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Secdo tematica: Genética e Melhoramento vegetal

Resumo: O presente estudo objetivou avaliar a variabilidade genética em gendtipos
de jatoba (H. courbaril), por meio de marcadores moleculares ISSR. Foram coletado
material foliar de 24 genotipos nativos de jatob& no municipio de Marcelandia, MT.
Os individuos foram genotipados utilizando cinco primers ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat). Os primers amplificaram um total de 54 locos, sendo 41
polimérficos (75,9%), com uma variacdo de 4 a 10 locos polimoérficos, apresentando
uma média de 8,2 bandas por primer. O dendrograma gerado a partir da matriz de
dissimilaridade apresentou sete grupos a um corte de 70%. O método de
agrupamento de Tocher evidenciou a formac&o de oito grupos, sendo a constituicao
de seis grupos idéntica ao agrupamento do UPGMA. Os marcadores ISSR foram
eficientes na amplificacdo do genoma de H. courbaril e identificaram polimorfismo no
material avaliado. Os dois métodos de agrupamentos revelaram haver variabilidade
genética entre 0os 24 gendtipos de H. courbaril.
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GENETIC VARIABILITY IN GENOTYPES OF Hymenaea courbaril L. BY USING
ISSR MOLECULAR MARKERS

Abstract: This study aimed to evaluate the genetic variability in jatoba genotypes (H.
courbaril), through molecular markers ISSR. They were collected leaf material of 24
native genotypes jatob& in the municipality of Marcelandia, MT. The subjects were
genotyped using five ISSR primers (Inter Simple Sequence Repeat). The primers
amplified a total of 54 loci with 41 polymorphic (75.9%), ranging from 4 to 10 loci,
with an average of 8.2 bands per primer. The dendrogram generated from the
presented dissimilarity matrix seven groups to a cut of 70%. The Tocher grouping
method revealed the formation of eight groups, with the creation of six groups
identical to the grouping of UPGMA. The ISSR markers were efficient in amplification
of H. courbaril genome and identified polymorphism rated material. The two
groupings of methods shown no genetic variability among 24 genotypes of H.
courbaril.

Keywords: Jatoba; genetic diversity; genetic resources.
560


mailto:polianavt29@gmail.com

Il SEMINARIO DE BIODIVERSIDADE E AGROECOSSISTEMAS
AMAZONICOS

Conservacao de solos na Amazénia Meridional

PPGBioAgro 13 a 16 de outubro de 2015  Alta Floresta-MT  Universidade do Estado de Mato Grosso

Céaceres, v. 2, n. 1, 2015 ISSN 2358-5978

INTRODUCAO

Hymenaea courbaril L. (jatoba) € uma espécie arbdrea, pertencente a
subfamilia Caesalpinoideae e a familia Fabaceae. Possui uma distribuicdo
geografica que abrange toda a América Latina. No Brasil sua distribuicdo se estende
por todas as regides geograficas (ANDRADE et al., 2010).

E uma espécie que apresenta grande importancia ecoldgica, pois serve de
alimento para muitas espécies e na recomposicdo vegetal. Apresenta grande
potencial agronémico devido a utilizacdo do caule como madeira na construcéo civil
e na industria de méveis (MELO e MENDES, 2005). Apesar de sua importancia e do
potencial de mercado, nacional e internacional, a espécie estda ameacada de
extincdo, como consequéncia do avanco da fronteira agricola na Amazoénia que vem
reduzindo progressivamente as popula¢gdes naturais desta espécie.

As respostas das espécies vegetais ao processo de fragmentacdo sao
altamente varidveis, dependendo de suas caracteristicas e das alteragbes
ambientais ocorridas (LEWIS et al., 2005). Assim conhecer e avaliar a existéncia de
locais onde tenha uma maior variabilidade genética e gendtipos que possam servir
de matrizes em programas de manutencao da espécie € muito importante.

A biologia molecular tem fornecido ferramentas valiosas para analises da
variabilidade e estrutura populacional em espécies vegetais, sendo os marcadores
moleculares uma dessas ferramentas que detectam as diferencas a nivel de DNA,
presentes em dois ou mais individuos e auxiliam na caracterizacdo molecular do
materail analisado (PESTSOVA et al., 2000).

Entre os métodos que usam marcadores moleculares esta o ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) que tem sido amplamente utilizado por ser uma técnica rapida,
eficiente, possuir alta reprodutibilidade e gerar altos indices de polimorfismo,
fornecendo grande numero de dados com custo baixo para o pesquisador, podendo
ser transferido para qualquer espécie de planta (BARTH et al., 2002).

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética em
genotipos de jatoba (H. courbaril), por meio de marcadores moleculares ISSR.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram caracterizados 24 gendétipos de jatoba provenientes do
municipio de Marcelandia, MT. ApoOs a coleta do material foliar de cada genatipo,
este foi transportado e armazenado no laboratorio de Genética Vegetal e Biologia
Molecular de Plantas do Campus Universitario de Alta Floresta /UNEMAT.

