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RESUMO: Parkia platycephala Benth. é uma espécie pertencente a familia Leguminosae,
cuja ocorréncia abrange a Regido Nordeste do Brasil. Destaca-se pelo seu potencial
madeireiro, paisagistico e, principalmente, como forrageira. Tal exploracdo tem gerado a
perda da variabilidade genética dessa espécie. O objetivo do estudo foi avaliar a similaridade
genética entre 0s acessos de P. platycephala do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte (Pl) por meio de marcadores ISSR. Para extracdo do DNA, amostras de 10 folhas
jovens foram coletadas no Banco de Germoplama (BAG) da EMBRAPA Meio-Norte foram
utilizadas e quantificadas em gel de agarose 0,8%. As amostras de DNA foram amplificadas
com 05 primers ISSR, gerando 44 locos, dos quais 37 foram polimoérficos. A similaridade
entre os acessos foi baseada no indice de similaridade de Jaccard, gerando um dendrograma
composto por dois grupos, sendo os acessos F-01, F-02 e F-03 os mais divergentes dos
demais. Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes na caracterizacdo dos acessos de
P. platycephala analisados e representam uma ferramenta Gtil para o estudo da diversidade.
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EVALUATION OF GENETIC SIMILARITY BETWEEN PARKIA PLATYCEPHALA
ACCESSES BY ISSR MARKERS

ABSTRACT: Parkia platycephala Benth. is a species belonging to the family Leguminosae;
its occurrence covers the Northeastern Brazil. It stands out for its wood potential, landscaping
and, mainly, as fodder. This exploration has generated the loss of the genetic variability of
this species. The objective of the present study was to evaluate the genetic similarity between
P. platycephala accesses of Embrapa Mid-North (PlI) Germplasm Bank through ISSR
markers. For DNA extraction, samples of 10 young leaves collected in the Embrapa Mid-
North BAG were used and quantified in agarose gel 0.8%. They were amplified with 05 ISSR
primers, generating 44 loci, of which 37 were polymorphic. The similarity between the
accesses was based on Jaccard's similarity index, generating a dendrogram composed of two
groups, with F-01, F-02 and F-03 access being the most divergent of the others. ISSR
molecular markers were efficient in the characterization of P. platycephala accesses analyzed
and represent a useful tool for the study of diversity.
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INTRODUCAO:

Parkia platycephala Benth,. conhecida como faveira de bolota, é uma espécie
pertencente a familia Leguminosae. Sua ocorréncia abrange a Regido Nordeste do pais, em
areas de transicdo entre Cerrado ou Mata Atlantica para a Caatinga. Destaca-se pelo seu
potencial madeireiro, pois a mesma é utilizada na fabricacdo de caixotes, tabuados para
divisdes internas em pequenas construcdes, forros, confeccdo de brinquedos, bem como para
lenha e carvdo. Além disso, e apresenta grande potencial para uso paisagismo e,
principalmente, como forragem, onde as vagens quando maduras constituem excelente fonte
de alimentacdo para ruminantes (ALVES et al., 2007). A utilizacdo da espécie é de grande
importancia para o semiarido nordestino, pois & mesma é um dos principais suportes
forrageiros para a producdo animal, sendo utilizada em diversos Estados do Nordeste,
principalmente no periodo de seca, pois os solos da regido sdo rasos, com baixa fertilidade
natural e uma vegetacdo rala. No contexto da producdo animal, essas caracteristicas implicam
um aumento do custo de producdo, devido a indisponibilidade de forragens de qualidade
durante todo o ano, constituindo o maior entrave no desenvolvimento da pecuéaria regional.
Isso leva os produtores ou pecuaristas a investir na producdo, armazenamento e conservacao
de forragens para suprir a necessidade alimentar do rebanho no periodo seco, onde o alimento
é bastante escasso (CARVALHO et al., 2006). Os frutos coletados na época da safra,
aliada a fragmentacdo dos ecossistemas florestais, tem gerado a perda da variabilidade
genética de muitas espécies florestais nativas de elevado potencial econémico e ambiental
(SATO et al., 2008).

Um passo muito importante para promover estratégias de conservacdo dos recursos
genéticos é a verificacdo da diversidade genética desses materiais de interesse econémico. E
através dessa informacdo que programas de melhoramento genético permitem selecionar
acessos divergentes possibilitando cruzamentos promissores (SANTANA et al., 2016).
O acesso a essa variagdo genética pode ser por meio de marcadores moleculares, que revelam
polimorfismo ao nivel de DNA e ndo sofrem influéncia ambiental (KUMAR et al., 2009).
Dentre os marcadores moleculares, o ISSR (Inter-simple sequence repeats) é bastante usado
nos estudos de diversidade, pois 0 mesmo tem a vantagem de gerar grande numero de
sequéncias informativas por reacdo (sequéncias polimorficas), principalmente, em organismos
pouco estudados, como faveira de bolota (VELEZ et al., 2016). Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a similaridade genética entre acessos de Parkia platycephala do

