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RESUMO

SANTANA, Josefa Grasiela Silva. Diversidade Genetica estimada com marcadores ISSR
em populacdo natural de cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg). So Cristovao: UFS,
2016. 23p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade). *

Pertencente a familia Myrtaceae, o cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg) é uma espécie
nativa do Brasil. A caracterizacdo molecular é uma das ferramentas biotecnoldgicas mais
utilizadas para estudos de espécies potenciais, uma vez que possibilitam inferir sobre o nivel
de diversidade entre os individuos. A andlise da diversidade genética é fundamental para o
direcionamento das estratégias necessarias para formacao e manutencao de um germoplasma.
Este trabalho teve como finalidade avaliar a diversidade genética em uma populacdo natural
de cambuizeiro utilizando marcadores moleculares ISSR. A populacdo natural provedora do
material vegetal utilizado encontra-se na Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) do
Caju, pertencente ao Campo Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros, no municipio de
Itaporanga d’Ajuda, SE. Folhas jovens de cada individuo foram coletas para a extragdo de
DNA e analises de PCR-ISSR (Sequéncia Simples Repetitivas Internas). Foram testados 30
iniciadores de sintese (primers), selecionando-se os 10 melhores. O uso desses primers
resultaram em 71 fragmentos, com 98,3% de polimorfismo. A similaridade dos individuos
variou entre 0,30 e 0,92, sendo os mais similares os individuos C13 e C17 e mais distantes 0s
C1 e C41. Por meio do agrupamento UPGMA foi possivel identificar seis grupos distintos. As
informacdes obtidas serdo utilizadas para conservacdo desses recursos genéticos, direcionar
um intercdmbio de germoplasma e/ou formacgdo de colegOes ex situ e auxiliar em futuros
trabalhos com a espécie.

Palavras-chave: Myrtaceae, frutas nativas, recursos genéticos.

* Comité Orientador: Ana Veruska Cruz da Silva— UFS (Orientadora).



ABSTRACT

SANTANA, Josefa Grasiela Silva. Genetic diversity in natural population of cambui
(Myrciaria tenella O. Berg) using ISSR markers. Sdo Cristovao: UFS, 2016. 23p. (Thesis -
Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Belonging to the Myrtaceae family, cambui tree (Myrciaria tenella O. Berg) is native of
Brazil. The Molecular characterization is one of the most used tools for potential species
because infers about level of diversity between individuals. Analysis of genetic diversity are
critical to the direction of the strategies needed to build and maintain a germplasm. The
objective of this work was to estimate the genetic diversity in a natural population of cambui
using molecular markers ISSR. The provider of plant material used is a natural population, in
Private Natural Heritage Reserve (RPPN) in part of the Experimental Field of Embrapa
Coastal Tablelands, in the municipality of Itaporanga d'Ajuda, SE. Young leaves of each
individual were collected for ADN extraction and analysis of PCR-ISSR (Simple Sequence
Repetitive Internal). Were tested 30 primers and selected 10 for the analysis. The use of these
primers resulted in 71 fragments with 98.3% of polymorphism. The similarity of the
individuals ranged between 0.30 and 0.92, with the most similar C17 and C13 and more
distant, C1 and C41. Through UPGMA was possible to identify six distinct groups. The
information obtained will be used for conservation of these genetic resources, direct exchange
of germplasm and / or training of ex situ collections and assist in future work with the species.

Key-words: Myrtaceae, native fruits, genetic resources.

* Supervising Committee: Ana Veruska Cruz da Silva — UFS.



1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se por abrigar entre 15% e 20% de toda biodiversidade mundial e
apresenta 0 maior numero de espécies endémicas, sendo que grande parte destas concentram-
se na Amazdnia, e em dois dos dezenove Hotspots' mundiais (a Mata Atlantica e o Cerrado)
(GANEM, 2010). Embora seja de suma importancia para a manutencdo dos processos
ecologicos naturais e para as atividades humanas, estimativas recentes evidenciam uma
relevante queda na biodiversidade e sugerem que espécies desaparecidas estardo concentradas
nos hotspots onde a ameaca ao habitat € maior (JOPPA et al., 2011).

Em nivel mundial, espécies de Myrtaceae sdo encontradas em quase todos 0s
continentes e abrangem mais de 140 géneros e 5800 espécies de arvores e arbustos
(GOVAERTS, et al., 2008). No Brasil, principalmente em regies onde h& predominancia de
Mata Atlantica, as arvores da familia Myrtaceae destacam-se como as lenhosas de maior
importancia biolégica, uma vez que sdo predominantes na composicdo deste bioma
(GUILHERME et al., 2004; GRESSLER et al., 2006). Entretanto, em detrimento ao aumento
substancial do desmatamento, da expansao das fronteiras agricolas e pecuérias, da exploracao
de plantas arboreas e do crescimento humano, ocorre gradualmente a fragmentacdo dos
ecossistemas, limitando-se a pequenas manchas ou fragmentos isolados a substituicdo da
cobertura florestal. Com isso, as espécies endémicas do bioma Mata Atlantica estdo
desaparecendo rapidamente (MORELLATO e HADDAD, 2000).

Em Sergipe, a cobertura florestal de Mata Atlantica ocupa atualmente 7,47% de sua
area original (JESUS et al., 2014). Vérias frutiferas nativas tém alto potencial de uso e alguns
estudos foram realizadas em Sergipe sobre elas (MELO, 2005; COSTA et al., 2011;
RABBANI et al., 2012).

Existe um grande numero de plantas nativas que estdo desaparecendo sem ao menos
terem sido avaliadas quanto aos conhecimentos basicos, como é o caso de alguns exemplos da
familia Myrtaceae, que estdo inclusas em listas de espécies ameacadas de risco de extin¢do no
Brasil (LANDRUM e KAWASAKI, 1997; MACHADO, 2005). Portanto, é de vital
importancia que existam estratégias de conservacdo destes recursos, requerendo para tal
investigacGes sobre ecologia, genética, reproducdo, fisiologia, biogeografia, botanica e
antropologia (PADUA e FERREIRA, 2008).

Dentre as frutiferas nativas do Brasil, o cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg),
pertencente a familia Myrtaceae é uma frutifera nativa pouco difundida, encontrando-se quase
gue totalmente em areas naturais de forma extrativista. Apresenta potenciais ainda ndo
explorados, podendo constituir fonte de alimentos e de diversos compostos (PINHEIRO et al.,
2011). Apesar de Lorenzi (2000) sugerir a espécie como potencial para uso paisagistico e
madeireiro, sua producdo ainda ndo é difundida. Diferentemente, ha outras mirtceas que
possuem alto valor econdmico, como a goiabeira (Psidium guajava L.) e algumas outras mais
estudadas como a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.)) O. Berg.) e a pitangueira
(Eugenia uniflora L.), que sdo exploradas comercialmente (LANDRUM e KAWASAKI,
1997).

