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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de individuos de mangabeira, provenientes
do povoado de Abais, no Municipio de Estancia, Estado de Sergipe, por meio da técnica de marcadores de
Intersequéncias Simples Repetidas (ISSR). Foram utilizados 14 iniciadores, que geraram 51 fragmentos, dos
quais 44 (86%) eram polimorficos. A partir da analise do dendrograma gerado pelo software NTSYS-PC, foi
possivel constatar que o par de individuos AB8/ AB9 sao os mais similares (91%), ¢ a amostra AB6 a mais
divergente (46%). Com base nos resultados obtidos, depreende-se que a os individuos avaliados apresentam
alto polimorfismo e divergéncia genética. Esses resultados reforcam a ideia que a caracterizagao de populacdes
nativas de mangabeira € importante e necessaria; pois, além de assegurar informagdes sobre fontes de genes
para utilizagdo futuras no melhoramento da mangabeira, sdo fundamentais para se estabelecer estratégias de
conservagdo do germoplasma e de preservacao da espécie.

Introducao

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma arvore frutifera, nativa do Brasil e de ampla distribuicao
geografica que apresenta importancia econdmica, social e cultural nas principais areas onde ocorre (Silva et
al., 2012). Atualmente, a espécie se encontra ameagada de extingao (Slow Food, 2011), devido a fragmentacao
florestal, expansao imobiliaria, turismo e aumento das areas cultivadas, contribuindo para a rapida reducao
das areas de ocorréncia natural e exercendo forte pressdo sobre as populagdes de mangabeiras nativas.

Por isso, estudos sobre diversidade genética das populagdes remanescentes de mangabeiras sao
fundamentais para se estabelecer estratégias de conservagido do germoplasma e de preservagdo da espécie,
diante da crescente reducdo das areas de ocorréncia natural. Uma das formas de se avaliar essa diversidade
genética consiste na caracterizagdo molecular que permite inferir sobre o grau de polimorfismo entre individuos
e populagdes (Costa et al., 2011), por meio de técnicas de marcadores moleculares ou de DNA que nio sao
influenciadas por condi¢des ambientais e nao apresentam efeito pleiotropico (Tanksley et al., 1989).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética de individuos de mangabeira,
provenientes do povoado de Abais, Municipio de Estancia, em Sergipe, por meio da técnica de marcadores
de Intersequéncias Simples Repetidas (ISSR).

Material e Métodos

Para as analises de diversidade, amostras de folhas jovens e sadias de 20 individuos foram coletadas
em populagdo natural localizada no povoado de Abais, Municipio de Estancia, em Sergipe, acondicionadas
em envelopes de sacos plasticos, identificadas e transportadas para o Laboratorio de Biologia Molecular da
Embrapa Tabuleiros Costeiros em caixas isotérmicas contendo bolsas gelo, a fim de evitar a degradagdo do
material coletado. As amostras foliares foram mantidas refrigeradas em freezer a -80 °C até o momento da
extragdo do DNA gendmico.

O processo de extragdo de DNA seguiu o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com modificacdes (Costa
et al., 2011). A concentragdo do DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific). Apos a quantificac@o, as amostras foram diluidas em solucéo TE para a concentragdo
de 25 ng/uL e armazenadas a -20 °C para subsequente uso nas reagdes de ISSR.
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A analise do polimorfismo foi realizada por meio de marcadores moleculares ISSR, utilizando-se 14
primers de ISSR (814, 844 A, 844 B, 17898 A, 17898 B, 17899 B, HB 10, HB 13, HB 15, 807, 810, 823, 843
e 855). As reagdes de PCR foram preparadas para volume final de 20 uL, constituido por: agua ultrapura,
dNTPs (10mM), tamp@o (10x), primers (10mM), MgClL, (50mM), Taq DNA polimerase Invitrogen (5u/pL),
e DNA (25ng/pL). Os produtos da reagao foram aplicados em gel de agarose a 2,0 %, corado com brometo
de etideo e corridos em eletroforese horizontal a 90 V por 1h e 15 min.

