VARIABILIDADE GENETICA DE GENOTIPOS DE CAJAZEIRA IDENTIFICADA
POR MARCADORES ISSR
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Resumo

Recentemente, tem aumentado o interesse na exploracdo agroindustrial dos frutos da cajazeira.
No entanto, a falta de cultivares recomendadas para cultivo e de conhecimentos sobre a variabilidade
genética existente ainda sdo incipientes. Objetivou-se neste trabalho avaliar a variabilidade genética
de 13 genétipos de cajazeira utilizando marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats). Amostras de folhas foram coletadas de plantas cultivadas em Limoeiro do Norte e Pacajus
no estado do Ceard e analisadas no laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria
Tropical, em Fortaleza-CE. Os DNAs foram extraidos pelo protocolo modificado de Cavalcanti
(2004). Utilizaram-se sete iniciadores, que amplificaram 43 bandas polimérficas, as quais
possibilitaram a identificacdo de diferenciagdes entre os gendtipos. Os resultados confirmam que ha
presenca de significativa variabilidade genética entre os genétipos estudados.

Introducao

A cajazeira (Spondias mombin L.) é uma espécie frutifera da familia Anacardiaceae, origindria da
América tropical (AYRE SHAWN;FORMAN, 1967). A planta é freqiientemente encontrada nas
vérzeas, e matas de terra firme e argilosa, da Amazonia e Zona da Mata brasileira (SOUZA, 2000). Os
frutos sdo ricos em carotendides, acticares e vitaminas A ¢ C (BARROSO et al., 1999). Com isso, o
interesse na exploracdo agroindustrial do caja vem aumentando, devido a ascendente demanda pela
polpa, suco, sorvete e picolé. No entanto, as informag¢des cientificas sobre os gendtipos existentes e
tecnoldgicas sdo insuficientes para elaboragdo de um sistema de produgdo.

Em programas de melhoramento, combina¢des promissoras de parentais a “priori”, geneticamente
divergentes, possibilitam a obtenc@o de populagdes segregantes com ampla variabilidade, o que
aumenta a probabilidade de recuperacdo de linhagens superiores para as caracteristicas de interesse.
Assim, as andlises de divergéncia genética t€m se constituido num importante instrumento, auxiliando
os melhoristas na quantificacdo da variabilidade genética e na identificacdo das caracteristicas com
maior contribui¢do para a dissimilaridade estimada (CRUZ;REGAZZI, 1994).

Diversas técnicas moleculares estido disponiveis para a detecg¢do da variabilidade genética ao nivel
de seqiiéncia de DNA, ou seja, para a determinag@o do polimorfismo genético, permitindo a obtencdo
de um ndmero ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais
marcadores podem ser utilizados para as mais diversas situagdes, tanto no estudo da genética como no
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melhoramento de plantas (FERREIRA;GRATTAPAGLIA, 1998). As técnicas mais utilizadas sdo as
baseadas na PCR (Polimerase Chain Reaction), tais como RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) e Microssatélites. Entretanto, esses
marcadores apresentam limitagdes: baixa reprodutibilidade do RAPD, elevado custo dos AFLPs e
conhecimento prévio das seqiiéncias que flanqueiam as regides microssatélites. A técnica conhecida
por ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tem sido utilizada para superar essas limitagdes. O grande
nimero de fragmentos gerados por uma PCR usando esses marcadores pode auxiliar no processo de
exploragdo da variabilidade genética de uma espécie.

Objetivou-se nesse trabalho identificar a variabilidade genética de gendtipos de cajazeira usando
marcadores moleculares ISSR.

Material e métodos

A. Extragdo de DNA

Amostras de folhas foram coletadas de plantas cultivadas em Limoeiro do Norte e Pacajus, no
Estado do Ceard analisadas no laboratdrio de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical,
em Fortaleza-CE. Os DNAs foram extraidos utilizando o protocolo adaptado de Cavalcanti (2004).

B. Reagdes de PCR para ISSR

As andlises de reacdes de amplificacdo foram feitas usando sete iniciadores ISSR da marca IDT
(Integrated DNA Technologies). As rea¢des de ISSR foram preparadas para um volume final de 25
pL, contendo: 1X PCR Buffer; 0,2 mM de cada dNTP; 2 mM de MgCl,; 0,8 uM do iniciador; 10 ng
de DNA; 20 ug de BSA e 1 unidade da enzima Taq DNA polimerase. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador TECHNE TC-512, ajustado para: 94 °C por 1 min (desnaturacio inicial);
seguido de 40 ciclos programados para: 94 °C por 1 min; temperatura de anelamento (varidvel para
cada iniciador) por um minuto e 72 °C por um minuto, concluindo-se com 72 °C por cinco minutos
(extensao final). Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose a 2,0%, corados
com brometo de etidio e visualizados em transluminador UV.