A conservacdo dos recursos genéticos vegetais € uma tarefa complexa e
multidisciplinar, que envolve diversas etapas como a obtencdo do germoplasma,
caracterizagdo, avaliagdo, documentacdo, conservacdo propriamente dita e a utilizagdo dos
recursos genéticos (PADUA e FERREIRA, 2008).

Um dos meios utilizados para promover a conservacdo dos recursos genéticos € a
avaliacdo da diversidade genetica, que nos permite conhecer e avaliar sobre o grau de
variabilidade genética, fundamental no processo de formagdo de germoplasma e de
identificacdo de novos genes de interesse. Dessa maneira 0 uso de marcadores moleculares

Hotspot: bioma que conjuga alto indice de espécies endémicas com alto grau de ameaca pela atividade humana
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tem sido uma ferramenta biotecnoldgica muito utilizada por fornecer informagGes ao nivel do
DNA.

Sendo assim, este trabalho teve como finalidade avaliar a diversidade genética em uma
populacéo natural de cambuizeiro utilizando marcadores moleculares ISSR.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspetos Gerais (Myrtaceae)

Myrtaceae € uma grande familia de plantas lenhosas dicotileddneas que compreende
cerca de 5800 espécies organizadas em aproximadamente 140 géneros (GOVAERTS et al.,
2008). Considerada uma das familias mais importantes dos neotropicos (DUARTE, 2003) e
compreende varios géneros de relevancia econdmica e ecologica em todo mundo. Sua
ocorréncia tem sido descrita essencialmente no hemisferio sul, tem centros de diversidade nos
tropicos Umidos, especialmente na América do Sul, Australia e Asia tropical com ocorréncias
na Africa e na Europa (GRATTAPLAGIA et al., 2012). Representa uma das maiores familias
da flora brasileira, com 26 géneros e aproximadamente 1000 espécies (SOUZA, 2008);
destacando-se os géneros Eugenia, Campomanesia, Psidium e Myrciaria, pois agregam o
maior nimero de espécies de interesse econdmico no Brasil.

Esta familia é caracterizada pela combinacéo de diferentes fatores, como a presenca de
glandulas oleiferas em arvores ou arbustos; folhas inteiras, simples, geralmente opostas,
normalmente com nervura marginal; flores hermafroditas geralmente brancas, sépalas e
pétalas 4-5(6) livres, polisttmones, raro diplostémones, ovario infero; bagas ou drupas com
uma a numerosas sementes (PROENCA et al., 2013). A polinizacéo € via de regra por insetos
e a dispersdo por vertebrados (GREESSLER, 2005).

O cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg) é uma mirtacea, nativa do Brasil, de
ocorréncia desde o norte ao sul do Brasil e estende-se até a Argentina (SOBRAL et al., 2010).
Os frutos sdo bagas globosas, glabras e brilhantes, de cor que variam de roxo a laranja
(PINHEIRO et al. 2011), contendo uma ou duas sementes. O florescimento ocorre nos meses
de novembro-dezembro, produzindo frutos que amadurecem de janeiro a mar¢o (LORENZI,
2000).

Os frutos apresentam alto potencial devido aos atributos relativos ao contetdo de
vitamina C, em torno de 70,21 mg. 100"MF (PINHEIRO et al., 2011). Também demonstram
alto potencial em estudos na producdo de suco, geleia e fermentado com propriedades
antioxidante e de concentracBes de antocianinas e polifendis onde foram mostraram valores
superiores aos encontrados em suco de uva e vinhos de uvas tintas (BIASOTO et al., 2011;
RYBKA et al.,, 2011). Além disso, sdo ricas fontes em polissacarideos, podendo ser
potencialmente utilizados por suas propriedades de gelificacdo (ROLIN, 1993; VRIESMANN
et al, 2004) ou por seus beneficios a satde humana auxiliando na reducdo de LDL e niveis de
colesterol totais no sangue (BAKER, 1994).

E uma espécie importante no setor de fruticultura no mercado regional no estado de
Sergipe, onde a populacdo tem vendido seus frutos frescos para consumo (SILVA et al.,
2012).

2.2. Recursos genéticos

O ritmo da perda da biodiversidade é provavelmente bem mais acelerado que o ritmo
da descoberta e identificacdo de novas espécies pela ciéncia (SCHEFFERS et al., 2012).
Estudos recentes tém esclarecido onde as espécies mais vulneraveis vivem, onde e como a
humanidade muda o planeta, e como isso impulsiona extingdes. As atuais taxas de extin¢cao
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séo cerca de 1000 vezes a taxas anteriores e provavelmente ainda estdo subestimadas (PIMM
etal., 2014).

A intensa erosdo genetica e extingdo de espécies tem decorrido de elementos
desencadeadores através de atividades antropicas: a destruicdo de habitats, introducdo de
espeécies exoticas, cadeias de extin¢cdo e mudancgas climaticas (MITTERMEIER e SCARANO,
2013).

Dentre 0s recursos genéticos vegetais voltados para a alimentacdo e agricultura, as
especies frutiferas destacam-se pela grande diversidade e potencial que apresentam, sendo que
0 Brasil é um dos mais importantes centros de diversidade genética de espécies frutiferas
tropicais. E possivel encontrar na regifo nordeste grande variabilidade das diversas espécies
nativas e exdticas, existentes adaptadas e com potencial para 0 mercado interno, exportacao e
diversificacao agricola (CARVALHO et al, 2009).

Em programas de melhoramento 0s recursos genéticos vegetais sdo 0s mais utilizados
considerando a necessidade de manutencdo da variabilidade genética e constituem o
germoplasma vegetal. Os meios de conservacdo da biodiversidade de espécies “ex situ” e “in
situ” variam de acordo com objetivos e prioridades. Estes meios sdo considerados
complementares e para populacdes naturais, especialmente de espécies perenes, a conservacao
“in situ” tem sido apontada como a mais indicada. Assim, a conservagao “in Situ” proporciona
a capacidade de protecdo a uma gama de recursos de diferentes espécies e 0S processos
adaptativos que estdo ocorrendo naturalmente nas populacées naturais (NASS, 2001).

Outra forma utilizada de conservagdo de recursos genéticos € a conservagao on farm,
também conhecida como conservacdo em cultivo — uma modalidade na qual existe a
participagdo de agricultores, comunidades tradicionais ou indigenas. Recentemente varios
paises estdo investindo na conservacdo de amostras de DNA. Os bancos de DNA tém como
objetivo principal conservar amostras para estudos de taxonomia, principalmente de espécies
em risco de extingdo (PADUA e FERREIRA, 2008).

