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RESUMO

O objetivo desse estudo foi selecionar primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) para estudos da estrutura genética,
assim como quantificar a variabilidade genética de uma populacéo natural da C. prunifera. Foram amostrados 37 individuos no
municipio Macaiba, Rio Grande do Norte, Nordeste do Brasil. Foram testados 17 primers ISSR, sendo que 12 amplificaram o
DNA. Os primers que tiveram maior porcentagem de locos polimorficos foram UBC 841 (16,36%), UBC 842 (15,45%), UBC 857
(12,73%), UBC 859 (10,90%), UBC 840 (10,90%), UBC 813 (10%) e UBC 827 (8,18%), totalizando 93 dos 110 locos gerados.
O Conteldo de Informagéo Polimérfica (PIC) de cada primer selecionado variou entre 0,057 (UBC 859) e 0,444 (UBC 841). O
numero 6timo de locos para se estimar confiavelmente a diversidade genética para esse trabalho foi de 76 locos. Foi encontrada
alta diversidade genética, com o numero de alelos observados (na = 2,00), alelos efetivos (ne = 1,46), indice de diversidade de
Nei (He = 0,28) e indice de Shannon (Ho = 0,44). O valor da coancestria se manteve dentro do intervalo de confianga (P > 0,05),
indicando auséncia de estrutura genética espacial. Os marcadores ISSR se mostraram eficientes na caracterizagao genotipica
dos individuos de carnauba, servindo como subsidio para planos de manejo e conservacgao da espécie.

Palavras-chave: Arecaceae, carnaulba, nordeste do Brasil, variagao genética

Genetic diversity of Copernicia prunifera using ISSR molecular markers

ABSTRACT

The aim of this study was to select primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) for studies of the genetic structure, and to
quantify the genetic variability in a natural population of C. prunifera. Thirty seven individuals were sampled in the municipality
Macaiba, Rio Grande do Norte, Northeast Brazil. Seventeen ISSR primers were tested, of which 12 amplified DNA and of these,
seven were selected to characterize the structure and genetic diversity of the population. The primers that had the highest
percentage of polymorphic loci were UBC 841 (16.36%), UBC 842 (15.45%), UBC 857 (12.73%), UBC 859 (10.90%), UBC 840
(10.90%), UBC 813 (10%) and UBC 827 (8.18%), totaling 93 of the 110 loci generated. The polymorphic information content (PIC)
of each selected primer ranged from 0.057 (UBC 859) and 0.444 (UBC 841). The optimal number of loci to reliably estimate the
genetic diversity for this work was 76 loci, ie, when the correlation reached 0.998 and the stress was less than 0.05. High genetic
diversity was found, with the number of observed alleles (na = 2.00), effective alleles (ne = 1.46), Nei's diversity index (He = 0.28)
and Shannon index (Ho = 0.44). The value of the coancestry remained within the confidence interval (P > 0.05), indicating no
spatial genetic structure, regardless of the distance between plants. ISSR markers were efficient in genetic characterization of
individuals’ carnauba serving with allowance for management and conservation of the species.
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Introducao

Copernicia prunifera ou carnatiba ¢ uma espécie da familia
Arecaceae, nativa do nordeste brasileiro, tendo sua distribui¢ao
proxima de rios e areas inundaveis (Rodrigues et al., 2013).
Apresenta-se adaptada a baixos indices pluviométricos, solos
salinizados e com pouco oxigénio (Arruda & Calbo, 2004). Por
ser bastante versatil em relag¢@o as formas de uso, essa palmeira
tem grande importancia econdmica e cultural na regido onde
ocorre (Rodrigues et al. 2013), sendo o p6 cerifero o principal
produto de exploracdo e comercializacdo. No estado potiguar
os municipios de Assu e Mossor6 destacam-se com industrias
de beneficiamento da cera de carnatiba, ja os municipios Apodi,
Upanema e Felipe Guerra sdo os maiores produtores de p6 de
C. prunifera (Queiroga et al., 2013).

