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SIMILARIDADE GENETICA EM PIPERACEAS ATRAVES DE MARCADORES RAPD
LUZ, Sylmara de Melol; COSTA, Maria Rosaz; POLTRONIERI, Marli Costa’ ;
INTRODUCAO

Dentre as piperaceas nativas a espécie P. spidinervium C.DC. é a mais importante devido ao 6leo essencial safrol que ¢ um
composto aromatico empregado na industria quimica. A espécie P. aduncum L. vem sendo estudada para fins medicinais.
As demais piperaceas que estdo em conservagdo no Banco de Germoplasma da Embrapa Amazdnia Oriental t€m um
objetivo especifico ligado a melhoria do sistema de producdo da pimenta-do-reino sendo utilizadas como fonte de
resisténcia ao fungo Fusarium solani f.sp.piperis, através da enxertia ou em trabalhos de melhoramento genético. A
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) se constitui em um importante produto agricola de consumo interno e de exportacao.
Apesar de oscilagdes de preco no mercado internacional, observa-se uma continua tendéncia de aumento do seu consumo.
Além disso, a cultura da pimenta tem papel relevante no contexto sécio econdmico regional, gerando divisas ao estado e
empregos diretos e indiretos no meio rural.

Nos Bancos de Germoplasma Vegetal, mantidos pela Embrapa Amazdnia Oriental, existem pesquisas em andamento que
visam quantificar a variabilidade genética dos acessos e verificar a similaridade entre eles a fim de sanar davidas quanto a
origem e uso nos cruzamentos, além de auxiliar na escolha de acessos potenciais para o enriquecimento da variabilidade
genética nos proprios bancos. Tendo em vista a necessidade de conservagdo das Piperaceas, bem como o melhor
aproveitamento destas em beneficio do homem, utilizamos a biologia molecular, especificamente a técnica RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), como importante ferramenta na distingdo e preservagdo desta familia.

O RAPD constitui-se o segundo tipo de marcador molecular mais utilizado em plantas. Ele foi desenvolvido a partir do
estabelecimento da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Esta técnica possibilita a amplificacdo de
fragmentos de DNA, através da acdo de uma enzima (DNA polimerase) em presenca de nucleotideos e cofatores para a
atividade da mesma. Em fun¢do da grande quantidade de DNA produzida a partir do fragmento amplificado, esta amostra
pode ser visualizada diretamente em gel de agarose na forma de bandas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Devido a essas vantagens foi escolhida a técnica de RAPD para a realizagdo deste trabalho, como ferramenta de suma
importancia para a caracterizacdo das Piperaceas.

MATERIAIS E METODOS

O material analisado foi composto de 12 acessos de Piper nigrum (Bragantina, Guajarina, Cingapura-2 Brt.rx, Kottanadan,
lagara, Perunkoide, KARK, 239, M-170, M-132, M-123 ¢ Cingapura Baido) ¢ hum acesso das espécies P.fuberculatum,
P.attenuatum, P.spidinervium e P. aduncum provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia
Oriental, em Belém, PA. O DNA gendmico foi obtido através do protocolo de Nelson (1993) modificado . A concentragdo
de DNA foi estimada em gel de agarose 1,0 %, pela compara¢do do DNA total com trés concentragdes do DNA lambda. As
amostras utilizadas no RAPD, apds a quantificacao total, partiram de dilui¢des da amostra total em agua estéril, de modo a
conter 5 ng/ul de DNA. As aliquotas foram armazenadas a -20 °C.

As reacdes de amplificagdo foram desenvolvidas de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990) com pequenas
modifica¢des, num volume final de 13 pl contendo agua destilada autoclavada, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM KCI, 2,0
mM MgCl12, 200 uM de cada dNTP, BSA purificada (2,5 mg/ml), 1,3 uM primer arbitrario, 1U.I Taq DNA polimerase e
15 ng de DNA genomico, cobertas com duas gotas de 6leo mineral.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador de DNA Thermolyne Amplitron II modelo DB.80225, sendo
realizados 40 ciclos de 172 94 °C, 1 a 37 °C ¢ 2” a 72 °C, seguidos de mais 7 minutos a 72 °C para a completa extensio dos
produtos amplificados. O método utilizado para a separacdo dos produtos amplificados foi a eletroforese horizontal em gel
de agarose 1,5 %, corado com brometo de etidio 1mg/ml. Utilizou-se 13 pl de cada reagdo, acrescido de 2 pl de uma
solucdo de azul de bromofenol (40 %) mais sacarose. Foi utilizado TBE (Trizma base 0,1 M; acido boérico 1M ¢ EDTA
0,5M) como tampao do gel e de corrida. Apos a eletroforese, os géis foram visualizados e fotografados em equipamento de
foto documentacao por transiluminagdo em ultravioleta.

