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manga (Mangifera indica, L.) representa atualmente uma das
maiores commodities brasileiras com contribuicdes
significativas para a balanca comercial de produtos exportados
(Pinto et al, 2002).

A mangueira é comercialmente propagada por enxertia, uma vez
que este processo de propagacao resulta em um produto uniforme em
suas caracteristicas agronémicas, pois os propagulos possuem as
mesmas caracteristicas da planta-mae. Além disso a enxertia favorece a
precocidade de producao. Na propagacao por enxertia € necessario uma
variedade que é usada como porta-enxerto e a outra como enxerto. O
porta-enxerto deve ser originario de sementes poliembridnicas, de
variedades que sao resistentes adoencas, adaptadas a diferentes tipos
de solo e serem de preferéncia, de porte baixo. A poliembrionia da
semente é uma caracteristica importante, pois estas sementes
apresentam além do embrido zigédtico (produto de fecundacao),
embrides nucelares, os quais sdao de formacao partenogenética do
tecido nucelar materno e, herdam as caracteristicas genéticas de
resisténcia ou de porte da planta-mae.

Tradicionalmente os viveiristas consideram que as plantulas de
origem nucelares sao as mais vigorosas em porte e diametro do caule, o
que favorece a compatibilidade com o enxerto. A hipotese é de que as
plantulas mais vigorosas sao provenientes de embriées nucelares.
Portanto, o objetivo deste estudo foi a de testar esta hipétese usando a
metodologia do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para a
identificacao das plantulas de origem nucelares e zigéticas em sementes
poliembridnicas da variedade de manga Rosinha.

Material vegetal - Sementes originadas de polinizacdo aberta e
retiradas de uma mesma planta da variedade Rosinha estabelecida
na area experimental de fruticultura da Embrapa Cerrados, obtidas
das colheitas de 2002 e 2003. As sementes foram colocadas para
germinar em sacos plasticos pretos de polietileno (40 X 25 X 0,2
cm com perfuracoes laterais e sanfonados) contendo uma mistura
de terra e areia (1 : 1) e mantidas no viveiro, com irrigacédo e 75%
de sombreamento. A identificacdao do posicionamento de cada
plantula foi realizada nas sementes recém germinadas de forma
que a primeira plantula (posicao 1) foi considerada aquela presente
no extremo mais basal da semente.

Extracdo de DNA - Folhas das plantulas mais vigorosas
provenientes das amostras de sementes obtidas em 2002 e 2003
com 20 e 8 meses respectivamente, bem como da planta-mae,
foram coletadas e o DNA gendémico extraido utilizando o método
do CTAB (Doyle & Doyle, 1990) com algumas modificacdes
(Faleiro et al., 2003). Apds a extracao, a concentracao e pureza do
DNA foi estimada por espectrofotometria (Sambrook et al, 1989) e
as amostras diluidas para a concentracédo de 5 ng/L. Também foi
observada aintegridade do DNA em gel de agarose a0,8%.

Analise em RAPD - as amostras de DNA de cada plantula
vigorosa (20 plantulas de cada ano) e da planta-mde foram
amplificadas pela técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) segundo a metodologia descrita por Welsh &

McClelland (1990) e Williams et al. (1990), utilizando-se18
primers decameros (OPD15, OPD18, OPE1, OPE6, OPF3, OPF4,
OPF7, OPF8, OPG2, OPG3, OPG4, OPG6, OPG12, OPG13,
OPG18, OPG19, OPH4, OPH19,). As amplificacées foram
efetuadas em termociclador (MJRes.), programado para 40 ciclos
de: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90 segundos a 72
°C. Apéds os 40 ciclos, foi realizada uma etapa de extensao final de
6 minutos a 72 °C. Ap6os a amplificacao, as amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%) em TBE (Tris-Borato 100 mM,
pH 8,3; EDTA 2 mM) e corado com brometo de etidio. A separacéo
eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 85 volts.
Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Para a selecao das plantulas mais vigorosas foram
utilizados dois parametros : diametro do caule e altura.

Analise dos dados - a identificacdo da origem zigética ou
nucelar das plantulas foi realizada por comparacao do perfil de
fragmentos amplificados em cada amostra em relacdo ao perfil
encontrado na planta-mae utilizando-se o mesmo primer. Perfis
diferentes da planta-mae caracterizaram as plantulas zigoticas e
perfis iguais, as plantulas nucelares. Cada primer decamero foi
utiizado em, pelo menos, duas reacdes diferentes para
confirmacdo de dados e, para o resultado final foram utilizados
apenas os primers decameros OPE6, OPF3, OPF7, OPG6, OPH4,
OPG12, OPG13, OPG18, OPG19 que geraram os marcadores mais
reprodutiveis. Cada gel foi analisado por trés pessoas diferentes.

Tabela 1. Nimero total de primers que caracterizaram plantulas polimérficas em
relacdo a planta-mae em sementes de ‘Rosinha’ utilizando-se 9 primers e a

localizacao da plantula na semente* *.
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*plantulas possivelmente monoembriénicas
** a primeira plantula (posicao 1) foi considerada aquela presente no extremo basal da semente.

FIGURA 1. Produtos de amplificacao do DNA genémico de 20 plantulas e da

planta mae (cv. Rosinha) gerados pelo primer OPF-03.

Figura 2. Demonstracdo do posicionamento do
embridao na posicao 1 (parte mais basal da semente).

1. As plantulas mais vigorosas das sementes de Rosinha nao sao
necessariamente e totalmente de origem nucelar.

2. Marcadores RAPD podem ser utilizados como ferramenta
diagnoéstica para a identificacdo da origem zigética ou nucelar
de plantulas em sementes poliembridnicas porém, deve ser
utilizada com cautela levando-se em consideracao parametros
como reacdes em duplicata e primers mais reprodutiveis que
aumentam a veracidade da identificacao.
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