C. Andlise dos dados

Os produtos amplificados foram analisados quanto a presenca ou auséncia de bandas. Para a
andlise da divergéncia genética entre os gendtipos utilizou-se o coeficiente de similaridade de Jaccard
e para o agrupamento dos genétipos utilizou-se o método do vizinho mais préximo. Todas as andlises
foram realizadas pelo programa computacional Genes (CRUZ, 2001). O polimorfismo dos marcadores
ISSR foi estimado calculando-se a percentagem de fragmentos polimérficos pelo niimero total de
fragmentos amplificados.

Resultados e Discussao

Em um total de 71 bandas geradas a partir dos sete iniciadores utilizados, foi possivel identificar
43 fragmentos polimoérficos (Tab.1). O nimero de bandas polimérficas por iniciador variou de quatro
(iniciadores I 818 e I 824) a nove (iniciador I 826). Na Figura 1 encontra-se o padrdo obtido a partir
do iniciador de cédigo I 826. A média de dissimilaridade encontrada entre os genétipos avaliados foi
de 92% (Fig.2), demonstrando alta variabilidade genética que podera ser explorada em trabalhos de
melhoramento com esses genotipos de cajazeira. Para espécies cultivadas, como o trigo, o indice de
similaridade média equivale a 73% (FREITAS et al., 2000), o que demonstra a relagdo encontrada
entre divergéncia genética e nivel de domesticagdo em culturas.

O dendrograma gerado a partir da matriz de dissimilaridade apresentou trés grupos distintos
(Fig.2). No primeiro grupo, o clone 2 teve a distancia mdxima dos genétipos do terceiro grupo (11 e
12). O segundo grupo foi dividido em quatro subgrupos, sendo dois destes correspondentes aos
gendtipos 4 (subgrupo 1) e 5 (subgrupo 2) com uma distincia genética de aproximadamente 90%. O
terceiro subgrupo foi formado por trés gendtipos (3, 6 e 10) e o quarto subgrupo, que teve maior
agrupamento, ou seja, maior nimero de genétipos (7, 8, 9, 1 e 13). O fato de a cajazeira ser uma



frutifera ainda em domesticagdo, explica a elevada variabilidade genética existente entre os genotipos.
Segundo Fonseca et al. (2006) essa alta variabilidade genética possibilita a identificagdo de genotipos
divergentes e, por conseguinte, combinacdes hibridas de maior efeito heterdtico, permitindo em suas
geracdes segregantes o desenvolvimento de gendtipos superiores. Devendo-se, portanto, na selecio de
genitores para cruzamentos, procurar sempre aliar o bom desempenho dos gendtipos com a
divergéncia genética.

Conclusoes

-H4 presenca de significativa variabilidade genética entre os genétipos de cajazeira.
-Marcadores moleculares ISSR sao eficazes na identifica¢do de variabilidade genética na espécie.
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Tabela 1. Variacdo genética detectada entre os 13 gendtipos de cajazeira por meio de sete marcadores
ISSR.

Cé@igo do Oligonucleotideos Temperatura de N° total de N° Qe E/Bar.ldas Polimorfismo

Iniciador anelamento (°C) Bandas Polimorficas (%)
1817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 493 8 7 87,5
1818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 50,0 16 4 25,0
1822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 46,0 7 5 71,4
1823 TCT CTC TCT CTC TCT CC 47,1 12 9 75,0
1824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 47,5 8 4 50,0
1825 ACA CAC ACA CAC ACACT 50,4 11 8 72,7
1826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 51,8 9 6 66,6

TOTAL 71 43 60,5




Figura 1. Padrdo de amplificacdo de treze genétipos de cajazeira utilizando o iniciador I 826.
Linhas laterais marcador de 1Kb e linhas de 1 a 13 correspondem aos gendétipos de cajazeira.
Setas indicam bandas polimérficas.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade genética de 13 gendtipos de cajazeira, obtido com
base no indice de Jaccard, estimado a partir de 43 marcadores ISSR. Fortaleza, CE, 2009.