O conhecimento dos padrBes de variabilidade entre e dentro das populacdes é uma
poderosa e indispensavel ferramenta, sendo crucial para auxiliar na escolha das praticas mais
eficientes quanto a conservacdo, fornecendo subsidios para adocdo de estratégias na
conservacao de recursos vegetais (RENAU-MORATA et al., 2005).

Os bancos de germoplasma sao repositorios onde se armazena e consequentemente se
conserva a variabilidade genética de uma ou de varias espécies sob a forma de sementes,
explantes in vitro ou plantas a campo. Mundialmente cerca de 93% dos acessos das colecdes
de germoplasma de fruteiras sdo conservados no campo e apenas 7% sdo conservados na
forma de sementes ou in vitro. O Brasil apresenta mais de 15 mil acessos em colecbes de
germoplasma de fruteiras, sendo a Embrapa uma das instituicdes do Sistema Nacional de
Pesquisa Agropecuaria (SNPA) que concentra grande numero de acessos com ampla
variabilidade genética (FERREIRA, 2011).

A caracterizacdo molecular de germoplasma gera grande quantidade de informacdes
sobre a identidade genética, a diversidade, a frequéncia génica e o0s relacionamentos
filogenéticos dos seus recursos. Tais informacdes sdo muito Gteis na escolha de diferentes
estratégias para conservacdo como a ex situ, in situ e on farm (FERREIRA, 2011). Por meio
da caracterizacdo dos genotipos é possivel a identificagdo de genes envolvidos em
caracteristicas agrondmicas de interesse como: aumento de producédo, qualidade, e coloragédo
dos frutos, adaptagdo a vérias condigdes edafoclimaticas e, consequentemente a expanséo do
mercado (GONGCALVES et al., 2008).



2.3. Marcadores moleculares

Os avangos da genética e da biologia molecular, principalmente, o advento da
tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do
sequenciamento automatico do DNA propiciaram o desenvolvimento de poderosas técnicas
para 0 desenvolvimento de marcadores genéticos Uteis na identificacdo, caracterizacdo e
avaliacdo dos recursos genéticos vegetais (FALEIRO, 2007).

Desde o surgimento dos marcadores moleculares, na década de 1980, a manipulacédo
de DNA vem ganhando volume em informag@es disponiveis. Apresentando vantagens sobre
0s outros tipos de marcadores como o fornecimento de um ndmero praticamente ilimitado de
polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo 0 genoma com seguranca, rapidez
e eficiéncia e sem a necessidade da ocorréncia da expressdo fenotipica, e consequentemente
excluindo-se a influéncia do meio ambiente e do estadio fisioldgico da planta, permitindo a
identificacdo precisa dos genétipos mesmo em estadios iniciais do desenvolvimento
(GUIMARAES et al, 2009).

Devido ao crescente desenvolvimento e a utilizagdo generalizada de diferentes
metodologias durante os Ultimos anos diversos estudos comparativos foram realizados com o
objetivo de escolher a melhor tecnologia de marcadores de DNA a ser utilizada em estudos de
diversidade e fingerprinting, considerando reprodutibilidade, custos, sensibilidade e nivel de
deteccéo de polimorfismos (GOULAO e OLIVEIRA, 2001).

Entre os marcadores moleculares que se baseiam na anélise do DNA gendmico, estéo
o RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) ou polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo, os Minissatélites ou VNTR (Variable Number Tanden Repeats), 0
RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”), ou polimorfismo de DNA amplificados
ao acaso, o AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism™) ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados, e 0s microssatélites (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1988).

Marcadores ISSR (Sequéncias Simples Repetidas Internas) sdo primers desenhados
com base em sequéncias repetidas dos microssatélites na extremidade 5', acrescentando-se
alguns nucleotideos na extremidade 3'. Assim, os primers anelam-se dentro das repeticdes e
amplificam as regiGes gendmicas entre os microssatélites, cujos tamanhos dos fragmentos séo
limitados pela propria técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (GUIMARAES et al.
2009).

A utilizacdo de marcadores ISSR se encontra bastante difundida, pois para seu uso ndo
é necessaria informacgdo genémica prévia sendo uma técnica que requer apenas pequenas
guantidades de DNA. Além disso, estes marcadores mostram maior robustez na repetibilidade
em uma vasta gama de parametros da PCR. Sua utilizagdo tem sido estabelecida para diversas
aplicabilidades, sendo utilizada tanto para a biologia da conservacdo como para a ecologia
molecular e sisteméatica (GHARBAWI, 2015).

Diversos trabalhos na literatura revelam que o uso dos marcadores moleculares esta
complementando a caracterizacdo morfoldgica e agronémica tradicional (TOPPA e
JADOSKI, 2013), pois o uso de descritores baseados no genotipo consegue distinguir com
eficiéncia gendtipos morfologicamente similares e geneticamente aparentados. Gouldo e
Oliveira (2001) descrevem a utilizacdo de marcadores ISSR particularmente no caso de
frutiferas com longo periodo juvenil tendo como vantagem a rapidez para a caracterizacao de
novos hibridos.

Investigagdes com uso de marcadores ISSR tém sido realizadas com diversas frutiferas
a exemplo do umbu-cajazeira (SANTANA et al., 2011) jenipapo (SILVA et al., 2014), biriba
(LORENZONI et al., 2014), morango (NUNES et al., 2013), maracuja (COSTA et al., 2012),
manga (ROCHA et al., 2012), goiaba e araca (MANI et al., 2011), goiaba (RAI et al., 2012),
(OLIVEIRA et al, 2014) e amora (KAR et al., 2008).
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No entanto, estudos de diversidade genética com cambuizeiros, usando esses
marcadores moleculares sdo inéditos, demonstrando que a utilizacdo de marcadores genéticos
em estudos populacionais para esta espécie € essencialmente importante como ferramenta
com grande poder de discriminacdo para criacdo de banco de germoplasma da espécie.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Folhas jovens de 50 cambuizeiros foram coletadas em populagdo nativa, no més de
maio de 2015. A area esta situada na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) do
Caju (Figura 1), pertencente ao Campo Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros, no
municipio de Itaporanga d’Ajuda, SE (lat -11.116585°, log -37.186742°) (Figura 2). A area é
tipica da restinga, cujo solo € do tipo espodossolo humiltvico. As folhas foram retiradas das
arvores e acondicionadas em sacos de plastico, previamente identificados e transportados em
caixas térmicas resfriadas até o Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, em Aracaju. O material foi armazenado a -80°C para posterior extracdo de DNA.