O pd cerifero desempenha um papel fundamental na
planta, pois auxilia na redugdo da transpira¢do ¢ protege
contra a invasdo de patogenos (Taiz & Zeiger, 2009). As
folhas palmadas servem de forragem, cobertura de abrigos
para humanos e outros animais e na confec¢do de artesanato;
os frutos sdo consumidos por animais domésticos e selvagens.
O caule em forma de estipe pode atingir de 10 a 15 metros
de altura e diametro entre 15 e 25 centimetros, ¢ empregado
na construcao civil e rural, como construcao de casas, currais,
entre outros. As raizes sdo fasciculadas e possuem propriedades
medicinais (Queiroga et al., 2013; Rodrigues et al., 2013).

Entretanto, atividades econdmicas como expansdo das
terras agricolas, carcinicultura e pecudria tém causado
fragmentagdo nas populagdes naturais de carnauba (Reis et al.,
2011), sendo assim, se faz necessarios estudos que possibilitem
a conservacgdo ecologica e genética dessas populagdes afetadas.
O conhecimento dos niveis de variabilidade genética e da
distribui¢do espacial dos gendtipos dentro das populagdes sdo
aspectos fundamentais quando se pretende a conservacgio in
situ de uma espécie (Brandao et al., 2011; Melo Junior et al.,
2015). A persisténcia de populagdes viaveis, do ponto de vista
evolutivo das florestas tropicais, ¢ crucial para a preservacao
dos ecossistemas e da diversidade biologica global (Vieiraetal.,
2015). A estimativa da variabilidade genética em populagdes
naturais ¢ base para resolucdo de numerosos problemas no
campo da genética de populagdes, tais como endogamia,
processos evolutivos, entre outros (Vieira & Carvalho, 2008).

Nesse contexto, os marcadores moleculares sdo utilizados
em trabalhos que visam identificar a variabilidade genética
entre populagdes e entre individuos de uma mesma populacdo
(Caixeta et al., 2003; Souza et al., 2008), pois sdo capazes
de detectar polimorfismo dos acidos desoxirribonucleicos
(Brandao et al., 2011; Nybom, 2004). Entre os principais
marcadores moleculares esta o ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat), muito utilizado por ser de baixo custo, quando
comparados aos SSR (microssatélites) e também eficiente
na deteccdo de polimorfismo (Santana et al.; 2011). Esses
marcadores sdo fragmentos de DNA amplificados pela PCR
(Reacdo da Polimerase em Cadeia) (Reddy et al., 2012).

Os primers sdo oligonucleotideos sintéticos, iniciadores
da replicagdo do DNA, constituidos geralmente com 15 a 20
bases nitrogenadas em uma fita simples. Os marcadores entre
repeticdes de sequéncias simples (ISSRs) utilizam um primer
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composto por repeti¢des di-, tri-, tetra- ou pentanucleotidicas,
com ou sem uma sequéncia de ancoragem de 1 a 3
nucleotideos (a auséncia da sequéncia de ancoragem diminui
a reprodutibilidade e especificidade do primer) que tem os
microssatélites como sequéncia alvo (Zietkiewicz et al., 1994).
Durante a amplificagdo do DNA genomico via PCR, o primer
unico — s6 uma das fitas de DNA ¢ amplificada — de ISSR
produz multiplos fragmentos de tamanhos variados (bandas),
cujo padrao ¢ analisado apos separagdo por eletroforese para
avaliar a diversidade genética. Devido a heranca dominante, a
presenca do fragmento (banda) pode representar o homozigoto
dominante ou o heterozigoto, enquanto a auséncia pode
ser infligida o estado homozigoto recessivo, a ocorréncia
de insercdes/delegoes, ou a adicdo ou perda de um sitio de
reconhecimento do primer (Zietkiewicz et al., 1994). Apesar do
uso continuo de marcadores ISSR (Brandao et al., 2011; Duarte
et al., 2015; Melo Junior et al., 2015), ainda s3o escassos 0s
estudos envolvendo a metodologia de selegdo e indicagdo do
nimero minimo de locos para uso na genética de populagdes
(Chagas et al., 2015; Fajardo et al., 2014; Mendonga et al.,
2013).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo
selecionar primers ISSR para estudos da estrutura genética,
assim como quantificar a variabilidade genética de uma
populagdo natural da C. prunifera.

