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Diversidade Intra e Interespecifica de Paullinia spp. com
Base em Produtos Amplificados por ERIC-PCR e REP-PCR

Daphne Cristine Bertho da Silva
Nelcimar Reis Sousa

Gilvan Ferreira da Silva

Firmino José Nascimento Filho

Introducao

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie
amazodnica de elevado valor industrial devido ao contetdo de cafeina em suas sementes.
Nos relatos de domesticacao nao ha registros de associacoes entre locais de coleta e
diversidade genética, também nao ha registros da existéncia de populacdes naturais de
guaranazeiro, o que exige maior empenho da pesquisa para definir estratégias de coleta e
organizacao da variabilidade genética cultivada.

Os recursos genéticos sao Uteis para os programas de melhoramento, tornando-se
necessarios estudos da variabilidade genética entre e dentro das espécies. O Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) é o local onde se encontra toda a variabilidade genética, e, para
ser estudado, € preciso fazer avaliacao agronémica e caracterizacdao, que pode ser por
descritores morfolégicos, botanicos e marcadores moleculares.

A caracterizacdao molecular do germoplasma de guaranazeiro tem sido possivel
com a utilizacdo de sequéncias universais (SOUSA, 2003). Os resultados indicaram a
existéncia de pouca variabilidade genética na colecao de clones de guaranazeiro, apesar
da poliploidia constatada por Freitas (2007), sugerindo que os métodos utilizados ainda
nao foram suficientes para discriminar a variabilidade do germoplasma. A continuidade
das pesquisas no BAG de guaranazeiro se faz necessdria para auxiliar a gestao e utili-
zacao da variacao existente no programa de melhoramento.

As técnicas de marcadores moleculares disponiveis apresentam vantagens e
desvantagens relacionadas com custo, rapidez e reprodutibilidade. O mais acessivel em
custo é o RAPD, porém apresenta a limitacdo da baixa reprodutibilidade. Destacam-se
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entre os de custo elevado o AFLP e o
SSR, porém sao mais informativos. Além
do custo, os SSR necessitam de desen-
volvimento de primers especificos
(REDDY et al., 2002; SOUFRAMANIEN e
GOPALAKRISHNA, 2004). Na auséncia
de primers especificos, tém sido adota-
das técnicas que adicionam a vantagem
de baixo custo pelo uso de produtos
amplificados por primers universais.

Os polimorfismos moleculares
obtidos por elementos repetitivos podem
ser utilizados para deteccao de variacdes
genéticas entre e dentro de espécies
vegetais, animais e microrganismos,
como ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus) e REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) (GILLINGS e
HOLLEY, 1997). Os elementos ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) foram descobertos em
regioes intergénicas do genoma de
eurobactéria, sdao caracterizados como
pequenas unidades repetitivas de 127 pb
contendo regido central altamente
conservada com repeticoes invertidas de
40 pb ), enquanto as sequéncias REP sao
caracterizadas por serem complemen-
tares a unidades repetitivas e conser-
vadas de 35-40pb (VERSALOVIC et al.,
1991). Em plantas, as técnicas de ERIC-
PCR e REP-PCR nao amplificam necessa-
riamente regides intergénicas, contudo
os perfis de bandas obtidos permitem a
geracao de fingerprintings.

O objetivo deste estudo foi analisar
a diversidade intra e interespecifica de
Paullinia spp. com base em produtos
amplificados por ERIC-PCR e REP-PCR.

Material e Métodos

As atividades foram desenvolvidas
no Laboratério de Biologia Molecular da
Embrapa Amazonia Ocidental. Foram

analisadas 13 espécies afins (Paullinia
spp.) pertencentes ao BAG e 2 clones
melhorados de guaranazeiro comercial
(Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.)
Ducke) do Programa de Melhoramento
Genético. O DNA foi extraido das 20
amostras de tecidos foliares coletadas
para a extracao de DNA de acordo com o
método CTAB 2% e quantificado no equi-
pamento MNanodrop; com base nas
concentracoes foram feitas as diluicoes.

Para as reacdoes de amplificacao
foram utilizados individualmente os
primers: ERIC1TR (5"-
ATGTAAGCTCCTGGGGTTCAC-3') e
ERIC2 (5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGA
GCG-3'), e REP1R-I (5'- lICGICGICATCI
GGC-3') e REP2-I (5'- ICGICTTATCIGGCC
TAC-3'). As reacoes de PCR seréo
realizadas em volume de 20 puL contendo
20 ng de DNA genbmico, 1X de tampao
(500 mM de KCI, 100 mM de Tris-HCI pH
8,4, 1% de Triton X- 100) 1,5 mM MgCl,,
0,8 mM de dNTP, 0,5 uM de primer e 2U
de Tag DNA polimerase. As condicdes de
amplificacdo serdao: 94 °C por 3 min e
seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 min,
52 °C por 1 min, e 65 °C por b min e
extensao final de 65 °C por 10 min. Os
produtos da PCR foram separados em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de
etidio. Os dados foram analisados no
programa NTSYS-pc, v. 2.2.

Resultados e Discussao

Os resultados de qualidade e
guantidade de polimorfismo observados
em gel agarose 1,5% indicaram que os
marcadores ERIC-PCR foram mais eficien-
tes do que o REP-PCR para separar as
espécies afins do guaranazeiro cultivado
(Figuras 1 e 2). Em razao disso, os marca-
dores ERIC-PCR foram selecionados para
analise de diversidade interespecifica.
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Figura 1. Padroes de REP-PCR para Paullinia spp. em gel de agarose 1,5%.
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Figura 2. Padroes de ERIC-PCR para Paullinia spp. em gel de agarose 1,5%.

A diversidade genética foi estimada
com base em 18 bandas polimérficas,
com tamanho variando de 200 a 3.000
pb. A similaridade de Jaccard (Fig.3)
variou de 0,13 (entre espécies afins) a
0,88 (entre cultivares clonais de
guaranazeiro). A analise de agrupamento
pelo método UPGMA revelou elevado
poder de discriminacao da técnica de
ERIC-PCR, que foi capaz de separar as
espécies afins do guaranazeiro cultivado.
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Figura 3. Dendrograma obtido com base no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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