Figura 1. Populagdo natural de cambuizeiro. Reserva Particular do Patrimonio Natural
(RPPN), Campo Experimental de Itaporanga d’Ajuda da Embrapa Tabuleiros Costeiros. S&0
Cristovéo, SE, 2016.
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Figura 2. Localizagdo do Campo Experimental de Itaporanga D’Ajuda e da Sede da
Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Projecado: UTM, SIRGAS-2000
Escala: 1:600.000
Data: Fevereiro/2016

3.2. Extracdo de DNA

Usou-se 1g da folha para realizacdo da extracdo do DNA, de acordo com metodologia
de Romano e Brasileiro (2003). Apds o pré-aquecimento a 65°C da solucdo de extracdo
CTAB 2% (NaCl 5 M; Tris HCI 1 M pH 8,0; EDTA 0,5 M) adicionou-se 1mL ao material
pulverizado, acrescentado 2 puL de B-mercaptoetanol e 3uL de proteinase K (10 mg/mL) em
cada 1mL de tampdo usado. Em seguida as amostras foram incubadas a 65°C por trinta
minutos, homogeneizadas a cada dez minutos, e mantidas em repouso por mais trinta minutos.
Foram feitas extragcdes utilizando primeiramente 500 puL de cloroformio/alcool isoamilico
(24:1) e depois utilizando 400 pL de isopropanol gelado permanecendo em overnight a -20°C.
O precipitado obtido foi lavado por trés vezes, sendo duas lavagens com etanol 70% e uma
vez com etanol 100%. Apds a secagem o DNA foi ressuspendido em 44 uL de tampédo TE
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(Tris-HCI 100 mM pH 7,4 e 1ImM de EDTA) tratado com 6 pL de RNAse (20mg/ml) e
finalizado com incubacéo a 37°C por trinta minutos.

3.3. Eletroforese, quantificacédo do DNA e diluicao

A avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada pelo método da eletroforese em gel de
agarose 0,8%, no qual foram utilizadas aliquotas de 2 uL de cada amostra, 8 uL de agua MilQ
esterilizada e 2 uL de solucdo de carregamento (azul de bromofenol 0,01%; glicerol 40%).
Foi realizada a eletroforese horizontal durante 45 minutos a 76 V, 38 mA e 120 W. Em
seguida, o gel foi corado em solucéo de brometo de etidio, onde permaneceu imerso por cerca
de 40 minutos e em seguida fotodocumentado pelo equipamento Gel doc L-pix HE (Loccus
Biotecnologia, Brasil) (Figura 3).

As concentrag0es das amostras de DNA foram observadas em NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific®). As solucdes de trabalho de DNA (10 ng/ml) foram preparadas diluindo
as amostras em solucdo tampéo TE e em seguida foram armazenadas a -20°C.

5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 2223

- e e B e S e

M 15 16 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Figura 3. Visualizacdo do DNA de cambuizeiro. (A) e (B) referente a extracdo das amostras 1
a 30 (C) referente a extracdo das amostras 15, 16 e 31 a 50. Sdo Cristdvao, SE, 2016.

3.4. Teste e selecdo de primers ISSR

Foram testados 30 iniciadores de sintese (primers) em gel de agarose 2% (Tabela 1).
Cada reacdo teste foi realizada contendo 1 pL de DNA genémico (10 ng/pL), 1,0 uL de cada
iniciador (5 mM), 14,8 pL de dgua MilQ esterilizada, 2 puL de tampé&o de reacdo 10X, 0,6 pL
de MgCly, 0,4 pL de dNTP (10 nM), 0,2 de Tag polimerase (5U/uL), totalizando volume final
de reagdo de 20 pL. As temperaturas de anelamento ideais variaram entre 44,6 e 57,2 °C.
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Tabela 1. Primers ISSR, respectivas sequéncias e temperaturas de anelamento. Sdo Cristovao,

SE. 2016.
Primers Sequéncia (5> - 3°) Ta (°C)*
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 47,0
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 57,2
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 45,4
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 46,8
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 55,8
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 44,6
UBC 815 CTCTTCTCTCTC TCT CTG 47,6
UBC 816 CAC ACACACACACACAT 55,8
UBC 817 CAC ACA CAC ACACAC AA 50,3
UBC 818 CAC ACA CAC ACACACAG 57,2
UBC 820 GTGTGT GTG TGT GTG TC 47,5
UBC 823 TCTCTCTCT CTCTCT CC 57,2
UBC 826 ACA CAC ACACACACACC 57,2
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 54,8
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 45,6
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 50,2
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 48,5
UBC 843 CTCTCT CTC TCTCTC TRA 56,5
UBC 845 CTCTCT CTC TCTCTC TRG 48,1
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 52,7
UBC 851 GTGTGT GTG TGT GTG TYG 49,2
UBC 855 ACACACACACACACYT 53,1
UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACACYA 56,5
UBC 857 ACA CAC ACACACACYG 58,8
UBC 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 56,5
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50,8
UBC 878 GGA TGG ATG GAT GGA 53,4
ISSR 2 CTCTCTCTCTCTCTC TAC 51,5
ISSR 3 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 51,5
ISSR 5 CTCTCTCTCTCTCTCTGC 51,5

* Temperatura de anelamento

3.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese e documentacéo

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas contendo 1 pL de DNA
gendémico (10 ng/uL), 1,0 puL de cada iniciador (5 mM), 14,8 pL de agua MilQ esterilizada, 2
puL de tampédo de reacdo 10X, 0,6 puL de MgCl,, 0,4 pL de dNTP (10 nM), 0,2 de Taq
polimerase (5U/pL), totalizando volume final de reacdo de 20 pL. Em seguida, o material foi
amplificado em termociclador Proflex®, onde as amostras foram submetidas a desnaturacgdo a
94 °C por quatro minutos, seguida por 37 ciclos de amplificagdo. A cada ciclo houve a
desnaturacdo a 94 °C por 45 segundos, anelamento por 45 segundos, e extensdo a 72 °C por 2
minutos. Apos os ciclos de reagdo, o processo foi encerrado com uma extensao final a 72 °C
por 7 minutos, seguida de resfriamento a 4 °C.
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Produtos das reacGes, em gel de agarose 2%, foram submetidos a eletroforese com
voltagem de 250 V, 145 mA e 120 W, durante trés horas. Para padroniza¢do de bandeamento,
utilizou-se 10 pL do marcador de peso molecular de 100 pb.

Em seguida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio, onde permaneceu
imerso por cerca de 40 minutos e em seguida fotodocumentado pelo equipamento Gel doc L-
pix HE (Loccus Biotecnologia, Brasil).

3.6. Identificacdo do niumero 6timo de bandas

Para verificar se 0 nimero de marcadores gerados foi suficiente para analisar o grupo
amostral de 50 gendtipos, foram realizados Bootstrap a partir de simulacdes com
reamostragens de diferentes tamanhos (a partir de 60 com incremento=10), sendo cada uma
repetida 5.000 vezes por aplicacdo do software DBoot (COELHO, 2001).