Banco de Germoplasma da Embrapa Meio — Norte (P1) por meio de marcadores ISSR.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisar foi conduzido a partir de 10 acessos de Parkia platycephala Benth.
coletados no Banco de Germoplasma, localizado na Embrapa Meio - Norte (PI). As folhas de
faveira de bolota coletadas foram embaladas em papel toalha e colocadas dentro de sacos
plasticos e, em seguida, armazenadas a -20°C, até o momento da extracdo do DNA. Para a
extracdo, as folhas foram maceradas em Precellys- 6600rpm (2x 25-30) até a obtengdo de um
po fino. A extracdo foi realizada segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990). As amostras
foram quantificadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando como padrédo
quantidades conhecidas do DNA do Fago A (100 ng). A qualidade das amostras foi estimada
por meio de espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). O DNA obtido foi
armazenado em freezer, a -20°C, até a realizacdo das reacBes de amplificacdo. Foram
selecionados 05 primers ISSR, desenvolvidos pela University British of Columbia, de acordo
com o nivel de polimorfismo e resolucdo das bandas. As reacdes de PCR foram conduzidas
em volume final de 10 uL, contendo, para cada amostra: 7ng de DNA, 6,8uL de agua, 1uL de
dNTP (10mM), 1 pL de Buffer (10X), 0,3 uL de MgCI2 (50mM), 0,3uL de primer e 0,5 U de
Taq DNA polimerase (5U/uL). O programa de amplificacdo para as reagdes consistiu de uma
desnaturacdo inicial do DNA a 94°C durante 1 minuto e 30 segundos, seguido de 40 ciclos a
94°C por 40 segundos, Ta por 45segundos e 72°C por 2 minutos, e uma extenséo final de
72°C por 7 minutos. As temperaturas de anelamento (Ta) variaram de acordo com o
especificado para cada primer. Os fragmentos gerados por cada reacdo de amplificacdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose (1,5%) com TBE 0,5 X durante quatro horas a
110 V. Os géis foram corados com GelRedTM (Biotium) e fotodocumentados sob luz
ultravioleta. Para facilitar a genotipagem dos dados, em cada gel foi aplicado dois marcadores
de peso molecular conhecido, 1Kb (Invitrogen) e 100bp (Invitrogen). A partir dos fragmentos
amplificados, construiu-se uma matriz binaria onde a presenca e auséncia da banda foram
representadas, respectivamente, por 1 e 0. A partir da matriz de similaridade genética,
construiu-se o dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean), com um indice de confiabilidade bootstrap de 1000
repeticdes e o coeficiente de correlacdo cofenética (r), realizadas por meio do programa PAST
v. 3.08 (HAMMER et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
As temperaturas de anelamento selecionadas para os primers UBC-808, UBC-810,

UBC-811, UBC-812 e UBC-818 foram 50°C, 52°C, 50°C, 49°C e 50°C, respectivamente,
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amplificando fragmentos de DNA nitidos, bem definidos e polimorficos nas amostras de P.

platycephala (Figura 1)

KB F01 F02 FO3 FO4 FO5 FO6 FO7 FO8 FO9 F10 B 100bp

=Sl =g BN Rl

H——;‘-‘ e e &

: — e

=— == - e == e ™ Em e
—

- —— —

I

Figura 1. Gel de agarose dos produtos de amplificagdo gerados pelo primer UBC-818. Para
cada primer foi utilizado o DNA de 10 amostras de P. platycephala. A primeira coluna (KB)
indica 0 DNA ladder de 1Kb e a ultima 100Bp.
*F01 a F10: amostras de faveira de bolota; B: branco

A partir dos 05 primers selecionados obteve-se um total de 44 locos amplificados, dos
quais 37 foram polimorficos, o que representa 79% de polimorfismo. O maior nimero de
bandas foi obtido pelo primer 808 (12), enquanto o menor pelos primers 810, 811 e 812 com
6,7 e 8, respectivamente; com média de 8,8 locos gerados por primer. O tamanho dos

fragmentos variou de 200 a 2000 pb (Tabela 1).

Tabela 1. Locos amplificados e polimorfismo em cada um dos primers selecionados.

Primers L0008 Polimorfismo Amplitude das Bandas (pb)
Total  Polimorficos (%)
808 12 12 100,0 500 - 2000
810 6 5 83,3 400 - 1650
811 8 5 62,5 200 - 1000
812 7 6 85,7 500 - 1650
818 11 7 63,6 500 - 1650
Total 44 37 79 200 - 2000

A partir da matriz de similaridade obteve-se o dendrograma pelo método UPGMA. O
alto valor obtido da correlagéo cofenética (r) 0,75 indica que h& correlacdo entre a matriz de
similaridade e o dendrograma. ldentificou-se a formacdo de dois grupos geneticamente
distintos que surgem a partir da distancia de 0.56, sendo que 0s acessos do grupo |
apresentaram maior similaridade, destacando-se (F-08 e F-10). O grupo Il esta representado
pelos trés acessos de faveira (FO1, FO2 e FO3) e representam o grupo mais divergente dos

demais (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma gerado pelo método UPGMA baseado no indice de similaridade de
Jaccard entre os 10 acessos de P. platycephala Benth provenientes do BAG da Embrapa
Meio-Norte (PI).

CONCLUSOES

Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes na caracterizagdo dos acessos de P.
platycephala analisados e representam uma ferramenta util para o estudo da diversidade
genética em faveira. Os acessos F-01, F-02 e F-03 foram os mais divergentes dentro do grupo
analisado.
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