Material e Métodos

A amostragem foi realizada em uma populagdo
remanescente, nas coordenadas 5°53°57”S, 35°22°59”W,
no municipio de Macaiba/RN, Brasil. O fragmento onde a
populacéo esta inserida ocupa uma area de, aproximadamente,
800,0 m?. Foi demarcada uma parcela com dimensdes de 20 m
x 40 m, onde foi tomada nota das distancias de cada individuo
em relagdo as coordenadas cartesianas X e Y da parcela. Foram
amostrados um total de 37 individuos contidos na parcela.

As amostras foliares foram acondicionadas em tubos
plasticos de 2 mL contendo CTAB 2X (cationic hexadecyl
trimethylammonium bromide), identificados, ¢ encaminhados
ao Laboratorio de Genética e Melhoramento Florestal - UFRN,
Macaiba/RN. Em seguida estas foram armazenadas em freezer
a —20°C, até o momento da extragdo do DNA.

O DNA foi extraido pelo método de CTAB de Doyle &
Doyle (1987), com modificagdes. No protocolo, utilizou-se
100 mM de Tris pH 8,0; 1,4 M de NaCl; 20 mM de EDTA
pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; 1% (p/v) PVP-40 e 0,2% (v/v) de
B-mercaptoetanol pré-aquecido a 65°C em banho maria. Apds
a extracdo, o DNA estoque foi armazenado em freezer a—20°C.
A concentragdo de DNA total foi estimada em gel de agarose
0,8% corados com GelRed™. Em seguida o DNA foi diluido e
mantido em geladeira até o momento do uso.

Posteriormente, realizou-se a reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), utilizando 17 primers ISSR da University of
British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada),
com comprimento entre 14 e 18 bases nitrogenadas ¢ %CG
entre 43 ¢ 67%. A temperatura de anelamento utilizada foi de
47°C. O mix de PCR foi constituido de Buffer (10 x), BSA (1,0
mg.mL™"), MgCl, (50 mM), dNTP (2,5 mM), primer (2 uM),
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uma unidade de Taq Polimerase Phoneutria® (U.ul'), DNA
(50 ng) e agua ultra pura, em um volume final de 12 pL por
amostra. As reacdes de PCR foram feitas em Termociclador
automatico Veriti com bloco de 96 pogos, no qual as amostras,
inicialmente, foram desnaturadas a 94°C, por 5 minutos,
seguidas por 37 ciclos de amplificagdo, tendo cada ciclo
submetido as amostras a 94°C, por 15 segundos, em seguida a
47°C, por 30 segundos e, por fim, a 72°C, por 1 minuto. Apds
os ciclos, o processo foi finalizado a 72°C, por 7 minutos e
resfriamento a 4°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em
cuba horizontal, em gel de agarose 1,5% (p/v), em tampao
TBE 0,5X (Tris-Borato EDTA), a uma voltagem de 120 V, por
duas horas e meia. Foi utilizado o marcador de peso molecular
(Ladder Invitrogen™) de 100 pares de bases. Decorrido o
tempo de eletroforese, os géis foram retirados da cuba e
fotografados com a incidéncia de luz ultravioleta com auxilio
do equipamento E-Box VX2, revelando os fragmentos de
DNA corados com GelRed™.

Os primers com maior numero de fragmentos e boa
resolu¢ao foram selecionados, descartando-se os resultados
dos primers que apresentaram bandas com fraca intensidade
ou baixa definigdo.

