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Resumo

O babagu é um dos principais produtos extrativistas do Brasil. O desmatamento e a expansdo da
fronteira agricola contribuem para a erosdo genética do babagu implicando na perda de genes que
podem ser importantes em futuros programas de melhoramento. Portanto, é de fundamental
importincia a realizacdo de estudos envolvendo coleta, conservacdo e caracterizagdo para a
preservacdo da variabilidade genética existente nessa regido. Assim, a variabilidade genética entre
cinco gendtipos de babagu, de diferentes procedéncias pertencentes ao BAG da Embrapa Meio-Norte,
foi analisada por meio de marcadores RAPD e ISSR. Um total de 21 e 72 loci foram obtidos com os
primers de RAPD e ISSR, respectivamente.. As matrizes geradas foram correlacionadas pelo Mantel
test e obteve-se o coeficiente r=0,548 o que indicou uma moderada correlacdo genética. Ambos os
marcadores foram eficientes na determinacio das relacdes genéticas entre os genotipos.

INTRODUCAO

O babacu (Orbignya phalerata Mart.) é uma fonte de 6leo industrial. O interesse da exploracido do
babacu concentra-se, atualmente, nas améndoas que se encontram no fruto de onde é extraido o 6leo
de babacu, produto mais importante dentre os derivados da palmeira.

Apesar da importancia do babagu, seu aproveitamento vem ocorrendo de forma extrativa e a pratica
da agricultura rudimentar, proliferacdo de projetos agropecudrios e industriais desbastam
irracionalmente as palmeiras de babacu, provocando a redugdo da produtividade e da variabilidade
importantes em futuros programas de melhoramento. Em razdo disso, a preservagdo da variabilidade
genética do babagu, mediante a constituicdo de Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) e a utilizagdo
de marcadores moleculares como ferramenta de auxilio no melhoramento genético do babacu sdo
importantes.

Os marcadores moleculares permitem fazer distingdo entre individuos diretamente ao nivel de
DNA e tém permitido acessar a variabilidade genética dentro de um pool génico de espécies perenes,
assim como identificar a diversidade disponivel em Bancos de Germoplasma. O uso de marcadores
moleculares como RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) (Williams et al., 1990;
Welsh & McClelland, 1990) e ISSR (Seqiiéncias Simples Invertidas) (Zietkiewicz et al., 1994) em
funcdo da simplicidade, rapidez e baixo custo, representam uma ferramenta adicional importante,
oferecendo novas possibilidades no manejo do germoplasma de babagu. Assim, o presente trabalho foi
realizado com objetivo de utilizar marcadores moleculares RAPD e ISSR para avaliar a variabilidade
genética contida em cinco genétipos de babagu pertencentes ao BAG de babagu da Embrapa Meio-
Norte.

Material e Métodos

Cinco genétipos de babacu foram obtidos do BAG de babagu da Embrapa Meio-Norte: BRA-
000078/1 (TO), BRA-000086/9(MA), BRA-000094/4(PI), BRA-0000108/1(CE) e BRA-
0000116/2(CE).

As extra¢des de DNA foram realizadas a partir folhas jovens conforme recomendacdes do manual
do Kit “Dneasy Plant Mini” da Qiagen™. A quantificacio do DNA foi realizada através de
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eletroforese em gel de agarose a 0,8%, preparado em tampao TBE 1x (Tris-Borato-EDTA) e corado
com brometo de etidio, através da comparagdo com bandas do DNA-A diluido na concentracdo de 150
ng.

Foram testados 23 primers de RAPD, dos quais cinco (M16, M20, A03, A0S, A15-Gibco BRL)
foram selecionados para as andlises de variabilidade genética. As reacdes de amplificagdo foram
realizadas de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990). O volume final utilizado nas reagdes
foi de 20 pl, contendo os seguintes componentes: tampao 1,0x [20 mM Tris-HCL, pH 8,0; 0,1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol], MgCl, a 1,0 mM, dNTP a 800 mM, 0,6 uM de primer, 1U de
Taq DNA polimerase e 1 pl de DNA gendmico (~15 ng). As reacdes foram realizadas em
termociclador Perkin Elmer®, modelo Gene Amp PCR System 2400, com uma fase inicial de
desnaturagdo a 92°C por 1 min, seguida de 40 ciclos nas seguintes condi¢des: 1 min para desnaturagdo
a 92°C; 1 min para anelamento a 35°C; 2 min para extensdo a 72°C. A extensdo final foi realizada a
72°C por cinco min.

