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Resumo: Spondias mombim L. uma arvore frutifera encontrada nos estados do Norte e Nordeste
brasileiro, cujo fruto é conhecido como cajd ou taperebd, possui importancia econ6mica nessas
regides devido a fabricacdo de derivados da polpa. Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de
conhecer a variabilidade genética entre os acessos presentes no Banco Ativo de Germoplasma do
Taperebazeiro, situado na Embrapa Amazdnia Oriental, a fim de servir como indicativo para o
programa de melhoramento da espécie. Foram analisados 29 acessos procedentes de diferentes
municipios do Estado do Pard, utilizando-se sete primers ISSR. os quais produziram 30 fragmentos
polimodrficos. As dissimilaridades genéticas tiveram variacdo de 0,034 a 0,189, onde os acessos 3 e 12
foram os menos similares e acessos 19 e 22 os mais similares. Os acessos foram agrupados em
guatro grupos pelo método UPGMA, a partir do ponto de corte definido pela média das distancias.
Os marcadores ISSR mostram-se bastante eficientes para estudos com a espécie mostrando-se
nitidos e polimérficos.

Palavras-chave: divergéncia genética, marcadores moleculares, melhoramento de plantas, tapereba.

Introdugdo
Cajazeira (Spondias mombim L.) é uma arvore da familia Anacardiaceae, que esta presente em
diversos paises tropicais da América, Asia e Africa, e em varios estados brasileiros, especialmente nas
regioes Norte e Nordeste. Recebe diversos nomes vulgares nas diferentes localidades, na regido
amazonica é conhecida como taperebazeiro.

A principal forma de exploracdo da espécie é pelo extrativismo e em pomares domésticos, mas
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ainda pouco encontrada em monocultivo, pois ainda é uma espécie em fase de domesticagdo. Devido
a falta de pomares de caja, a industria depende excessivamente das praticas extrativistas,
dependéncia esta que causa uma sazonalidade na producdo tornando-se insuficiente para a demanda
do mercado que cresce devido a importancia do fruto e seus derivados no cenario econ6mico
brasileiro, consumidos de forma in natura ou processados em polpas, geleias, vinhos, cervejas e
sorvetes (SANTANA, 2010).

A grande influéncia humana em areas naturais, devido o avanco da agricultura, pastagens e
desmatamentos, faz com que seja necessario um estudo de variabilidade de espécies de importancia
comercial. Usa-se o banco de germoplasma como conservador e fornecedor de genétipos
diferenciados de espécies de interesse que possibilita selecionar os melhores materiais para
implantacdo e melhoramento de plantas (SILVA, 2009).

Os marcadores moleculares de DNA sdo ferramentas para a caracterizacdo e
diferenciacdo de populagdes superiores em nivel de DNA, capaz de diferenciar os individuos
por variacdoes de nucleotideos ocasionadas por mutacdo, delecdo, inversdo e insercdo. Estes
nao sado influenciados por fatores externos do meio ambiente nem por epistasia, além de
poder ser feita a avaliacdo dos polimorfimos em qualquer fase de desenvolvimento da planta
(BERED, 1997). O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) € um marcador dominante
baseado em PCR (Polymerase Chain Reaction), possui alta reprodutibilidade e repetibilidade e
utiliza iniciadores microssatélites longos (16 a 25 pb) para amplificar principalmente as
sequéncias Inter-SSR de diferentes tamanhos com produtos de 200 a 2000 pb de comprimento
com possibilidade de deteccdo em gel de agarose (MENDES, 2014).

Este marcador mostrou-se eficiente quando usado com a espécie Spondias mobim L.,
determinando eficiéncia na deteccdao de polimorfismos e revelou grande variabilidade entre acessos
(SANTANA, 2010; SILVA, 2009).