3.7. Analise dos dados

O perfil eletroforético de cada gel foi analisado visualmente e, segundo a auséncia (0)
ou presenca (1) do fragmento, foi gerada uma matriz binaria. Os dados binarios foram
utilizados para realizar todas as analises seguintes. A matriz produzida foi utilizada para a
obtencdo das estimativas de similaridades genéticas, empregando-se o coeficiente de Jaccard
com auxilio do programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999).

Os parametros de diversidade genética, tais como namero de alelos observados,
namero de alelos efetivos, diversidade genética de Nei e indice de Shannon foram calculados
usando o programa Genalex 6.3 (PEAKALL e SMOUSE, 2006). O nimero total de alelos (Na),
namero efetivo de alelos (Ne) e heterozigosidade esperada (He) foram obtidas com base na
metodologia descrita por Lynch e Milligan (1994) e Maguire et al. (2002). O indice de diversidade
genética de Shannon (1) foi obtido de acordo com Brown e Weir (1983).

O dendrograma foi gerado usando o algoritmo UPGMA (Método da Média Aritmética
Ndo Ponderada), do software TreeView, de acordo com o coeficiente de Jaccard. A
consisténcia do dendrograma foi avaliada pela correlacdo cofenética entre as distancias
geradas pelo dendrograma e as distancias genéticas entre pares.

Para destacar o agrupamento foi efetuado o método de reamostragem bootstrap com o
mesmo tamanho da amostra original, sendo que para cada nivel de reamostragem, foram
obtidas 10.000 amostras Bootstrap TreeView (PAGE, 1996).

O agrupamento das amostras considerando o método de andlise de coordenadas
principais (ACoP) foi realizado com auxilio do programa Genalex 6.3 utilizando o coeficiente
de (di)similaridade de Jaccard, obtida pelo programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise ISSR

Dentre os 30 primers testados, 10 apresentarem bandas polimorficas e informativas.
Na amplificacdo das amostras foram gerados 71 locos, sendo 70 polimorficas (98,3%),
variando de quatro (UBC 820) a 10 locos (UBC 848) por primer (Tabela 2).

Diversos trabalhos realizados utilizando os marcadores ISSR obtiveram eficiente
desempenho na avaliacdo da divergéncia genética na obtencao de polimorfismo, onde Silva et
al. (2014) obtiveram 123 bandas polimorficas utilizando 12 primers em trabalho de
diversidade e estrutura genética de jenipapo (Genipa americana L.). Lorenzoni et al. (2014)
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avaliando a divergéncia genética de 16 acessos de biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.] Baill)
obtiveram 118 bandas polimérficas através de 13 primers. Santana et al. (2011) ao
caracterizar a variabilidade genética entre acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp), do BAG
de frutas tropicais da Embrapa Mandioca e Fruticultura, obtiveram 201 bandas polimdrficas
através de 25 primers. Jimenez et al. (2015) avaliando a diversidade de 38 individuos de
mangabeira provenientes de populacdes naturais no Estado de Pernambuco obtiveram 83
bandas polimorficas com o uso de seis primers.

Tabela 2. Relacdo dos primers ISSR, numero de total de bandas, porcentagem de
polimorfismo e amplitude de bases, gerados pelas reagdes de PCR para estudo da diversidade
genética entre individuos de populacdo de cambuizeiro. Sdo Cristovao, SE. 2016.

Primers NUmero de N° de Bandas Porcentagem de Amplitude de pares
bandas Polimérficas (NBP)  polimorfismo (%) de Bases (pb)
UBC 807 07 07 100 500 - 1650
UBC 813 07 07 100 850 - 2000
UBC 818 07 07 100 500 - 2000
UBC 820 04 04 100 850 - 2000
UBC 834 06 06 100 1000 - 3000
UBC 835 09 09 100 850 - 2000
UBC 841 07 07 100 500 - 1000
UBC 845 07 07 100 400 - 2000
UBC 848 10 10 100 500 - 3000
ISSR 3 07 06 85 850 - 2000
- 71 70 98,3 -

Em Myrtaceae, Oliveira et al. (2014) analisando a distancia genética entre acessos de
goiabeira e aracazeiros do género Psidium, pertencente ao BAG da Universidade Estadual do
Norte Fluminense - UENF, obtiveram 216 bandas polimoérficas com uso de 17 primers. Mani
et al. (2011) em estudo na india de caracterizacdo morfoldgica associada a caracterizacio
molecular por ISSR e RAPD entre espécies do género Psidium obtiveram 234 bandas
polimorficas através de 31 primers ISSR.

Em outras culturas de importancia econémica o uso de marcadores ISSR também foi
eficiente, onde Dhanorkar et al. (2005) na analise das relacbes genéticas entre variedades de
videira (Vittis spp.) utilizando 13 primers obtiveram 96 bandas polimdrficas. Kar et al. (2008)
em estudo sobre variabilidade com amoreira (Morus spp.), obtiveram 85 bandas polimérficas
utilizando 14 primers, e Silva et al. (2011) avaliando a diversidade em acessos de mandioca
obtiveram 154 bandas polimdrficas com o uso de 20 primers.

4.2. Numero 6timo de bandas

O numero de bandas polimérficas é considerado 6timo quando o coeficiente de
variacdo for menor do que 1%. De acordo com Silva et al. (2013, 2014) existe uma relagéo
diretamente proporcional entre o numero de fragmentos gerados e o coeficiente de variacdo
(CV%), havendo uma clara diminuicdo da variacdo quando had o aumento do nimero de
fragmentos (Figura 4). No presente trabalho percebeu-se uma estabilizacdo a partir de 60
fragmentos, sugerindo que os resultados obtidos pelos fragmentos utilizados neste estudo (71)
podem ser usados para a analise da diversidade.
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Figura 4. Coeficiente de variacdo (CV%) em funcdo do nimero de fragmentos em 50
individuos de cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg), com base nas similaridades genéticas
obtidas pelo método de bootstrap com 5.000 reamostragens. Sdo Cristovéo, SE, 2016.

O Numero Total de Alelos Efetivos (NE) variou de 0,57 a 1,89 e a varia¢do para o
indice de Shannon (1) foi de 0,30 a 0,66. Quanto aos valores de Diversidade genética (H), a
variacdo foi de 0,18 a 0,47 (Tabela 3).

Neste trabalho o indice de Shannon (I) obtido foi de 0,52. De acordo com Padua
(2011) o valor do indice de Shannon pode variar entre 0 e 1, sendo 1 o apice de diversidade de
uma populacdo; dessa forma, a populacdo em estudo apresenta consideravel nivel de
diversidade genética. Considerado boa ferramenta para andlise de populagdes utilizando
marcadores dominantes por apresentar relativa neutralidade aos efeitos da distorcdo causada
pela incapacidade de detectar locos heterozigotos (DAWSON et al., 1995).

