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Resumo: O guaranazeiro (Paullinia cupana var sorbilis) € um polipléide que apresenta grande
importancia econdmica para a regido amazonica, devido a alto teor de cafeina em suas sementes. A
andlise genética utilizando marcadores moleculares pode auxiliar a caracterizagdo morfoagronémica
do germoplasma de guaranazeiro considerando seu elevado poder de discriminagdo. O objetivo deste
trabalho foi analisar a diversidade genética entre clones cultivados e espécies afins de guaranazeiro
utilizando marcador ISSR O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular da
Embrapa Amazonia Ocidental. As amostras de tecido foliar foram coletadas no Banco de
Germoplasma de guaranazeiro, sendo 37 clones cultivados e 13 de espécies afins. A extracdo,
amplificacdo e visualizacdo do DNA em gel de agarose seguiram protocolo existente para espeécie.
Doze primers produziram bandas com variacdo de tamanho entre 290pb e 2200pb e estimativas
coeficiente de similaridade Jaccard entre 0,36 e 0,99. No dendrograma verificou-se a separacdo de trés
grupos distintos, sendo o primeiro grupo formado somente pelos clones cultivados de guaranazeiro e
os demais grupos foram compostos pelas espécies afins. Os resultados comprovaram que 0 marcador
ISSR foi consistente na analise de diversidade genética separando clones cultivados das espécies

silvestres.
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Introducéo

O guaranazeiro (Paullinia cupana var sorbilis) apresenta grande importancia econdmica para a
regido amazonica, visto que suas sementes na forma de p6 ou xarope sdo matéria-prima para produtos
industriais com propriedades estimulantes e energéticas devido a alto teor de cafeina. A espécie & um
polipléide com pequena variabilidade genética, porem tem sido suficiente para a selegédo e
recombinacdo de individuos para obtencdo de clones de guaranazeiro com caracteristicas comerciais
qualitativas e quantitativas (SOUSA, 2003; ATROCH, 2009). A caracterizacdo genética utilizando
marcadores moleculares pode auxiliar a caracterizagdo morfoagrondémica do germoplasma de
guaranazeiro considerando seu elevado poder de discriminacdo de individuos, populacfes e espécies

relacionadas. O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) é bastante utilizado por ser um método



que apresenta poucas limitacGes, é rapido, e na identificacdo de polimorfismo sdo produzidos
fragmentos com grande reprodutibilidade quando comparado a outros marcadores moleculares, além
de requerer pouca infra-estrutura de laboratério (REDDY et. al., 2002; UYSAL et al., 2010). O
objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genética entre clones cultivados e espécies afins de

guaranazeiro utilizando marcador ISSR.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazoénia
Ocidental. As amostras de tecido foliar foram coletadas no Banco de Germoplasma de guaranazeiro,
sendo 37 clones cultivados e 13 de espécies afins. O protocolo de extracdo do DNA genémico adotado
foi CTAB 2% e a quantificacéo foi determinada em espectrofotometro UV. A padronizacdo da reagao
de amplificacdo foi realizada com base nos resultados dos testes com gradientes de temperatura de
anelamento para cada primer ISSR-UBC (808, 812, 813, 815, 822, 823, 825, 834, 835, 844, 880, 886).
A reacdo padronizada foi preparada para o volume final de 20uL, contendo tampé&o IB 10X (500 mM
KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100; 15 mM MgCI2), DNTP a 0,8 mM, primer a 5mM,
1U Taqg polimerase (Phoneutria), 50 ng DNA. O programa de amplifica¢do foi 3 min. a 94 °C no
primeiro estagio; 1 min. a 94°C, 2 min. para a temperatura de anelamento e 2 min. a 72°C durante 40
ciclos no segundo estagio; 7 min. a 72 °C no terceiro estagio. A visualizacdo dos produtos
amplificados foi em gel de agarose 1,5%. Os dados foram analisados com base no coeficiente de

similaridade Jaccard e no método de agrupamento UPGMA.

Resultados e Discusséo

Os 12 primers produziram bandas com variacdo de tamanho entre 290pb e 2200pb. As
estimativas de similaridade genéticas entre os clones cultivados e as espécies relacionadas tiveram
valor minimo de 0,36, enquanto o valor maximo de 0,99 foi observado entre os clones cultivados
(CMA 274 e CMA 276). No dendrograma foram identificados trés grupos distintos de germoplasma
com coeficiente de similaridade de 0,50, o primeiro grupo foi formado somente por clones cultivados,
os demais grupos foram compostos pelas espécies afins. Apenas uma das espécies ficou isolada dos
dois primeiros grupos, 0 que demonstra a sua distdncia genética em relagcdo aos outros gendtipos
analisados Entre os clones cultivados é clara a formagdo de dois subgrupos mais homogéneos com
0,75 de similaridade, sendo um composto por nove clones (CMA228 a CMA225) e 0 outro por sete
clones (CMU611 a CMUG628) (Figura 1).



Os resultados da analise de diversidade genética entre os clones de guaranazeiro e Paullinia spp
foram consistentes comprovando que o marcador ISSR foi eficiente em separar germoplasma de

guaranazeiro e de espécies relacionadas.
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Figura 1: Dendrograma entre clones de guaranazeiro e Paullinia spp obtido com base nos dados de polimorfismo de ISSR, coeficiente de similaridade de

Jaccard e método de agrupamento UPGMA .

A elevada capacidade de discriminacdo genética do ISSR em relacdo a analise envolvendo

amostras de material cultivado e espécies afins também foi observada em arroz (GIRMA et al., 2010) e



de ecotipos de cevada (WANG et. al.,, 2012). A moderada amplitude de variabilidade genética do
germoplasma cultivado também foi verificada em andlise utilizando marcador RAPD (Sousa, 2003).

Concluséo
Considerando a indisponibilidade de locos de microssatélites para o guaranazeiro, os ISSR
podem ter étima aplicabilidade para a analise da diversidade genética do Banco de germoplasma de
guaranazeiro. A variabilidade genética do guaranazeiro cultivado foi moderada em comparacao aos

genotipos de espécies afins.
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