O trabalho teve como objetivo conhecer a variabilidade genética entre os acessos de Tapereba
do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa AmazoOnia Oriental, por meio de marcadores
moleculares ISSR com fins de ajudar na selecdo dos materiais com caracteristicas superiores para

futuros programas de melhoramento genético.
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Material e Métodos

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Amazénia Oriental esta situado na cidade de
Belém-PA (01227°21"”S; 48230°16”W), onde se encontram 29 acessos de caja com procedéncias de
diferentes municipios do Pard (Belém, Tomé-Agu, Igarapé-Acgu, Castanhal e S3o Francisco). A parte
laboratorial do estudo foi realizada no Laboratério de Genética da Embrapa Amazénia Oriental e no
Laboratério de Biologia Molecular da Ceplac- Erjoh, onde se realizou a extragdao do DNA das folhas
dos acessos, segundo o protocolo CTAB de Doyle e Doyle (1990), modificado por Figueira et al.
(1997). Foi utilizado o Fastprep na maceragao das folhas do taperebazeiro, e o DNA foi quantificado
com o kit Invitrogen de DNAs lambdas (50, 100 e 200 ng/ pL). Em seguida, feita a diluicdo para
concentragdo de 10 ng/pL.

Para a caracterizacdao molecular foram testados 14 iniciadores UBC (808, 813, 817, 818, 820,
822, 823, 824, 825, 826, 827, 834, 849, 860) dentre esses foram selecionados sete, os quais
obtiveram boa amplificacado (808, 813, 818, 822, 825, 826, 827).

Na PCR (Polymerase Chain Reaction) foi usada uma solucdo de amplificacdo sendo as amostras
amplificadas com o uso do termociclador Applied biosystems 2720, programado da seguinte forma:
94 °C por 1,5 min; 40 ciclos de 40 segundos a 94 C°; Anelamento de 1 minuto em temperaturas que
variaram de 50 a 55 °C; 2 minutos de extensdo a 72 °C; Extensao final a 72 2C por 5 min.

Foi realizada a eletroforese das amostras em gel de agarose a 2,5 % com 110 V e 90 mA durante
2h e 30 min, e depois realizada a foto documentacdo do gel. As imagens foram analisadas de acordo
com a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas.

Para processamento de dados foi utilizado o programa GENES da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), onde foram realizadas as anadlises de dissimilaridade genética pelo complemento do
coeficiente de Jaccard, o qual se utilizou para fins da andlise de agrupamento pelo método UPGMA.
Foi realizado, posteriormente, o célculo do CCC (coeficiente de correlacdo cofenética) entre a matriz

de dissimilaridade genética e a matriz de valores cofenéticos.

Resultados e Discussao
Com os sete iniciadores ISSR utilizados, foi possivel notar a existéncia de variabilidade nos

acessos de taperebazeiro, sendo produzidos 30 fragmentos polimdrficos, com média de 4,3
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fragmentos por iniciador. Destacou-se o primer UBC 818, o qual produziu 14 fragmentos, sendo que,
13 destes polimérficos. Em contra partida o primer UBC 826 apresentou 100% de bandas
monomorficas.

As dissimilaridades genéticas obtidas entre os acessos variaram de 0,189 a 0,034, nas quais a
menor similaridade foi entre os acessos 3 e 12 enquanto a maior foi entre os acessos 9 e 22.

A correlagao cofenética entre as matrizes apresentaram apds 1000 permutagdes um valor de
0,654, um valor bom ja que segundo Vaz Patto et al. (2004), valores de r maiores que 0,56 sdo
considerados ideais para refletir concordancia com os valores de similaridade genética.

O dendrograma de diversidade genética formado pelo método de agrupamento UPGMA (Figura
1), separou os acessos em 4 grupos a partir da distancia média como ponto de corte. Assim o Grupo 1
ficou composto pelos acessos: 19; 22; 23; 24; 7; 12; 11; 14; 26; 10; 21; 15; 6; 13; 2; 1; 4; 16; 25 e 20.
Grupo 2: 27; 28 € 29. Grupo 3: 9; 17 e 8. Grupo 4: 3; 5 e 18.

Meétodo de agrupamento : Ligacio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 1 — Dendrograma da divergéncia genética entre as 29 acessos do BAG do
taperebazeiro, obtido pelo método UPGMA. Belém, 2016.
Conclusao
Existe variabilidade genética entre os acessos do Banco de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental, sendo os marcadores ISSR uma boa ferramenta para caracterizacdo para a

espécie estudada, o qual nitidamente e com eficiéncia é capaz de detectar fragmentos polimérficos.
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