Para o ISSR, foram testados 22 primers, dos quais oito (UBC 814, UBC 821, UBC 822, UBC 827,
UBC 829, UBC 840, UBC 845, UBC 857) foram selecionados para a andlise. Essas reagdes foram
preparadas em volume final de 20 pL., com Tampao 1X [20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1,0
mM DTT; 50% (v/v) glicerol]; MgCl, a 1,5 mM ; dNTPs a 800 mM; 0,6 uM de primer, 1 U de Taq
DNA Polimerase e 1 ul de DNA genémico (~15 ng). As reacdes de amplificacdo foram realizadas no
equipamento Perkin Elmer®, modelo Gene Amp PCR System 2400, com uma fase inicial de
desnaturagdo a 94°C por Imin30seg, seguida de 40 ciclos nas seguintes condicdes: 40s para
desnaturagdo a 94°C; temperatura de anelamento variando em fun¢do da temperatura de fusdo do
primer; 2 min para extensdo a 72°C. A extensao final foi realizada a 72°C por 5 min.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose 1,4%
para RAPD e 2% para ISSR com tampao TBE 1X, conduzida em 80 V por 3,5 horas. Ao final, os géis
foram tratados com brometo de etidio, por 40 minutos, visualizados em transluminador UV e
fotografados.

A andlise dos dados foi realizada com o software PAST v1.34 (Hammer et al., 2001), a partir do
qual determinou-se a matriz de similaridade genética e o dendrograma (método UPGMA, utilizando-
se o coeficiente de Jaccard) e a correlagio genética entre os marcadores RAPD e ISSR foi obtida pelo
Mantel test.

Resultados e Discussao

Os primers de RAPD amplificaram um total de 21 loci sendo 13 polimérficos, € os primers de

ISSR amplificaram um total de 72 loci, dos quais 45 foram polimoérficos. A técnica ISSR gerou um
pouco mais polimorfismo (62,5%) que a técnica RAPD (61%). Os dendrogramas construidos
utilizando os marcadores RAPD e ISSR foram correlacionados pelo Mantel test e revelaram um
coeficiente de r = 0,548 indicando moderada correlacio genética. Os indices de similaridade variaram
de 0,82 a 0,53 (RAPD) , 0,86 a 0,51 (ISSR) e 0,85 a 0,55 (RAPD e ISSR) com uma média de
similaridade 0,664, 0,637 e 0,589 para RAPD, ISSR e para os dados correlacionados (Tabelas 1, 2, e
3).
Foi possivel correlacionar a similaridade genética com a procedéncia dos gendtipos, uma vez que os
dois gendtipos do Ceard agruparam-se mostrando a maior similaridade. Os genétipos BRA-
000086/9(MA) e BRA-000094/4(PI), apresentaram também uma alta similaridade, podendo-se inferir
como causa disso a proximidade das regides geograficas, uma vez que s@o estados limitrofes. O
gendétipo de Tocantins (BRA-000078/1) apresentou uma menor similaridade com os outros genotipos,
supondo-se como causa a sua maior distdncia geografica. Os resultados demonstraram que os
marcadores RAPD e ISSR individualmente ou combinados foram eficientes na determinagdo das
relacdes genéticas entre os genétipos de babagu.
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Tabela 1. Matriz de similaridade genética entre cinco gendtipos de babacu gerado pelo coeficiente de
Jaccard, utilizando marcadores RAPD (abaixo da diagonal) e ISSR (acima da diagonal).
BRA000078/1 BRA000086/9 BRA000094/4 BRA0000108/1  BRA0000116/2

BRA000078/1 0,59 0,56 0,53 0,51
BRA000086/9 074  TT—— 0,74 0,58 0,62
BRA000094/4 0,56 057  T—— 0,67 0,71
BRA0000108/1 0,67 0,75 0,67 0,86
BRA0000116/2 0,53 0,62 0,71 0,82

Tabela 2. Matriz de similaridade genética entre cinco gendtipos de babacu gerada pelo coeficiente de
Jaccard, utilizando marcadores ISSR e RAPD correlacionados.

BRA000078/1  BRA000086/9 BRA000094/4 BRA0000108/1  BRA0000116/2
BRA000078/1 1

BRA000086/9 0,58 1
BRA000094/4 0,56 0,74 1
BRA0000108/1 0,55 0,60 0,68 1

BRA0000116/2 0,55 0,59 0,69 0,85 1




