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INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) € uma das mais populares frutas tropicais produzidas no
Brasil e é a terceira na pauta de exportacdes brasileiras de frutas. Para atendimento
crescente da demanda por frutos dessa espécie ha necessidade da incorporacdo de novas
técnicas que proporcionem a superagao de alguns problemas relacionados ao cultivo da
manga e resultem em aumento da produtividade.

Os marcadores moleculares sao ferramentas importantes no auxilio do melhoramento
genético dessa cultura. Os marcadores RAPD em razdo da simplicidade, rapidez, baixo
custo e uso de quantidade minima de DNA sdo utilizados com grande freqiéncia em
estudos de diversidade genética (GOULAO, 2001)

A baixa repetibilidade de algumas bandas é frequentemente citada na literatura como umas
das principais limitagdes da técnica (Blixt et al., 2003). Muitos estudos apontam como causa
para o aparecimento de bandas inespecificas da necessidade de otimizacdo das
concentracdo de reagentes e do DNA utilizados além da otimizacdo dos ciclos de
temperaturas. Assim, esse trabalho teve por objetivo testar a repetibilidade da técnica de
RAPD em manga.

MATERIAL E METODOS

Neste teste utilizou-se DNA do acesso de manga (Jarbas), pertencente ao Banco Ativo de
Germoplasma de Manga da Embrapa Meio-Norte.
As reacoes foram realizadas, com um Unico primer escolhido aleatoriamente, conforme

preconizado por Clark e Lanigan (1993). Foram feitas 10 repetigcbes da reagao, tendo-se o
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cuidado de manter todas as concentragdes dos reagentes padronizadas, bem como usar o
mesmo termociclador, de forma a assegurar uma melhor precisao dos resultados.

O volume final utilizado nas reacbes foi de 20 uL, 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 € 1 uyL de DNA
genbémico (~15 ng).

As reacoes foram preparadas em tubos de 0,2mL, sendo realizadas no termociclador Veriti
(Aplied Biosystems), com uma fase inicial de desnaturacao a 92°C por 1 minuto, seguida de
40 ciclos nas seguintes condi¢cbes: 1 minuto para desnaturacdo a 92°C; 1 minuto para
anelamento (t,) a 35°C; 2 minutos para extensédo a 72 °C. A extenséo final foi realizada a
72°C por cinco minutos.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese horizontal, com tampao TBE
1X (89 Mm Tris, 89 Mm acido bérico e 2 Mm EDTA, pH 8.0),em gel de agarose 1,4%,
conduzida em voltagem de 80 V por 3 horas e 30 minutos. Os géis foram tratados com
brometo de etidio a concentragdo de 0,5 pL/mL, por 40 minutos, visualizados em
transluminador de luz ultravioleta, fotografados e as fotos arquivadas em computador para
posterior avaliagao dos padrdes de bandas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos amplificados e polimérficos identificados pelo primer G03 (Gibco BRL) estéao
ilustrados na Figura 1.

M

FIGURA 1 - Fragmentos amplificados de DNA de manga, acesso Jarbas, em 10 repeticbes. M.
Marcador molecular Ladder 1kb.
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Com base nos testes realizados, utilizando genétipo e primers Unicos, porém com 10
repeticbes do ultimo, observou-se que todos os testes apresentaram 0s mesmos
marcadores RAPD e foram capazes de minimizar a questdo da repetibilidade dessa técnica,
conforme resultados obtidos por Telles (2006), com Physalaemus cuvieri, e Vieira; Nodari
(2007), com Alium sativum.

CONCLUSAO

A técnica RAPD mostrou-se eficiente no teste de repetibilidade, gerando bandas com
mesmo padrdo de resolucdo nas reacgdes realizadas, indicando que se otimizando o
programa de reagdo, as concentracdes dos reagentes e do DNA, é possivel aumentar a
repetibilidade dessa técnica.
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