XX Congresso Brasileiro de Fruticultura
54th Annual Meeting of the Interamerican Society for Tropical Horticulture

12 a 17 de Outubro de 2008 - Centro de Convencodes — Vitéria/ES

X cop 1RO
(GRESSQ BRASILE
DE FRUTICULTURA

12a 17 ge outubro de 2008
Centro de Convengoes - Vitori £

SIMILARIDADE GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE MANGA COM BASE
EM MARCADORES RAPD

Isis Gomes de Brito Souza'; Fabio Mendonca Diniz®; Valdomiro Aurélio Barbosa de
Souza®; Sérgio Emilio dos Santos Valente?; Fabio Britto Barros*; Paulo Sarmanho da
Costa Lima®

'Bolsista de graduagdo CNPg/Departamento de Biologia (UFPI) isisgomesmd@hotmail.com;
®Pesquisadores da Embrapa Meio-Norte, E-mail: fmd1@cpamn.embrapa.br,
valdo@cpamn.embrapa.br, sarmanho@cpamn.embrapa.br; *Professor Adjunto (UFPI)

svalente2@yahoo.com.br, *Bolsista DCR (Embrapa) fbbritto@yahoo.com

INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera Indica L.) € uma espécie frutifera, dicotiledénea, da familia
Anacardiacea. E uma das mais importantes frutas tropicais consumida no mundo

O Brasil vem ampliando sua participacdo nas exportagdes mundiais e gerando
emprego e renda em todo o territério nacional. Em 2007 o Brasil exportou 116.047.528
kg de manga e de janeiro a maio de 2008 j& exportou mundialmente 32.189.363 Kg de
manga frescas ou secas(MDIC - SECEX, 2008). Para ampliar cada vez mais essa
participagdo € necessaria a obtengao de cultivares superiores, de alta produtividade e
resistentes as principais doencgas da cultura e, para isso, a utilizacdo de marcadores
moleculares como ferramenta de auxilio no melhoramento genético da manga é
importante.

Os marcadores moleculares permitem fazer distingao entre individuos diretamente ao
nivel de DNA e tém permitido acessar a variabilidade genética dentro de um pool
génico de espécies perenes, assim como identificar a diversidade disponivel em
bancos de germoplasma. Dentre estes marcadores, os de RAPD (Polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso) (WILLIAMS et al., 1990; WELSH; MCCLELLAND, 1990)
tém sido usados no melhoramento de plantas. Os RAPDs sdo marcadores de natureza
dominante, contudo, em fungéo de seu baixo custo e de permitirem a detecgao rapida
de grande numero de polimorfismo genético, tém sido bastante utilizados em estudos
de diversidade genética em um numero significativo de espécies tais como, maracuja
(JUNQUEIRA; FALEIRO; JUNQUEIRA, 2008) e pau-rosa (SANTOS et al., 2007).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de marcadores RAPD, a similaridade
genética entre acessos de mangas regionais que compdem o Banco Ativo de
Germoplasma de Manga da Embrapa Meio-Norte.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados DNA de seis acessos de manga provenientes das seguintes
localidades: Teresina, Inhuma, Bom Jesus e Parnaiba, no Piaui; Pacajus, no Ceara, e
Cruz das Almas, na Bahia (Tabela 1).

TABELA 1 - Variedades de manga usadas na analise de RAPD e seu local de coleta.

VARIEDADE LOCAL DE COLETA
Favo de Mel Cruz das Almas-BA
Piqui Inhuma-PI
Fafa Pacajus-CE
Xexéu Bom Jesus-PI
D’Agua Parnaiba-P!I
Jarbas Teresina-PlI

A extragdo do DNA foi realizada obedecendo ao protocolo PUREGENE® DNA
Purification Kit (Gentra Systems, USA). Foram testados 23 primers (iniciadores),
sintetizados pela Gibco BRL, dos quais seis (A01, A09, M16, G03, G09 e N05) foram
selecionados para as analises de similaridade genética. As reacdes de amplificacdo
foram realizadas de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990). O volume final
utilizado nas reacdes foi de 20 pl, contendo os seguintes componentes: tampao 1,0x
[20 Mm Tris HCI, Ph 8,0; 0,1 Mm EDTA; 1 Mm DTT; 50% (v/v) glicerol], 1,0 Mm MgCl,,
800 Mm Dntp, 0,4 pMol de “primer”, 1U de Taq DNA polimerase e 1 yl de DNA
genbémico (~15 ng).

