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INTRODUCAO

Marcadores moleculares denominados SSR ou microssatélites (“Simple Sequence Repeats”
— Sequéncias Simples Repetidas) amplificam regides do genoma que contém DNA repetitivo
por meio do uso iniciadores (“primers”) especificos. Os microssatélites sao freqlientemente
multialélicos e segregam de modo co-dominante (MILACH, 1998). Estas caracteristicas
fazem destes marcadores uma excelente escolha para uso na solugdo de problemas de
identificacdo e na estimativa de relagdes genéticas entre acessos mantidos em Bancos de
Germoplasma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A EPAGRI-EE Cagador mantém um Banco Ativo de Germoplasma de Péra contendo 200
acessos oriundos de diversas regides. Em um estudo de uma amostra de 46 acessos de
péra, realizado com marcadores RAPD, foi confirmada a suspeita de identidade Unica dos
acessos registrados com nomes diferentes, ‘William’s’ e ‘Bartlett’, os quais correspondem a
variedade européia ‘Bon Cheretian Willians’. Desse modo, tais acessos representam uma
mesma cultivar depositada no Banco de Germoplasma com nomes diferentes (RITSCHEL et
al., 2007). Ainda permenecem duvidas sobre a identidade do acesso denominado
‘Japonesa’; mantido no Banco de Germoplasma de Péra, ja que avaliagcbes agro-
morfolégicas sugerem que este acesso seja, na verdade, a cultivar Ya-li, de origem chinesa.
Por outro lado, a Embrapa Uva e Vinho conserva in vitro algumas cultivares comercialmente
importantes de péra, entre elas, as cultivares William’s e Ya-li. Durante o processo de
propagacao de cv. William’s houve a suspeita de troca de identificagdo, ja que, apos a
aclimatacao, no inicio de desenvolvimento das plantulas, foram observadas caracteristicas

morfolégicas semelhantes as da cv. Ya-li .
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Sessenta e uma sequéncias de marcadores SSR desenvolvidos para espécies frutiferas
como péras, macds e péssegos, e recuperados na literatura (YAMAMOTO et al., 2001,
2002a, b, c) foram testados para uso em péra, resultando em 28 marcadores polimoérficos
(RECH et al., 2007). Estes marcadores tem sido usados rotineiramente na solugao de
questdes de identificagdo genética de materiais como nos casos da cultivar Japonesa e as
cultivares William’s e Ya-li.

O objetivo deste trabalho é solucionar questdes de identidade de um acessos mantidos no
Banco de Germoplasma de Péra, determinando a identidade correta de um acesso mantido
in vitro e do acesso identificado como ‘Japonesa’, mantido a campo.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada a extracdo de DNA gendmico de quatro plantas multiplicadas a partir do
acesso de pereira mantido in vitro na Embrapa Uva e Vinho, sob suspeita de ter sido trocado
durante o procedimentos de micropropagacao. Para a extracdo do DNA genbémico foi
utilizado o protocolo de DOYLE; DOYLE (1990) modificado.

Apés a extracdo do DNA genbmico, foi realizada uma reacédo de PCR com os marcadores
SSR NH027a e RGL-1, aplicados as quatro amostras do acesso de péra, juntamente com o
material biolégico de ‘William’s’ e ‘Ya-I’, coletados na Embrapa Uva e Vinho- Estagéo
Experimental de Fruticultura Temperada (EEFT), em Vacaria

Para o trabalho de identificacdo da japonesa foi realizado extragdo de DNA gendmico da
cultivar e comparado com o material biolégico de “Ya-Ii’, coletado na Embrapa Uva e Vinho-
EEFT, em Vacaria-RS. Apés a extragdo do DNA gendmico, foram realizadas reag¢des de
PCR com os marcadores SSR NH021a, NH009 b,NB105 e NB109.

Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de poliacrilamida denaturante 5%,
visualizado por coloracdo com prata. A comparacao entre os acessos foi realizada através
da comparacéao entre o tamanho dos fragmentos amplificados, por meio de analise visual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado dos produtos de amplificacdo de PCR com o marcador RGL-1 pode ser
visualizado na Figura 1A. Os acessos sob suspeita de troca de identidade s&o totalmente
similares a cultivar William’s, ndo se confirmando, portanto, esta suspeita. Os resultados
obtidos com o marcador NH0027a foram similares.
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Na Figura 1B, sdo mostrados o0s fragmentos obtidos com a amplificacdo do DNAs de
Japonesa e cv. Ya-li com os marcadores SSR NH021a e NHO009 As amostras se
apresentaram diferentes confirmando que dois materiais mantidos pelo Banco de
Germoplasma de Péra, portanto, representam acessos geneticamente distintos. Este
resultado foi confirmado com a utilizacdo dos marcadores NB105 e NB109.
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FIGURA 1 - (A) Gel de poliacrilamida denaturante com marcador RGL-1. Da esquerda para direita:
pistas 1 e 2: ‘William’s (W)’ pistas 3, 4, 5 e 6: Am: amostras suspeitas; e pistas 7 e 8:
‘Ya-Ii" (Y). (B) Gel de poliacrilamida denaturante com marcadores SSR NH021a e
NHO009b. Da esquerda para direita: Marcador SSR NH009b: pistas 2 e 3: ‘Ya-Ii’ (Y)’
pistas 4, 5; ‘Japonesa’ (J); Marcador NHO21a : pistas 6 e 7: ‘Ya-I’ (Y) ; pistas 8 e 9:

‘Japonesa’ (J).

CONCLUSOES

As amostras suspeitas de falsa identificagdo durante procedimentos de micropropagagéao
confirmaram ser idénticos a cv. ‘William’s’, a partir do qual foram propagadas. Nao se
confirmou, assim, a suspeita de corresponderem a cultivar Ya-li.

O acesso identificado como ‘Japonesa’ nao corresponde a cultivar Ya-li, constituindo acesso
geneticamente diferente da mesma
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O estudo mostra como os marcadores SSR constituem ferramentas Uteis para identificagao
genética de acessos e cultivares de péra e para a organizagdo de colecées de
germoplasma.
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