No estudo da diversidade genética em populacdes naturais de buriti (Mauritia
flexuosa) Rossi et al. (2014) encontraram maiores valores para (I) e (H) avaliando a
distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes.

Tabela 3. Nimero de alelos (Na); Numero efetivo de alelos (Ne); indice de Shannon (1) e
Diversidade genética (H) em estudo da diversidade genética de populacdo de cambuizeiro
(Myrciaria tenella O. Berg), utilizando marcadores ISSR. S&o Cristévao, SE. 2016.

Primer Na Ne | H

UBC 807 2 1,80 0,63 0,44
UBC 813 2 1,89 0,66 0,47
UBC 818 2 1,42 0,43 0,27
UBC 820 2 1,69 0,54 0,38
UBC 834 2 1,73 0,60 0,42
UBC 835 2 1,55 0,51 0,34
UBC 841 2 1,52 0,46 0,30
UBC 845 2 1,56 0,52 0,35
UBC 848 2 0,57 0,57 0,39
ISSR 3 2 1,26 0,30 0,18
TOTAL 2 1,50 0,52 0,35
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Ao contrério dos resultados obtidos neste trabalho, Chagas et al. (2015) encontraram
baixo valor médio de (I) no estudo de uma populacdo de dendé (Elaeis guineensis Jacq.)
utilizando marcadores ISSR, indicando baixa diversidade entre os individuos analisados.
Costa et al. (2011) observaram baixa diversidade, através do indice de Shannon utilizando
marcadores RAPD, entre acessos de mangabeira do banco de germoplasma de Sergipe. Silva
et al. (2016) em avaliacdo da diversidade em cultivos comerciais de cupuaguzeiro também
encontraram baixos valores para o indice de Shannon, neste caso confirmando a uniformidade
dos cultivos.

Em condicdes naturais, o valor H é sempre diferente de zero, porque os individuos sao
susceptiveis a incorporacdo de novos alelos por cruzamento, mesmo em pequenas populacdes
ou fragmentos, além das perdas devido a deriva genética (SILVA et al., 2014).

4.3. Diversidade genética

A ocorréncia de diversidade entre os individuos estudados utilizando marcadores ISSR
sugere a eficiéncia da técnica para identificacdo de diversidade, onde os individuos mais
divergentes em relacdo ao conjunto considerado foram C1 e C2 (Tabela 4). A similaridade
média foi de 0,58.

A menor similaridade foi observada entre os individuos C1 e C41 (0,30 SJ), enquanto
a maior similaridade entre os individuos C13 e C17 (0,92 SJ). Os pares de individuos mais
similares foram C26 e C28 (0,80 SJ), C6 e C7, C36 e C38 (0,81 SJ), C12 e C13, C12 e C14,
C13eCl4,C17eC19,C34 e C35,C34 e C36 (0,82 SJ), C8e C9 (0,83 SJ), C17 e C18 (0,84
SJ), C12 e C17,Cl4 e C17, C19 e C20, C36 e C39 (0,85 SJ), C18 e C19 (0,86 SJ), C7 e C8
(0,87 SJ), C5e C17, C27 e C28 (0,88 SJ).

Baseado na similaridade de Jaccard (SJ) foi possivel identificar seis grupos na analise
UPGMA (Figura 5). Os individuos mais distantes e divergentes estdo alocados no grupo G1,
sendo o C1 (0,31 SJ) e C41 (0,36 SJ) os que ficaram totalmente isolados dos outros
individuos. O maior agrupamento foi o G2, com 21 individuos, destacando-se do C22 (0,61
SJ) e 0 mais proximo o C13 e C17 (0,92 SJ). No grupo G3 houve 12 individuos, com
destaque para C49 (0,63 SJ) e o par C46 e C47 (0,88 SJ). O grupo G4 possui cinco
individuos, tendo o C22 (0,57 SJ) como mais distante. Os grupos G5 e G6 foram os menores
grupos, com trés gendtipos cada um. De acordo com Oliveira et al. (2009) geralmente 0s
grupos maiores, formados por mais acessos, agrupam 0S pares que apresentam menores
distancias, uma vez que o tamanho do grupo € delimitado por uma distancia média entre os
pares de individuos.

Observa-se uma grande distribuicdo dos genétipos na maioria dos grupos formados,
indicando uma ampla diversidade entre os genoétipos avaliados. Essa alta variabilidade pode
ser explicada segundo Oliveira et al., (2007) pela tendéncia a alogamia de espécies ainda ndo
domesticadas. Assim como observado no trabalho de Santana et al. (2011) onde encontraram
alta variabilidade entre os 17 acessos de umbu-cajazeira, espécie ainda em domesticacéo.
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Tabela 4. Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) obtida utilizando 10 iniciadores de sintese (primers) pela técnica PCR entre 50 individuos
de populacgdo natural de cambuizeiro. Sdo Cristovao, SE. 2016.

Cl C2 C3 C4 C5 C6 Cr C8 (C9 Cio Ci1 Cl12 Ci3 Ci4 Ci15 Cle Ci7 Ci18 C19 C20 C21 C22 (C23 C24 C25

C1
C2 | 051

C3 | 0,42 0,67

C4 | 045 0,44 0,63

C5 (042 052 0,71 0,62

C6 | 045 0,50 0,63 0,70 0,75

Cc7 | 043 045 058 055 0,67 0,81

c8 | 051 052 063 056 0,65 0,79 0,87

c9 (052 053 067 057 0,71 0,78 0,77 0,83

C10| 0,49 0,60 057 045 0,69 057 052 0,60 0,67

C11| 041 049 069 062 0,70 0,72 0,75 0,73 0,72 0,59

Ci2| 048 046 065 062 0,77 072 0,71 0,73 0,72 0,66 0,71

ci3| 047 051 069 066 088 0,76 068 066 0,73 0,70 0,71 0,82

Cl4| 044 049 062 059 0,77 0,76 0,71 0,73 0,72 0,66 0,64 082 0,82

Ci5| 047 068 060 041 058 057 058 063 060 0,77 055 059 0,60 0,62

Cl16| 044 054 0,77 0,67 078 067 062 067 070 067 072 079 075 0,76 0,60

Ci7| 046 050 069 062 088 0,76 0,71 0,69 0,76 0,69 0,67 0,85‘0,85 0,59 0,78

ci8| 042 041 056 062 0,73 065 060 058 065 059 057 0,70 080 0,70 0,49 0,65 0,84

c19| 042 046 064 064 0,75 067 066 064 071 062 066 073 076 0,73 0,52 0,74 082 0,86

c20|0,38 048 061 058 0,72 067 063 064 0,67 058 063 060 0,70 0,69 051 064 069 0,72 0,85

c21|0,38 049 063 059 064 066 057 062 063 050 065 055 059 0,61 052 063 0,58 0,52 0,63 0,74

c22| 047 051 055 052 060 058 047 048 055 062 054 051 058 054 058 0,62 055 051 062 0,59 0,57

C23| 044 051 063 057 061 060 056 060 063 052 059 056 063 059 051 0,63 059 061 0,70 0,67 0,62 0,71

C24| 044 052 05 050 061 066 068 0,70 0,70 050 0,58 0,558 062 0,65 059 057 065 0,71 0,73 0,74 0,65 054 0,72
C25|0,40 056 066 054 0,71 066 061 066 066 063 065 065 069 065 063 066 068 067 0,70 0,73 0,72 055 0,65 0,76
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Tabela 4. (Continuacdo) Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) obtida utilizando 10 iniciadores de sintese (primers) pela técnica PCR

entre 50 individuos de populagéo natural de cambuizeiro. Sdo Cristévao, SE. 2016.

