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Resumo

Fruteiras tropicais, como a graviola (Anonas muricata L.) s@o alternativas sociais e econdmicas de
alto potencial, uma vez que se trata de fruta adaptada a regido Nordeste e muito apreciada pelos
mercados interno e externo. No entanto, o nimero de cultivares e a exploragdo da variabilidade
genética existente ainda sdo incipientes. Objetivou-se neste trabalho avaliar a variabilidade genética de
25 progénies de gravioleira utilizando marcadores moleculares ISSR. Amostras de folhas foram
coletadas em Paraipaba-CE e levadas ao laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria
Tropical, em Fortaleza-CE. Foram utilizados cinco iniciadores, que promoveram a formagdo de 27
bandas polimérficas, as quais possibilitaram diferenciagdes entre as plantas em estudo. Estes
resultados indicam que hé presencga de variabilidade genética entre os gendtipos de gravioleira.

Introducao

As fruteiras tropicais nativas ou introduzidas, como a graviola (A. muricata L.) sdo alternativas de
alto potencial para exploracdo comercial, uma vez que se trata de uma fruta ecologicamente adaptada a
regido Nordeste, além de apreciada pelos mercados interno e externo.

A importancia sécio-econdomica da graviola no Brasil tem aumentado nos ultimos anos
principalmente pela demanda para o consumo de frutas tropicais com grande apelo natural, pelas
caracteristicas nutricionais. Este potencial econdmico tem ensejado um crescente interesse por parte de
produtores, técnicos, agentes de desenvolvimento e agroindustrias de processamento no Nordeste
brasileiro. Infelizmente, a grande maioria dos projetos de exploracdo extensiva dessa anondcea no
Nordeste revelou-se frustrante quanto ao desempenho vegetativo e produtivo, evidenciando a falta de
informacdes cientificas e tecnoldgicas para essa cultura, principalmente no controle de agentes
patogénicos. Com isso, indmeros insucessos foram verificados ao longo dos anos decorrentes do
declinio precoce de extensos pomares.

Estudos sobre a variabilidade genética da espécie sdo relevantes, pois restricdes no fluxo génico
entre populacdes tém papel importante na evolucdo da adaptacio local, o que inclui desenvolvimento
de resisténcia a inseticidas e estabelecimento de ragas hospedeiras (GONZALEZ- RODRIGUEZ et al.,
2002).Visando um efetivo controle de pragas e doengas para essa cultura, fez-se necessidrio o
entendimento sobre a variacdo genética dentro e entre populacdes dessa frutifera.

Dessa forma, objetivou-se nesse trabalho, avaliar a variabilidade genética de 25 progénies de
gravioleira utilizando marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).

Material e métodos

Foram utilizadas 25 progénies de graviola plantadas em maio/2003 e selecionadas por meio da
selecdo fenotipica de plantas superiores em plantios de propagagdo sexuada, em pomares domésticos e
em cultivos comerciais no Ceard e Piaui.

Amostras de folhas foram coletadas no municipio de Paraipaba no estado do Ceard e levadas ao
laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza-CE. Foi realizada
a extracdo de DNA segundo protocolo de Cavalcanti (2004), com algumas modificac¢des.
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Ap6s a extrag@o, os DNAs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, em cada poco
foram colocados 4 pl. de DNA e 2 pL de tampao de carregamento. Foram realizadas reacdes de PCR
com 11 iniciadores da marca IDT (Integrated DNA Technologies), dos quais cinco forneceram
fragmentos polimoérficos. As andlises de reagdes de amplificagdo foram realizadas utilizando esses
cinco iniciadores ISSR. As reagdes de ISSR foram preparadas para um volume final de 25 pL,
contendo: 1X PCR Buffer, 0,2 mM de cada dANTP, 2 mM de MgCl,, 0,8 uM do iniciador; 10 ng de
DNA, 20 pg de BSA e 1 unidade da enzima Tag DNA polimerase. As amplificacdes foram feitas em
um termociclador TECHNE TC-512, programado da seguinte forma: 94 °C por 5 min (Desnaturagéo
inicial), seguido de 40 ciclos com: 94 °C por 1 min; temperatura de anelamento (Varidvel para cada
iniciador) por 1 min e 72 °C por 1 min, concluindo-se com 72 °C por 5 min (Extensao final).

Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de agarose 1,8%, corados com brometo de
etidio, no primeiro pogo foi colocado o marcador de 1KB (10 pL) e nos demais pocos foram colocados
10 pL da PCR mais 5 pL de tampdo de carregamento. Apds trés horas de eletroforese as bandas foram
visualizadas em transiluminador UV.

Os produtos amplificados foram analisados quanto & presenga 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 gendtipos utilizou-se o 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 polimdrficos pelo nimero total de
fragmentos amplificados.

Resultados e Discussao

Os cinco iniciadores utilizados geraram um total de 27 bandas polimérficas de um total de 47
(Tabela 1). O nimero de marcadores polimoérficos por iniciador variou de trés (iniciadores I 812) a
onze (iniciador I 826). Na Figura 1 encontra-se o padrao obtido a partir do iniciador de cédigo I 812.
A média de similaridade encontrada entre os gendtipos avaliados foi de 32% (Figura 2). O padrdo de
amplificacdo encontrado apresentou um grande nimero de bandas, sendo esta uma caracteristica dos
marcadores ISSR.

O dendrograma gerado pelo programa apresentou seis grupos distintos (Fig. 2). No primeiro grupo,
o individuo 5 aparece isolado e com similaridade minima em relagdo aos outros grupos. O segundo
grupo também ¢é formado por um tnico individuo (24) e mantém com os grupos 3, 4, 5 ¢ 6 uma
dissimilaridade média de 70%. Em geral, o indice de similaridade encontrado entre os grupos foi de
aproximadamente 35%. Freitas et al. (2000) cita que para espécies cultivadas, como o trigo, o indice
de similaridade média equivale a 73%, sendo visivel assim a intrinseca relacdo entre domesticacio e
similaridade genética.

A utilizagdo de genitores tdo divergentes e que apresentam alelos de interesse, como resisténcia as
principais doengas e estabilidade de producdo, pode ser uma opg¢do vantajosa em cruzamentos futuros,
onde se pode investigar e explorar o fendmeno da heterose.

Os Marcadores ISSR, devido seu alto mecanismo de reconhecimento de variacdes inter e
intraespecificas, tem sido bastante utilizados em trabalhos de melhoramento de plantas. A divergéncia
genética entre genitores pode promover combinacdes gé€nicas favoraveis, mediante efeitos de
aditividade, pleiotropia e epistasia (CHIORATO, A. F. 2004).

O fato de a gravioleira ser uma frutifera ainda em domesticacdo justifica a baixa similaridade
encontrada entre os genétipos. Este divergéncia tdo acentuada é interessante em trabalhos de
melhoramento de plantas de crescimento indeterminado, pois permite a permuta de caracteres
genéticos distintos e sua aplicacdo pode estender-se por varios anos, ao contrdrio de culturas anuais e
bianuais.

Conclusoes
- Ha presenca de variabilidade genética entre os genotipos de gravioleira estudados.

- Marcadores moleculares ISSR sdo eficientes para analisar a divergéncia genética entre as progénies
dos representantes de Anonaceaes, auxiliando em trabalhos de melhoramento das mesmas.
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Tabela 1. Variacdo genética detectada entre 25 progénies de gravioleira por meio de cinco marcadores ISSR.

Cléfi igo do Oligonucleotideos d:egrr:gggeurn?o N];::;;sd © N (.16 ]?andas POHH(I;;)ﬁsmo
niciador ©0) Polimorficas
1886 VDV CTC TCT CTC TCT CT 47.4 10 5 50,0
1851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 52,0 8 4 50,0
1812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 44,7 9 3 33,3
1825 ACA CAC ACACACACACT 50,4 7 4 57,1
1826 ACA CACACA CACACACC 51,8 13 11 84,6
TOTAL 47 27 57,4
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Figura 1. Padrdo de amplificacdo de treze genétipos de cajazeira utilizando o iniciador I 812. Linhas laterais
marcador de 1Kb e linhas de 1 a 25 correspondem aos gendtipos de gravioleira. Seta indica marcador
polimérfico.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade genética de 25 genétipos de Gravioleira, baseado no indice de
Jaccard, estimado a partir de 27 marcadores ISSR.