Com o intuito de verificar a quantidade 6tima de fragmentos
polimérficos para os estudos de genética de populagdes da
C. prunifera, realizou-se a andlise de bootstrap (Manly,
1997). Para cada par de plantas, foi obtida a similaridade
genética estimada a partir de simulagdes com reamostragens
de diferentes tamanhos (1, 6, 11,...,93 bandas), com 10.000
permutagdes por meio do software GENES (Cruz, 2001).
Foram obtidas varias estimativas de correlagdo () entre os
valores da matriz de similaridade genética original e a matriz
de similaridade genética simulada, com base nos diferentes
numeros de bandas. Além disso, obteve-se o valor de estresse
(E), que indica o ajuste entre a matriz original e a matriz
simulada. Quando o valor de estresse assume valor inferior a
0,05, o numero de fragmentos ¢ considerado suficiente para as
analises (Kruskal, 1964).

O PIC (conteudo de informagdo polimorfica) foi calculado
para testar a eficiéncia dos primers ISSR em apontar o
polimorfismo entre dois individuos, tendo como indicadores
a auséncia ou presenca de bandas. Para isso, foi utilizada a
formula proposta por Anderson et al. (1993):

PIC, =1-) P’
j=1

[7321}
1.

onde: Pij € a frequéncia do alelo “j” no marcador

Para analisar a diversidade genética dentro da populagdo
estudada, foi utilizado o programa POPGENE versio 1.3
(Yeh et al., 1997), onde foram analisados o numero de alelos
observados (na), nimero de alelos efetivos (ne), diversidade
genética de Nei (He) e indice de Shanon (I).

Para determinar a EGE, foi calculado o coeficiente de
coancestria (ny) proposto por Loiselle et al. (1995), utilizando
o programa SPAGeDi (Hardy & Vekemans, 2002). Esse
coeficiente consiste na probabilidade de que dois alelos

[3343]
J
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homoélogos, retirados aleatoriamente de dois individuos sejam
idénticos por descendéncia, ou seja, sdo copias de um mesmo
alelo de um antecessor recente (Sebbenn & Seoane, 2005).

Resultados e Discussao

O método de extragdo do DNA proposto por Doyle &
Doyle (1987) mostrou-se eficiente, pois houve amplificacdo
do DNA nas reagdes de PCR, contribuindo para a detec¢do de
polimorfismo na popula¢do de C. prunifera. Dos 17 primers
ISSR testados, 12 primers apresentaram sucesso na PCR, ou
seja, amplificaram o DNA. Esses primers geraram um total de
110 bandas, variando entre 3 e 18 bandas, com média de 9,17
bandas por primer. Santanaectal. (2011) selecionaram 25 primers
ISSR para umbu (Spondias sp.) e obtiveram 249 fragmentos
(bandas), onde a quantidade de bandas por inicializador variou
entre 5 e 16, obtendo a média de 10 fragmentos por primer.
Entretanto, para o presente estudo, foram selecionados sete
primers ISSR com base na melhor resolucdo dos fragmentos
e também no maior numero de locos, visando a otimizagdo da
genotipagem para os demais individuos da espécie.

Os primers que tiveram maior porcentagem de locos foram
UBC 841 (16,36%), UBC 842 (15,45%), UBC 857 (12,73%),
UBC 859 (10,90%), UBC 840 (10,90%), UBC 813 (10%)
e UBC 827 (8,18%), totalizando 93 dos 110 locos gerados
(Tabela 1).

Santos et al. (2013) testaram 10 primers UBC em progénies
F2 de Arachis hypogaea L. (amendoim) e obtiveram um total
de 108 bandas, sendo que os primers que mais se destacaram
em relagdo ao nimero de bandas foram UBC 818, motivo
(motif) da repeticdo (CA)8-G, e UBC 842, motif (GA)8Y-G.
Duarte et al. (2015) trabalharam com a espécie Ficus
bonijesuslapensis R.M. Castro e selecionaram nove primers,
sendo oito do tipo UBC. Com isso, detectaram 75 locos, onde
observaram o nimero minimo de loco nos primers JOHN,
motif (GA)7Y-C e UBC 825, motif (AC)8-T, com cinco locos
cada, e o nimero maximo de locos no primer UBC 857, motif
(AC)8-YG, com 18 locos. Assim, nota-se aparente eficiéncia
do primer UBC 842 ¢ UBC 857 na detec¢do de bandas em
diferentes espécies, tornando-o potencialmente aceito em
outros trabalhos genéticos.