Os géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens foram armazenadas
digitalmente. Foram geradas matrizes binarias, em que os individuos foram genotipados quanto a presenga
(1) e auséncia de bandas (0). O calculo da similaridade genética (Sij) entre cada par de individuos foi
realizada por intermédio do programa NTSY Spc21, empregando-se os coeficientes de Jaccard. A partir da
matriz de similaridade de Jaccard, foi gerado um dendrograma por UPGMA (SNEATH & SOKAL, 1973),
utilizando-se o programa NTSY Spc21.

Resultados e Discussao

Com a utilizagdo dos 14 iniciadores foi possivel amplificar 51 fragmentos, dos quais 44 (86%) eram
polimorficos (Tabela 1), o que indica a existéncia de alta diversidade genética entre os individuos, que pode
ser explicada pelo fato de a mangabeira ser uma planta albgama e apresentar autoincompatibilidade, o que
torna as plantas derivadas de sementes altamente divergentes entre si ¢ em relag@o a planta-mae (Vieira Neto,
2002; Darrault & Schlindwein, 2006).

Os resultados de polimorfismo obtidos neste estudo foram altos e estdo de acordo com outros trabalhos
relatados na literatura para o uso de marcadores moleculares RAPD na estimacdo da variabilidade de
mangabeira, como Silva et al. (2012) e Costa et al. (2011). Costa et al. (2011), utilizando 13 iniciadores,
amplificaram 82 fragmentos, dos quais 78 (95%) eram polimorficos.

Tabela 1. Namero e porcentagem de bandas polimorficas por iniciador obtidos com 14 marcadores ISSR em
20 individuos provenientes do povoado de Abais, Municipio de Estancia, no Estado de Sergipe.

.. . Total de bandas Numero .
Iniciador Sequencia 5’3’ amplificadas dg ba’ndas Polimorfismos %
polimorficas
814 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 1 1 100
844 A CTCTCTCTCTCTCTCTAC 5 5 100
844 B CTCTCTCTCTCTCTCTGC 6 5 83
17898 A CACACACACACAAC 5 5 100
17898 B CACACACACACAGT 3 3 100
17899 B CACACACACACAGG 4 4 100
HB 10 GAGAGAGAGAGACC 5 5 100
HB 13 GAGGAGGAGGC 2 2 100
HB 15 GTGGTGGTGGC 5 4 80
807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 3 2 66
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 2 1 50
823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 2 1 50
843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 5 5 100
855 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 3 1 33
Total 51 44 86

A partir da analise do dendrograma gerado pelo software NTSYS-PC para a populagdo Abais (Figura 1),
foi possivel constatar que os individuos AB8 e AB9 sdo os mais similares (91%), uma vez que essas amostras
estdo proximas no grafico de agrupamento, indicando que existe alta similaridade genética entre eles.
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Entretanto o individuo AB6 é o que apresentar menor similaridade com as demais amostras (46%),
revelando que esse individuo € o mais geneticamente divergente.

Com base nos resultados obtidos, depreende-se que a os individuos provenientes da populacdo Abais
apresentam alto polimorfismo e alta divergéncia genética. Esses resultados reforcam a ideia que a caracterizagao
de populagdes nativas de mangabeira é importante € necessaria; pois, além assegura informagdes sobre fontes
de genes para utilizagdo futuras no melhoramento da mangabeira, sdo fundamentais para se estabelecer
estratégias de conservagao do germoplasma e de preservagdo da espécie.

Dendrograma Mangaba Abais
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Figura 1. Dendrograma gerado a partir do coeficiente de similaridade de Jaccard, obtido pelo método de Ward,
utilizando 14 primers pela técnica ISSR entre os 20 individuos de mangaba pertencentes a populagdo Abais.
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