O DNA foi extraido de aproximadamente 100mg de tecido foliar com base no
protocolo de CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990). O DNA extraido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose (1%) corados com brometo de etidio, e suas
concentracdes estimadas pela intensidade de fluorescéncia emitida. Posteriormente
as amostras foram diluidas até atingirem uma concentragdo de 10 ng/uL, a qual foi
utilizada nas reagdes de PCR (reacédo em cadeia de polimerase).

Foram testados 15 primers de ISSR para amplificac&o inicial via PCR em dois
individuos da espécie. Com base no padrdo de amplificacdo foram selecionados 5
primers para analise da diversidade em toda a amostra.
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As reacbes de amplificacbes dos ISSRs foram conduzidas em termociclador
Biocycler sob as seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial de desnaturagao a 94°C por 5
minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 45-55°C (dependendo do
primer utilizado) por 45 segundos e 72°C por 1,5 minutos e 1 ciclo de extenséo final
de 72°C por 7 minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/v) em tampdo de corrida TBE 1X. A
coloracdo do gel foi feita com brometo de etideo (0,2mg/mL). Os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, no sistema de fotodocumentacdo em
transiluminador UVB LTB-21x26 (Loccus Biotecnologia) com auxilio de maquina
fotografica digital.

Foi calculada a diversidade genética do loco ou PIC (indice de Contetdo
Polimorfico) onde a informatividade do loco pi é a freqiéncia do alelo p no loco pi,
calculado pela equacédo: PIC = 1 - Zipi?, e a informatividade do primer pj é a
frequéncia do alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada pela equacao: PIC
primer =1 - i . Zj pij> (REZENDE et al. 2009).

A partir da matriz de caracteres binarios, presenca (1) e auséncia (0) de
bandas foram estimadas as dissimilaridades genéticas (dij) de acordo com o
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard (1901) e realizado o agrupamento
pela ligagdo média entre grupos (UPGMA), essas andlises foram realizadas com o
auxilio do programa Genes (CRUZ, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os cinco primers utilizados na genotipagem amplificaram um total de 54 locos,
sendo 41 polimorficos (75,9%), com uma variagcdo de 4 a 10 locos polimorficos,
apresentando uma média de 8,2 bandas por primer (Tabela 1). O primer (GAG)4
gerou o menor numero de bandas polimorficas (4).

Tabela 1. Primer, numero total de bandas amplificadas (NTB), niumero de bandas
polimorficas (NBP) porcentagem de polimorfismo (%P) e valor do PIC dos
primers utilizados nesse estudo com a espécie H.courbaril.

Primer NTB NBP %P PIC
DI(CA)s5'CY 11 8 72,7 0,441
Di(AG)s5’ (YC) 12 9 75,0 0,671
Di(AC)s5’ (G) 12 10 83,3 0,473
Di(AC)s5’ (YT) 12 10 83,3 0,649
Tri(GAG)4 7 4 57,1 0,538
Total 54 41 75,9

O valor do conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC), calculado para
estimar a informatividade de cada iniciador, variou entre 0,441 (Primer DICA5'CY) e
0,671 [Primer DIAG(YC)] (Tabela 1), demonstrando a qualidade dos marcadores
selecionados para este estudo, pois segundo Botstein et al. (1980), marcadores que
apresentam PIC acima de 0,50 sdo considerados muito informativos, valores entre
0,25 e 0,50 sdo mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 pouco
informativos.
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O dendrograma gerado a partir da matriz de dissimilaridade apresentou sete
grupos a um corte de 70% (Figura 1). O primeiro grupo foi formado por 15 genotipos,
podendo ser dividido em dois subgrupos IA com seis genotipos e IB com nove. Ja 0s
grupos I, lll e IV englobaram apenas um unico gendtipo cada, os quais foram 1, 2 e
3 respectivamente, este resultado demonstra que estes gendtipos séo
geneticamente diferentes de todos os demais. Os grupos V, VI e VII agruparam dois
genotipos cada. Os gendtipos 15 e 16 foram o0s que apresentaram a menor
dissimilaridade, em relacdo aos demais (Figura 1).

Método de sgrupamento : Ligagio Média Entre Grupo{UPGRMA)
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Figura 1. Dendrograma obtido através de marcadores ISSRs com o complemento do
coeficiente de similaridade de Jaccard e pelo método de agrupamento
UPGMA, dos 24 gendtipos de H. courbaril.

Tabela 2. Agrupamento dos 24 genotipos de jatob& pelo método Tocher,a partir da
analise molecular por meio dos marcadores ISSR.

Grupos Genotipos
I 15 16 18 13 17 14 11 12 8 4 10 5 6 7
VI 19 20
\Y 23 24
VI 21 22
1] 2
v 3
Il 1
VIII 9
CONCLUSOES

Os marcadores ISSR sédo eficientes para amplificacdo de H. courbaril e
revelaram polimorfismo no material avaliado. Os dois métodos de agrupamentos
utilizados neste estudo revelaram haver variabilidade genética entre os 24 gendtipos
de H. courbaril.
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