Na Figura 1 se mostra o aparecimento dos locos utilizando
o primer UBC 827.

O nimero 6timo de locos para se estimar confiavelmente a
diversidade genética para esse trabalho foi de 76 locos. A partir
desse nimero a correlagdo atingiu 0,998 (méximo = 1) e valor
de estresse de 0,043 (Figuras 2A; 2B).

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers ISSR, nimero de locos
(NL) e o valor de PIC de cada primer

Primer ISSR Sequéncia (5°-3’) NL PIC
UBC 813 (CT)8-T CTCTCTCTCTCTCTCTT 11 0,280
UBC 827 (AC)8G ACACACACACACACACG 9 0,264
UBC 840 (GA)8-YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT 12 0,393
UBC 841 (GA)8-YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 18 0,444
UBC 842 (GA)8-YG GAGAGAGAGAGAGAGAYG 17 0,419
UBC 857 (AC)8-YG ACACACACACACACACYG 14 0,079
UBC 859 (TG)8-RC TGTGTGTGTGTGTGTGRC 12 0,057
Média 13,28 0,277

R = purina (Aou G) e Y = pirimidina (C ou T)
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Figura 1. Padréo de fragmentos ISSR resultantes da amplificagdo do primer
UBC 827 de nove plantas de Copernicia prunifera. L = Ladder, pb, pares de
bases
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Figura 2. Estimativas das correlagdes (A) entre as similaridades genéticas
obtidas pela anélise bootstrap para nimeros crescentes de marcadores ISSR
polimorficos e valores de estresse (B), que indicam o nimero minimo ideal
de bandas para as analises genéticas de Copernicia prunifera (76 bandas)

Segundo Kruskal (1964), quando o valor de estresse ¢ igual ou
menor que 0,05 as estimativas sao de alta exatiddo. Como neste
estudo o numero de locos encontrado (n = 93) foi bem acima do
estabelecido com numero 6timo (n = 76), pode-se inferir que as
estimativas de diversidade genética que foram obtidas entre os
individuos de C. prunifera apresentaram excelente precisao.

Torezan et al. (2005) observaram que 50 bandas
eram suficientes para estimar a variabilidade genética de
Aspidosperma polyneuron Mueller Argoviensis Mart. Ferreira
(2011) analisou 41 bandas para inferir com confianga a
diversidade genética de Annona crassiflora Mart. Ja Chagas
et al. (2015) usaram 68 bandas para estimar a diversidade
genética de Elaeis guineensis Jacq. com o uso de marcadores
ISSR.
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O PIC de cada inicializador utilizado variou entre 0,057 e
0,444 (Tabela 1). O mesmo serve para definir o qudo eficiente
¢ o marcador molecular em relagdo a detecg@o de polimorfismo
entre individuos (Botstein et al., 1980). Segundo Botstein et
al. (1980), os marcadores moleculares sdo classificados como
satisfatorios em contetido informativo quando apresentam
PIC superior a 0,5, mediamente informativos com valores
que vdo de 0,25 a 0,5 e pouco informativo com valores
inferiores a 0,25. Seguindo essa classificagdo, a maior parte
dos marcadores moleculares do presente trabalho ¢ tida como
mediamente informativos (cinco marcadores), os demais sdo
pouco informativos (dois marcadores). Oliveira et al. (2010)
utilizando sete marcadores SSR na espécie Euterpe oleracea
Mart. (agai) encontraram valores de PIC variando entre 0,60
e 0,86, sendo esses marcadores muito informativos de acordo
com a classificacao de Botstein et al. (1980), superando os
marcadores ISSR utilizados no presente trabalho. Ferreira
(2011), trabalhando com Amnnona crassiflora, selecionou
10 primers ISSR, onde todos foram classificados como
medianamente informativos, pois os valores de PIC para cada
primer variou entre 0,34 ¢ 0,47.