C26
c27
C28
C29
C30
C3l
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
Ca7
C48
C49
C50

Cl

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

Cl1

C12

C13

Cl4

C15

Cl6

C17

C18

C19

C20

C21

C22

C23

C24

C25

0,35
0,40
0,37
0,38
0,38
0,33
0,31
0,38
0,36
0,35
0,33
0,38
0,35
0,33
0,40
0,39
0,41
0,40
0,39
0,35
0,31
0,31

0,33

0,47
0,46
0,47
0,42
0,44
0,43
0,31
0,45
0,40
0,40
0,43
0,35
0,37
0,41
0,38
0,40
0,48
0,38
0,43
0,46
0,46
0,45
0,46
0,34
0,35

0,59
0,64
0,62
0,55
0,56
0,62
0,53
0,55
0,54
0,60
0,52
0,44
0,52
0,53
0,51
0,45
0,52
0,52
0,51
0,50
0,58
0,55
0,58
0,49
0,48

0,56
0,61
0,56
0,55
0,46
0,56
0,50
0,49
0,57
0,60
0,55
0,42
0,52
0,50
0,45
0,33
0,46
0,43
0,45
0,47
0,53
0,49
0,53
0,52
0,54

0,70
0,68
0,67
0,56
0,57
0,67
0,49
0,62
0,70
0,68
0,65
0,49
0,69
0,66
0,65
0,47
0,63
0,54
0,56
0,55
0,69
0,59
0,60
0,51
0,53

0,59
0,70
0,69
0,55
0,56
0,59
0,47
0,55
0,57
0,60
0,55
0,47
0,58
0,53
0,57
0,36
0,52
0,43
0,45
0,50
0,61
0,55
0,55
0,46
0,51

0,55
0,62
0,61
0,53
0,53
0,57
0,54
0,56
0,50
0,53
0,47
0,51
0,56
0,48
0,55
0,36
0,44
0,44
0,46
0,45
0,54
0,50
0,51
0,39
0,43

0,53
0,60
0,59
0,51
0,55
0,55
0,49
0,57
0,48
0,54
0,45
0,46
0,51
0,46
0,56
0,37
0,45
0,42
0,50
0,49
0,52
0,51
0,52
0,42
0,44

0,59
0,64
0,62
0,52
0,56
0,62
0,50
0,61
0,57
0,60
0,55
0,53
0,64
0,58
0,60
0,39
0,49
0,43
0,48
0,50
0,61
0,57
0,55
0,46
0,48

0,57
0,55
0,54
0,41
0,46
0,47
0,33
0,52
0,52
0,55
0,49
0,39
0,55
0,56
0,60
0,44
0,62
0,46
0,45
0,53
0,58
0,58
0,56
0,46
0,45

0,64
0,69
0,71
0,51
0,51
0,71
0,55
0,60
0,56
0,62
0,51
0,46
0,54
0,55
0,59
0,44
0,51
0,45
0,50
0,46
0,57
0,54
0,54
0,45
0,50

0,58
0,65
0,61
0,57
0,54
0,55
0,49
0,54
0,59
0,62
0,54
0,49
0,60
0,57
0,62
0,41
0,57
0,48
0,53
0,52
0,60
0,54
0,60
0,51
0,47

0,68
0,69
0,65
0,55
0,59
0,62
0,48
0,61
0,71
0,69
0,66
0,48
0,67
0,64
0,66
0,46
0,71
0,59
0,58
0,60
0,73
0,63
0,61
0,53
0,55

0,58
0,63
0,58
0,51
0,58
0,52
0,43
0,51
0,62
0,56
0,56
0,46
0,60
0,55
0,56
0,35
0,54
0,45
0,47
0,43
0,60
0,54
0,52
0,45
0,44

0,53
0,52
0,50
0,42
0,44
0,43
0,37
0,51
0,45
0,48
0,43
0,40
0,45
0,46
0,53
0,43
0,54
0,44
0,40
0,46
0,49
0,51
0,52
0,39
0,38

0,63
0,67
0,65
0,58
0,56
0,65
0,54
0,55
0,60
0,67
0,58
0,48
0,61
0,59
0,63
0,40
0,56
0,47
0,49
0,51
0,61
0,55
0,59
0,53
0,49

0,64
0,66
0,61
0,54
0,58
0,61
0,50
0,60
0,71
0,69
0,65
0,50
0,69
0,67
0,65
0,45
0,63
0,58
0,57
0,56
0,72
0,63
0,63
0,52
0,54

0,73
0,68
0,67
0,56
0,57
0,63
0,49
0,59
0,70
0,75
0,71
0,55
0,72
0,73
0,65
0,47
0,66
0,57
0,60
0,55
0,75
0,68
0,65
0,54
0,56

0,75
0,76
0,72
0,62
0,57
0,69
0,52
0,62
0,67
0,67
0,70
0,57
0,75
0,75
0,67
0,44
0,62
0,54
0,59
0,55
0,74
0,67
0,68
0,56
0,58

0,73
0,74
0,69
0,56
0,64
0,63
0,43
0,56
0,58
0,58
0,61
0,45
0,65
0,65
0,61
0,43
0,56
0,44
0,52
0,51
0,65
0,64
0,59
0,50
0,55

0,62
0,63
0,65
0,60
0,55
0,55
0,52
0,60
0,65
0,63
0,57
0,43
0,54
0,55
0,53
0,35
0,51
0,48
0,47
0,46
0,57
0,60
0,55
0,54
0,50

0,57
0,68
0,67
0,53
0,41
0,54
0,42
0,56
0,53
0,50
0,56
0,48
0,56
0,57
0,55
0,46
0,59
0,47
0,43
0,51
0,59
0,50
0,54
0,47
0,52

0,71
0,78
0,77
0,64
0,53
0,62
0,57
0,61
0,60
0,60
0,63
0,59
0,61
0,61
0,60
0,43
0,58
0,53
0,52
0,46
0,61
0,58
0,58
0,50
0,55

0,71
0,69
0,71
0,60
0,62
0,61
0,49
0,60
0,59
0,57
0,63
0,58
0,60
0,61
0,59
0,40
0,57
0,51
0,53
0,46
0,63
0,60
0,57
0,48
0,50

0,71
0,72
0,71
0,60
0,66
0,65
0,47
0,63
0,69
0,73
0,63
0,50
0,63
0,67
0,63
0,42
0,61
0,52
0,51
0,47
0,64
0,63
0,64
0,58
0,57
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Tabela 4. (Continuacdo) Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) obtida utilizando 10 iniciadores de sintese (primers) pela técnica PCR

entre 50 individuos de populagéo natural de cambuizeiro. Sdo Cristévao, SE. 2016.

