), plantas regeneradas de cultura
de tecidos via formagdo de calos comumente
apresentam fenotipos variantes.

HASHMI et al. (1997), analisando variantes
somaclonais derivados de cultura de calos embrionarios
de péssego, encontraram 29% dos fragmentos
polimorficos. Ja SHOYAMA et al. (1997), estudando
as plantulas regeneradas via embriogénese somatica
de Panax notoginseng, constataram homogeneidade
genética, quando comparadas entre si e quando
comparadas com a planta original.

Ciéncia Rural, v. 33, n. 3, mai-jun, 2003.



Avaliagéo da fidelidade genotipica por marcadores RAPDs de brotagdes de pereira... 453

Tabela 2 — Numero de bandas produzidas por primer na avaliagdo
da fidelidade genotipica por marcadores RAPDs, das
brotagdes regeneradas de pereira cv. Carrick. Pelotas,

RS, 2002.

Primer Numero de bandas produzidas por primer
OPAN-03 13

OPAN-14 10

OPAN-15 8

OPAN-16 11

OPA-02 7

OPA-08 8

OPF-04 9

Média 9,4

VIRSCEK etal. (1999) utilizaram 25 primers
de RAPD para determinar a variacdo genéticaem 39 e
38 regenerantes de macieira das cultivares Golden
Delicious Bovey e Goldspur, respectivamente, e
concluiram que a técnica de regeneragao induziu uma
alta variacdo genética nestas cultivares.

CABONI et al. (2000) estudaram a variagdo
somaclonal em regenerantes de macieira (Malus
pumila) cv. Jork-9 e, de pereira (Pyrus communis) clone
ISF61 pela analise RAPD. Neste trabalho, foram
analisados 30 regenerantes de cada espécie obtidos a
partir de folhas ou apices caulinares, usando-se 20
primers. A andlise revelou pouco polimorfismo nos
clones regenerados a partir de folhas, enquanto
nenhuma variagdo foi detectada nos clones
regenerados de apices caulinares.

KARP (1995) relata que certos genotipos
parecem ser geneticamente mais instaveis in vitro do
que outros. Isto evidencia que a variacdo somaclonal
também ¢é dependente do gendtipo.

CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que néo
foi possivel detectar variagdo somaclonal nas brota¢des
de pereira regeneradas in vitro, quando comparadas
com o padrdo da planta matriz, por meio dos primers
utilizados na técnica de RAPD.
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