Foi construida uma matriz para os fragmentos polimoérficos amplificados com presenga (1) e auséncia de banda (0).
Somente foram consideradas as bandas que ndo davam margens a duvidas. Bandas muito fracas, de dificil resolucdo, ndo
foram incluidas. Para analise dos dados, utilizou-se o NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System), versdo 2.02. A similaridade entre as amostras foi estimada pelo coeficiente de Jaccard, que gerou a matriz de
similaridade. A partir dessa matriz foi gerado o cluster pelo método UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Average”), que foi expresso na forma de um dendograma (Figura 1).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers utilizados (OPT 6, 7, 8 e 12) amplificaram um total de 92 marcadores RAPD com tamanhos variando de 200 a
2200 pb. Destes, 80 foram polimoérficos, gerando 86,95% de polimorfismo. Segundo Dudley (1994), 75 marcadores
polimoérficos s@o suficientes para a analise de divergéncia genética, uma vez que o autor considera que resultados de 50 a
100 marcadores tendem a coincidir com informagdes baseadas no pedigree das amostras. Em média 20 fragmentos
polimorficos foram gerados por primer e o nimero de marcadores amplificados por primer variou de 20 (OPT 08) a 26
(OPT 07).Foram estimados os indices de similaridade para todos os individuos analisados (Tabela 1).

Tabela 01- Matriz de distancia genética estimada pelo coeficiente de Jaccard para os acessos de piperaceas do
Banco de germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental. Belém, 2002.

brag guaj p.tub p.spd p.adu p.att cing kot iaca peru kark 239 ml70 ml32 m123 cinb
brag  1.00
guaj 0.53  1.00
ptub  0.07 0.03 1.00
pspd 008 0.04 0.04 1.00
p.adu 0.18 0.14 0.12 024 1.00
patt 022 0.16 0.11 003 014 1.00
cing 026 029 003 004 0,16 0,11 1,00
kott 034 035 0.04 0.1 0.06 0.09 033 1.00
jaca 025 0.18 0.12 007 019 0.15 025 0.14 1.00
peru 032 024 008 003 017 025 046 021 032 1.00
kark 035 023 0.10 0.12 021 033 0.17 014 028 039 1.00
239 038 024 0.2 0.11 022 030 026 0.19 036 046 062 1.00
ml70 024 031 004 0.10 0.03 0.2 018 029 0.06 020 0.15 018 1.00
ml32 044 035 0.06 009 020 019 025 024 032 033 045 047 023 1.00
ml23 046 035 010 008 0.19 022 022 021 035 033 040 054 020 052 1.00
cinb 039 032 008 0.06 015 032 026 021 021 037 031 043 038 027 0.48 1.00
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FIGURA 1- Dendograma gerado pelo método de analise UPGMA para o coeficiente de Jaccard, a partir das 80 bandas
polimorficas geradas pelo RAPD.

As maiores distancias genéticas foram obtidas comparando-se P. tuberculatum Jacq. com Guajarina e Cingapura; P.
spidinervium C.D.C. com P. attenuatum L.; M-170 com P. aduncum Linn., todos com distanciamento de 3 %. Isto indica
que estes acessos sdo candidatos potenciais como fonte de variabilidade no programa de hibridizagdo, visando o
melhoramento genético. Na Fig.1, encontra-se o dendograma gerado pelo método UPGMA, através do programa NTSYS-
pc, 2.02. Observa-se a separacao dos acessos, em dois grupos principais. No primeiro grupo, que se subdividiu em dois



subgrupos, com coeficiente de similaridade, variando de 3% a 62%, incluem-se 15 materiais. Os acessos lagara,
Kottanadan e P. attenuatum constituiram subgrupos isolados dentro de seu grupo. No segundo grupo ficou isolado o acesso
de P. tuberculatum que foi o mais divergente em relagdo ao restante dos acessos. Por outro lado a maior similaridade foi
encontrada entre os acessos KARK e 239. Estes dados podem monitorar os cruzamentos com grande potencial de aumento
de variabilidade no germoplasma de piperaceas.

CONCLUSAO

O RAPD-PCR ¢ uma ferramenta eficiente para detectar de maneira rapida a variabilidade genética em acessos da colecdo
de germoplasma de piperaceas e possibilitou uma distingdo mais precisa dentro desses grupos. O arranjo da distribuigdo dos
acessos em fun¢@o da divergéncia genética possibilitara monitorar os cruzamentos e incrementar o programa de

melhoramento genético visando a ampliacdo da base genética.
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