As reagbes foram preparadas em tubos de 0,2 mL, sendo realizadas em termociclador
GeneAmp 2400 Thermal Cycler PCR (Perkin-Elmer), com uma fase inicial de
desnaturagao a 92°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos nas seguintes condicoes: 1
minuto para desnaturagéo a 92°C; 1 minuto para anelamento (t,) a 35°C; 2 minutos
para extensao a 72°C. A extensao final foi realizada a 72°C por cinco minutos.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,4% com tampao TBE 1X (89 Mm Tris, 89 Mm Acido Bérico e 2 Mm EDTA,
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pH 8.0), conduzida em voltagem de 80 V por 3 horas e 30 minutos. Ao final, os géis
foram tratados com brometo de etidio, por 40 minutos, visualizados em transluminador
de luz ultravioleta, fotografados e as fotos arquivadas em computador para posterior
avaliacao dos padrdes de bandas.

A analise dos dados foi realizada utilizando o software PAST vi1.34 (HAMMER;
HARPER; RYAN, 2001). A similaridade genética foi estimada pelo coeficiente de
Jaccard, sendo construido, a partir da matriz de similaridade gerada, o dendrograma
que gerou a matriz de similaridade (Tabela 2). A partir dessa matriz, foi gerado o
cluster, pelo método UPGMA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amplificados um total de 55 marcadores RAPD, dos quais 34 mostraram
polimorfismo (61,8%). O numero de bandas amplificadas variou de 6 (A01) a 14 (N05).
Na Tabela 2 sdo apresentados dados da matriz de similaridade genética entre os seis
acessos de manga analisados. Observa-se que 0s acessos mais divergentes foram
Faf4 e Favo de Mel (74%) e os mais similares, Jarbas e D"Agua (60%).

TABELA 2 - Matriz de similaridade genética entre 6 acessos de manga gerada pelo coeficiente
de Jaccard, utilizando marcadores RAPD

Xexéu D’Agua Jarbas  Fafa Favo de Piqui
Mel
Xexéu 1
D'Agua 0,5 1
Jarbas 0,44444 0,6087 1
Fafa 0,28571 0,47059 0,36 1
Favo de Mel 0,5 0,37037 0,48387 0,25926 1
Piqui 0,30769 0,28 0,36667 0,26087 0,46429 1

Na Figura 1 € mostrado o dendrograma, obtido pelo método UPGMA com base na
matriz de similaridade genética de Jaccard. Pode-se observar a formagédo de trés
grupos distintos: grupo |, com similaridade em torno de 33%, € o mais dissimilar em
relagcdo ao conjunto e esta constituido pela variedade Fafa; grupo Il, com similaridade
de 35% esta constituido pela variedade Piqui, e o grupo lll constituido pelas
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variedades Favo de Mel, Xexéu, Jarbas e D'Agua, é o mais similar, com
aproximadamente 44% de similaridade.
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FIGURA 1 - Dendrograma obtido pelo método UPGMA, de acordo com a matriz de similaridade

genética entre seis acessos de mangas regionais.

CONCLUSAO

A técnica RAPD mostrou-se eficiente em discriminar os acessos de manga analisados.
A variedade Faféd mostrou-se mais distante em relagdo as demais. Novos primers
serdo testados com objetivo de identificar maior polimorfismo entre os acessos que

compdem a colecao de manga da Embrapa Meio-Norte
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