VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE ARATICUM DA COLECAO DE
TRABALHO DA EMBRAPA CERRADOS COM BASE EM MARCADORES RAPD

Marcela Versiani Venancio Pires', Fabio Gelape Faleiro?, José Carlos Sousa Silva?, Jodo
Gilberto Alves Villela®, Bernardo Coutinho de Almeida®, José Teodoro de Melo?, Sueli Matiko

Sano?, Graciele Bellon?, Tadeu Graciolli Guimaraes?, Nilton Tadeu Vilela Junqueira?

'Estudante de mestrado em Agronomia da Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy
Ribeiro, 70910-900 Brasilia, DF, maversiani@yahoo.com.br,

2Pesquisadores da Embrapa Cerrados, BR 020, Km 18, Caixa Postal 08223, 73010-970 Planaltina,
DF, ffaleiro@cpac.embrapa.br,

3Bolsistas de IC/Estagiarios, CNPg/Embrapa Cerrados/UnB.

Introducéo

O araticum (Annona crassiflora Mart.) € uma espécie frutifera da familia Annonaceae,
nativa da regido do Cerrado, muito estudada atualmente em diversas areas, desde a
culinéria, como fonte nutricional, até a medicinal, pelo grande potencial antioxidante (Roesler
et. al, 2007). O Cerrado é considerado o segundo maior bioma brasileiro, com
aproximadamente 200 milhbes de hectares e aproximadamente 33% da diversidade
biolégica brasileira (Aguiar et. al., 2004). Algumas estimativas indicam que o Cerrado
apresenta 40% da vegetacdo alterada pela atividade humana. Muitas espécies estédo
ameacadas pela ocupacdo antropica desordenada do Cerrado e o extrativismo predatorio.
Para preservar as espécies com potencial econdmico, além da criagdo de unidades de
conservacdo maiores, deve-se realizar a recuperacdo de areas degradadas e a
recomposi¢cdo da reserva legal das propriedades rurais com mudas oriundas destas
espécies.

Estudos sobre a variabilidade genética destas espécies geram importantes
informacfes para subsidiar diferentes praticas de manejo, estabelecimento e manejo de
bancos de germoplasma e também etapas iniciais de selecdo e melhoramento genético.
Nesse sentido, a Embrapa Cerrados tem trabalhado na caracterizacdo morfo-agrondmica de
uma colecdo de trabalho de araticum. Para complementar tais informacdes, objetivou-se,
neste trabalho, avaliar a variabilidade genética da colecdo de trabalho de acessos de
araticum da Embrapa Cerrados e outros materiais proximos ao Distrito Federal, utilizando

marcadores moleculares RAPD.

Material e Métodos
Os materiais genéticos analisados no presente trabalho foram 18 acessos de A.
crassiflora, sendo 7 da colecdo de trabalho da Embrapa Cerrados e outros de localidades
proximas ao DF e dois acessos de outras espécies da familia Annonaceae, utilizados como

outgroup (Tabela 1). Folhas de cada material foram coletadas e o DNA gendmico extraido
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utilizando o método do CTAB, com modifica¢gBes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de
cada material genético foram amplificadas pela técnica de RAPD.

Tabela 1. Acessos de araticum e sua respectiva origem

Numero Cadigo Locais de coleta

1 CPAC AR-9 Aguas Emendadas
2 CPAC AR-11 Colégio Agricola

3 CPAC AR-15 Cabeceiras — GO

4 CPAC AR-16 Cabeceiras - GO

5 CPAC AR-26 Reserva do Exército
6 CPAC AR-27 Reserva do Exército
7 CPAC AR-31 Reserva do Exército
8* CPAC AR-7 Jardim ACN

9* CPAC AR-8 Jardim transportes
10* CPAC AR-1 Viveiro

11* CPAC AR-1-1 Viveiro

12* CPAC AR-1-2 Viveiro

13* CPAC AR1-3 Viveiro

14* CPAC AR1-4 Viveiro

15 CPAC AR-5 Consorcio

16 CPAC AR-6 Consoércio

17 Out group Parana

18 Out group Terra Fria

* Acessos da colecao de trabalho da Embrapa Cerrados

As reacgfes de amplificagéo foram feitas em um volume total de 13 uL, contendo Tris-
HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada um dos
desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer’ (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencdo dos marcadores RAPD foram utilizados 10
primers decameros: OPD-05, OPD-07, OPD-08, OPD-16, OPE-16, OPF-01, OPF-16, OPG-
05, OPH-07 e OPH-08. As amplificagbes foram efetuadas em termociclador programado
para 40 ciclos, cada um constituido pela seguinte seqiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 35 °C e 90 segundos a 72 °C. Apés os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensao final de seis minutos a 72 °C, e finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C.
Apos a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma mistura de azul de
bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel de
agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampado TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM). A separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90
volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios,
a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com
base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li, utilizando-se o Programa

Genes (Cruz, 1997). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar a andlise de



agrupamento com o auxilio do Programa Statistica (Statsoft Inc., 1999), utilizando como
critério de agrupamento o método do UPGMA. Ainda com base na matriz de distancias
genéticas, foi realizada a disperséo gréfica baseada em escalas multidimensionais usando o
método das coordenadas principais, com auxilio do Programa SAS e Statistica (Statsoft Inc.,
1999).

Resultados e Discusséo

Os 10 primers decameros geraram um total de 146 marcadores RAPD, perfazendo
uma média de 14,6 marcadores por primer. As dissimilaridades genéticas entre os 18
gendtipos de araticum variaram entre 0,152 e 0,697 (Dados ndo apresentados). A menor
distancia foi observada entre o genétipo CPAC AR 1-3 e CPAC AR 1-4 (0,152), ja esperada
por terem origem da mesma matriz (CPAC AR 1), bem como a similaridade dos outros
acessos localizados na Embrapa Cerrados, como mostra a dispersao grafica na Figura 1. A
maior distancia observada foi entre o genétipo do out group de Terra Fria e CPAC AR 9, de
Aguas Emendadas (0,697).

Do total de marcadores, 100% foram polimorficos. Verifica-se também coeficientes
de distancias genéticas altos, evidenciando a ampla base genética do material total
avaliado. Analisando apenas o grupo de acessos ja inseridos no CPAC, as distancias
diminuem, indicando maior similaridade entre os acessos, mostrando que a base genética
da atual colecdo de trabalho é mais estreita. Os genotipos do out group foram os que mais
diferiram dos outros, com maiores valores de dissimilaridade genética e maior distancia na

andlise do gréfico de dispersdo (NUmeros 17 e 18, Figura 1) .
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Figura 1. Analise de agrupamento e dispersédo grafica de 18 acessos de araticum, com
base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 146 marcadores RAPD. O
método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. O valor do coeficiente de
correlagdo cofenética (r) foi de 0,85. Os numeros dos acessos correspondem aos
informados na Tabela 1.
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Conclusdes
Verificou-se proximidade genética entre os acessos da cole¢cdo de trabalho da
Embrapa Cerrados. Por outro lado, foram verificadas alta variabilidade genética entre
acessos das reservas de Aguas Emendadas, do Exército, do Colégio Agricola e de acessos
implantados em areas experimentais de consorcio. Esses acessos sdo importantes fontes
de variabilidade para enriguecimento da atual colecdo de trabalho da Embrapa Cerrados e

para futuros estudos de caracterizacdo morfo-agronémica.
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