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INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie amazénica de
alto valor industrial devido a producdo de extrato rico em cafeina utilizado na composicdo de
bebidas energéticas e blends de sucos de naturais. A espécie conquistou mercado internacional
beneficiada pela origem geogréafica e pelos modernos habitos de consumo de produtos funcionais. A
experiéncia de outras espécies frutiferas tem mostrado que a sustentabilidade do agronegécio de
espécies nativas depende fortemente de resultados das pesquisas em genética e melhoramento. A
Embrapa Amazobnia Ocidental é responsavel pela conservacdo de germoplasma clonal da
variabilidade genética do guaranazeiro visando suprir as demandas de conhecimentos necessarias
para a obtencdo de avancos no programa de melhoramento, visando principalmente a geracéo de
clones e populagdes superiores em producéo e resisténcia a estresses bioticos e abioticos.

O acesso a diversidade genética intraespecifica tem sido realizada predominantemente por
meio da avaliacdo da producdo e caracterizacdo morfo-agronomica de frutos (NASCIMENTO
FILHO et al 2001; SOUSA, 2003). Até o momento, os resultados indicam a existéncia de pouca
variabilidade genética na colecdo de clones de guaranazeiro, apesar da poliploidia da espécie. Em
fungdo disso, os programas de conservacdo e melhoramento demandam a continuidade das
pesquisas para ampliar o conhecimento da variabilidade genética disponivel e direcionar acbes de
gestao e utilizagdo do germoplasma de guaranazeiro.

Os marcadores moleculares tém ampla aplicacdo em estudos ecolégicos, evolutivos,
taxonémicos, filogenéticos e genéticos de espécies vegetais (AGARWAL et al 2008). A deciséo de
escolha do marcador molecular depende do custo, da capacidade laboratorial, do objetivo da
pesquisa e, no caso exclusivo do guaranazeiro, acrescenta-se a inexisténcia de marcadores

especificos disponiveis. Entre os marcadores mais acessiveis, operacionalmente e biologicamente,
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destacam-se RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat).

Nesse sentido, a caracterizacdo genética dos clones de diferentes origens utilizando
marcadores moleculares podera contribuir para o desenvolvimento de novas cultivares de
guaranazeiro com ampla base genética, bem como na complementacdo da identificacdo grupos de
divergentes no Banco de Germoplasma. O objetivo do trabalho foi comparar a identificacdo de
grupos na analise de diversidade genética do germoplasma clonal de guaranazeiro utilizando
marcadores RAPD e ISSR.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Biologia Molecular e utilizou 47 clones da
colecdo de germoplasma da Embrapa Amaz6nia Ocidental com origem de trés municipios
amazonicos: Iranduba, Maués e Manaus (Tabela 1). O protocolo CTAB de extracdo de DNA foi
otimizado para resolver os problemas de elevada quantidade de polifendis e oxidacdo. A
amplificacdo de DNA seguiu o procedimento basico de testes de concentracdes e gradientes para
otimizar a temperatura de anelamento dos primers de ISSR. Os primers selecionados foram 16
primers RAPD e 12 ISSR-UBC. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose
e convertidos em uma matriz de 0 (auséncia) e 1 (presenca). O coeficiente de similaridade de Dice

foi estimado e a analise de agrupamento dos clones foi pelo método UPGMA.

Tabela 1 - Origem geogréfica, identificacdo numérica de clones de guaranazeiro analisados
utilizando RAPD e ISSR.

N° de
Origem geograéfica - UF Identificacdo
Clones
Iranduba - AM CIR (217, 819) 02
CMU (300, 375, 381, 385, 388, 389, 500, 505, 601, 605, 607,
Maués - AM 609, 610, 611, 612, 613, 614, 616, 617, 619, 623, 624, 625, 35
626, 631, 648, 861, 862, 871, 882, 899, 908, 932, 948, 949
Manaus-AM CMA (189, 222, 223, 224, 225, 227, 274, 276, 347, 372, 10
Total 47

*CIR (clone de Iranduba), Clone de Maués (CMU) e Clone de Manaus (CMA)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anédlise de RAPD, dezesseis primers geraram um total de 150 bandas polimorficas. O

numero variou de acordo com o primer, com minimo de cinco (OPA05) e maximo de treze bandas
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(OPA09 e OPAZ20). O intervalo de similaridade interclonal foi de 0,63 a 0,82 e 0s clones
geneticamente mais relacionados foram CMU948 e CMU949. No dendrograma foram identificados
cinco grupos compostos por mais de trés individuos com similaridade aproximada de 0,70. Os trés
primeiros reuniram a maior parte dos clones, sendo o grupo | formado por treze (CMA189 a
CMUG619), grupo Il por onze (CMA225 a CMUG605) e grupo Il por sete (CMA223 a CMAG611). Os
demais clones ficaram isolados ou distribuidos em pequenos agrupamentos (Figura 1A).

Na analise de ISSR, doze primers produziram um total de 130 bandas polimorficas. O
numero de bandas por primer variou de sete ISSR812 e ISSR835 a 14 (ISSR808 e ISSR880). As
repeticGes dos dois primers com maior numero de bandas foram respectivamente um com ancora
(AG)sT e outro sem ancora (GGAGA)s. O coeficiente de similaridade variou de 0,65 a 0,99 e 0s
clones que tiveram similaridade maxima foram CMA227 e CMA276. No dendrograma houve
distanciamento do clone CMU614 dos demais clones reunidos em um d{nico grupo com
similaridade aproximada de 0,70 (Figura 1B).
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Figura 1 - Dendrograma dos clones analisados com base no método UPGMA (A) marcador RAPD
e (B) marcador ISSR..

Também foi claro a formacéo de um pequeno grupo com oito clones da origem de Manaus
(CMA) com 0,90 similaridade genética. Os mesmos clones, exceto CMA223, foram agrupados em
analise de diversidade utilizando dados fenotipicos (NASCIMENTO FILHO et al 2001), o que

atesta o elevado grau de relacionamento genético desses clones.

CONCLUSOES

A identificacdo de grupos similares variou em funcéo do marcador utilizado, porém o poder
de discriminacdo do marcador ISSR foi mais consistente.
Os resultados dos dois marcadores sugerem que 0 guarana pode ser considerado uma unica

populacdo com pouca variacgdo intraespecifica.
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