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Resumo

Os marcadores moleculares do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sdo bastante
uteis por serem arbitrdrios, informativos e com boa reprodutibilidade. O objetivo deste
trabalho foi a caracterizagdo do germoplasma de maracujazeiro da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical com marcadores ISSR. Os 11 iniciadores utilizados foram bastante
polimérficos para a detec¢do da variabilidade genética dos acessos de maracujazeiro. Em
média foram encontradas cerca de 10 bandas polimérficas por iniciador. A estruturacdo da
variabilidade genética permitiu a formacdo de 5 grupos principais de diversidade.

Introducao

Dentre as classes de marcadores moleculares existentes, 0 marcador ISSR € um dos
mais recentes e foi desenvolvido a partir da necessidade de explorar repeticdes de
microssatélites sem a utilizagdo de sequenciamento do DNA (Zietkiewicz et al., 1994). O
principio da técnica estd baseado na reacdo de PCR e envolve amplificagdes de segmentos de
DNA, presente entre duas regides repetidas de microssatélites idénticas orientadas em
direcdes opostas.

ISSR ¢é uma técnica simples rdpida e eficiente. Os produtos amplificiveis sdo
geralmente de 200-2000 pb (pares bases) de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade,
possivelmente devido ao uso de iniciadores longos, permitindo um subseqiiente uso de alta
temperatura de anelamento. Estes marcadores tém sido utilizados para estimar a diversidade
genética em nivel inter e intra-especifico em uma ampla variedade de espécies. Além disso,
também tem sido utilizados em estudos de DNA “fingerprinting”, selecao assistida, filogenia
€ mapeamento genético.

Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de determinar a variabilidade
genética presente no Banco Ativo de Germoplasma de Maracujazeiro (BAG-Maracujd) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, com o uso de marcadores ISSR.

Material e Métodos

Para realizacdo deste trabalho utilizou-se 52 acessos do BAG-Maracuj4, sendo
coletadas folhas de cinco plantas dos acessos BGMO004, BGM007, BGMO018, BGMO020,
BGMO028, BGM044, BGM049, BGM162, BGM163, BGM164 ¢ BGMRB; e uma planta dos demais
acessos, totalizando 96 amostras. O DNA dos acessos foi extraido utilizando o protocolo descrito
por Doyle & Doyle (1990), com modificacdes. A quantificacdo do DNA foi feita apds
eletroforese (3volts/cm) de aliquotas de cada amostra, comparando-as com uma série de
concentracdes conhecidas de DNA Lambda (Invitrogen), realizadas em géis de agarose 1,0%.
A concentracdo de DNA foi estimada a partir das intensidades das bandas reveladas pela
coloracdo com brometo de etideo (1,0 mg/mL).
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Para as andlises da variabilidade genética, foram testados 11 iniciadores ISSR (Tabela
1). As reagdes de amplificacdo foram feitas em volume final de 25 uL, utilizando: 20 ng de
DNA, tampao de PCR 1X (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,3 uM de cada
iniciador e 1,0U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen). As amplificagdes foram realizadas em
termociclador PTC-100 (MJ Research), de acordo com o seguinte programa: 94 °C por 5 min;
35 ciclos a 94 °C por 40s, 48°C por 40s, 72 °C por 60s; e extensdo final a 72 °C por 2 min.

A visualizagcdo dos resultados foi realizada apos eletroforese em gel de agarose 2% e
coloragdao com brometo de etideo e o tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador
de peso molecular (Bio Labs) 100 pb.

A matriz de distancia genética foi obtida pelo programa SAS (Versdo 9.1). Para esta
finalidade foi utilizado o coeficiente de similaridade “Simple Matching”. O agrupamento foi
realizado pelo programa Statistica (Versdo 7.0). Sendo avaliados os seguintes métodos: 1)
ligacdo simples; 2) ligagdo completa; 3) método de Ward; e 4) UPGMA (unweighted pair-
method using an arithmetic average). O ajuste entre a matriz de distancias e dendograma foi
verificado pelo coeficiente de correlacio cofenética (r).

Resultados e Discussao

A técnica de ISSR possibilitou a geragdo de 116 produtos de amplificacdo, com
tamanho de fragmentos variando entre 200 e 1300 pb. Todos os marcadores analisados
mostraram polimorfismo na populacdo de plantas analisadas, sendo que os iniciadores
DiGA3'YC, DiGA3'C, DiCA3'G, DiGT3'YG, DiCA3'RG e DiGAS'CY, apresentaram o
maior nimero de bandas polimérficas (Tabela 1).

O nimero médio de bandas polimérficas por iniciador foi de 10,5, o que indica um
contetido informacional elevado. Estudos em outras espécies também comprovaram a
eficiéncia dos marcadores ISSR como técnica promissora para detec¢do de polimorfismos
(Santos et al., 2008; Buso et al., 2008).

Tabela 1: Caracteristicas dos 11 iniciadores de ISSR desenvolvidos para o maracujazeiro

Nome do iniciador Sequéncia do iniciador ISSR* N° de bandas polimérficas
DiCA3'G CACACACACACACACAG 13
DiCA3'RG CACACACACACACACARG 11
DiCA3'YG CACACACACACACACAYG 7
DiCAS5'CR CRCACACACACACACACA 4
DiGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 18
DiGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 8
DiGA3'YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 18
DiGAS'C CGAGAGAGAGAGAGAGA 8
DiGA5'CY CYGAGAGAGAGAGAGAGA 10
DiGT3'YG GTGTGTGTGTGTGTGTYG 11
DiGT5'CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT 8

Sequéncia do inciador ISSR:"R=A.G;Y=C,T

Os dados moleculares foram utilizados para obtencdo de um dendrograma. Dentre os
quatro métodos de agrupamentos avaliados, o método UPGMA foi o que apresentou a maior
correlagdo cofenética (0,75), sendo, portanto, utilizado para estruturar a diversidade dos
genotipos (Figura 1). Os métodos de ligacdo simples, ligacdo completa e de Ward,
apresentaram correlagdes entre a matriz de distancia e agrupamento de 0,66, 0,72 e 0,60,
respectivamente.
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Figura 1. Dendrograma obtido por meio das matrizes de dissimilaridade genética baseadas no
coeficiente de “Simple Matching”, agrupados pelo método UPGMA.

Observou-se a formagao de cinco agrupamentos principais, com 3, 10, 24, 27 e 32
acessos (Figura 1), utilizando a dissimilaridade média como parametro para formacdo dos
agrupamentos. De todos os acessos em que foi analisada a variabilidade intra-especifica, e de
acordo com os critérios adotados, apenas BGMO18, BGMO044, BGM163 ¢ BGMI164
permaneceram agrupados. O restante, BGM004, BGM007, BGM020, BGM028, BGM049,



BGM162 e BGMRB, ficaram dispersos em um ou mais agrupamentos, o que indica
considerdvel variabilidade intra-especifica.

Nao foram observados acessos com alta similaridade genética, que poderiam
representar duplicatas. Este resultado € de grande importancia para orientagdo das estratégias
de manuteng¢do e conservacdo da variabilidade do género Passiflora.

Conclusoes

Os marcadores ISSR demonstram eficiéncia na deteccdo de polimorfismos
moleculares em maracujazeiro, revelando ampla variabilidade genética dentro e entre acessos.
Tais marcadores podem ser usados com sucesso na caracterizagdo molecular do germoplasma
de Passiflora.
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