C26
c27
C28
C29
C30
C3l
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
Car
C48
C49
C50

C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C41 C42 CA4A3 C44 C45 C4b C4r C48 C49 C50

0,78
0,80
0,63
0,55
0,67
0,53
0,66
0,68
0,65
0,65
0,53
0,66
0,70
0,65
0,42
0,63
0,52
0,51
0,45
0,66
0,65
0,63
0,52
0,51

0,88
0,70
0,57
0,65
0,57
0,64
0,63
0,67
0,64
0,57
0,64
0,68
0,64
0,42
0,59
0,51
0,50
0,49
0,64
0,61
0,64
0,53
0,55

0,73
0,52
0,67
0,59
0,63
0,62
0,69
0,65
0,62
0,63
0,67
0,65
0,42
0,60
0,52
0,48
0,47
0,66
0,63
0,60
0,49
0,54

0,47
0,57
0,71
0,58
0,67
0,61
0,64
0,67
0,62
0,59
0,58
0,32
0,53
0,50
0,43
0,43
0,59
0,58
0,56
0,53
0,44

0,61
0,44
0,47
0,50
0,53
0,50
0,36
0,47
0,48
0,46
0,38
0,47
0,43
0,45
0,35
0,48
0,47
0,45
0,47
0,40

0,62
0,63
0,62
0,65
0,62
0,55
0,63
0,63
0,59
0,47
0,54
0,45
0,47
0,46
0,63
0,56
0,57
0,51
0,56

0,57
0,60
0,60
0,51
0,59
0,57
0,55
0,53
0,34
0,42
0,51
0,38
0,35
0,49
0,48
0,49
0,45
0,41

0,73
0,71
0,64
0,54
0,68
0,65
0,58
0,46
0,59
0,50
0,46
0,54
0,59
0,55
0,62
0,53
0,46

0,82
0,82
0,59
0,76
0,77
0,63
0,38
0,64
0,62
0,52
0,51
0,73
0,66
0,64
0,67
0,52

0,76
0,60
0,74
0,78
0,67
0,43
0,62
0,59
0,49
0,51
0,67
0,64
0,64
0,65
0,55

0,69
0,81
0,85
0,67
0,40
0,68
0,59
0,52
0,51
0,77
0,67
0,64
0,65
0,55

0,70
0,64
0,59
0,35
0,51
0,51
0,41
0,40
0,60
0,54
0,52
0,51
0,42

0,87
0,78
0,43
0,62
0,53
0,46
0,51
0,71
0,64
0,65
0,59
0,55

0,79
0,47
0,66
0,60
0,50
0,52
0,75
0,68
0,69
0,63
0,59

0,48
0,68
0,59
0,48
0,56
0,67
0,67
0,61
0,52
0,54

0,60
0,45
0,48
0,54
0,50
0,52
0,56
0,37
0,51

0,67
0,59
0,64
0,79
0,71
0,65
0,56
0,58

0,60
0,48
0,63
0,56
0,51
0,53
0,52

0,61
0,59
0,55
0,53
0,46
0,48

0,67
0,63
0,64
0,51
0,50

0,88
0,81
0,65
0,65

0,84
0,62 0,72
0,64 0,68 0,55
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Figura 5 - Representagdo filogenética do agrupamento UPGMA estimado a partir da similaridade
genética do coeficiente de Jaccard (1908), e analise Bootstrap (10.000x) para 50 individuos da
populacéo natural de cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg). Séo Cristévéo, SE. 2016.

A Andlise de Coordenadas Principais - ACoP (Figura 6) foi realizada a fim de determinar
as relacdes genéticas entre os individuos com uma variacdo minima. Nesse modelo de
agrupamento houve a formacdo de onze grupos, onde se destacam subgrupos, promovendo
uma maior diferenciacdo dos gendtipos. Mesmo assim, confirma o agrupamento UPGMA,
para alguns pares de individuos (C10/C15; C13/C17; C24/C25; C27/C28; C46/C47) que sdo
0S mais proximos geneticamente. Essa informacdo € importante no estabelecimento de uma
colecdo ex situ ou acOes de intercambio de germoplasma; pois nesses casos, seria selecionado
apenas um deles.
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Figura 6. Analise de Coordenadas Principais (ACoP) entre 50 individuos da populacdo natural de
cambuizeiro (Myrciaria tenella O. Berg). Séo Cristévdo, SE. 2016.

O emprego de mais de um método de agrupamento, em razdo das diferencas na
hierarquizacdo, otimizacdo e ordenagdo dos grupos, permite que a classificacdo dos
individuos se complemente em funcdo dos critérios que cada técnica utiliza, e impede que
inferéncias errbneas sejam adotadas na alocacdo de materiais, dentro de um determinado
subgrupo de genotipos (SILVA et al., 2011).

A existéncia de alta variabilidade genética também foi observada por Pinheiro et al.
(2011), utilizando marcadores RAPD em 20 individuos de uma populacdo natural de cambui.

O conhecimento da diversidade genética € condicdo fundamental para que haja
evolucdo, uma vez que se constitui na mudanca das frequéncias génicas (NUNES et al.,
2008). Em uma colecdo de germoplasma essas informacdes poderdo fornecer dados Uteis para
auxiliar na conservacao, manejo e uso desses recursos genéticos, além de auxiliar o melhorista
na identificacdo e selecdo de clones ou parentes para estabelecer um programa de
melhoramento genético basico.

5. CONCLUSOES

Ha diversidade genética na populacdo natural de cambuizeiro avaliada. O nivel de
resolucdo genética e confiabilidade obtida por meio da analise com marcadores ISSR
possibilitou a discriminacdo de gendtipos diferentes geneticamente, que poderdo ser utilizados
para 0 manejo dos recursos genéticos da espécie.

Em situacOes de formacdo de colecdo de germoplasma ex situ e intercambio de
germoplasma os genotipos C1, C41, C50, C30 e C4 sdo os prioritariamente recomendados,
por serem mais distantes geneticamente.
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