Na analise demografica da populagdo (N =37), os individuos
foram classificados em adultos, com eventos reprodutivos e
altura média de 8,11 metros (n =9); jovens, com altura média de
4,05 metros e sem eventos reprodutivos (n = 5); e regenerantes,
com altura variando entre 0,20 — 1,00 m (n = 23). A Figura 3
ilustra a distribui¢ao dos individuos na parcela.

O valor médio dos alelos observados foi de 2,00,
alelos efetivos 1,46 e indice de diversidade de Nei igual a
0,288. Padua (2011) utilizando marcadores ISSR analisou
a diversidade genética em dez populagdes naturais de
Eremanthus erythopappus (DC.) Macleish no Estado de Minas
Gerais e obteve valores médios de 1,79 para alelos observados,
1,53 alelos efetivos e 0,30 para a diversidade genética de Nei,
ou seja, as populagdes de E. erythopappus e a populagio de C.
prunifera do presente trabalho apresentaram, numericamente,
diversidade genética semelhante.

O indice de Shannon no presente trabalho foi de 0,44.
Segundo Padua (2011) o valor desse indice pode variar entre
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Figura 3. Distribuicdo dos individuos de C. prunifera na parcela (20 m x 40
m). Adultos, tridngulo sem preenchimento; jovens, linha com preenchimento;
e regenerantes, losango com preenchimento
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0 e 1, sendo que quanto mais proximo de 1 mais diversificada
genotipicamente ¢ a populagdo. Tomando por base essa
definicdo, podemos observar que a populagao estudada possui
diversidade genética intermediaria.

Roncal et al. (2006) estudando a variabilidade genética de
uma populacdo de Geonoma macrostachys Mart. (Arecaeae),
por meio de marcadores ISSR, encontraram valores inferiores
para diversidade de Nei (0,227) e para o indice de Shannon
(0,323), quando comparados com os valores encontrados
no presente trabalho. Diferencas na diversidade genética
interespecificas estdo associadas a historia de vida das
espécies, incluindo o habito, distribuicdo geografica, sistema
de reprodugdo, mecanismos de dispersdo de sementes e
estadios de sucessao (Nybom, 2004).

Os resultados estatisticos ndo apontaram grau de parentesco
significativo entre os individuos, independentemente da
distancia geografica entre eles (Figura 4). O pico de maior
proximidade genética (coancestria) foi registrado na distancia
de quatro metros, enquanto que o pico de divergéncia genética
foi observado na distancia 14 metros, entretanto, todos nao
significativos.

Possivelmente o sistema de dispersdo por morcegos
(Queiroga et al., 2013) esteja contribuindo diretamente para
a falta de estruturacdo genética espacial dentro da populagio
estudada, podendo a C. prunifera ter suas sementes dispersas
aleatoriamente por dezenas ou centenas de metros. Porém,
a auséncia de estruturacdo genética espacial observada
na populagdo ndo significa que ndo existam individuos
aparentados.

Ferreira (2011) encontrou coeficiente de coancestria
significante na classe de distancia compreendida entre 98 e 288
metros em uma populagdo de Annona crassiflora no Estado de
Minas Gerais, Brasil. Brandao et al. (2011) encontraram valor
de coancestria positivo na classe de distancia correspondente
a 70 metros para populacdes de Myrcia splendens (SW.)
DC. em sistema de fragmentos-corredores na regidao sul de
Minas Gerais. Esses dados mostram que os individuos das
duas populacdes das espécies distintas citadas acima sdo
mais aparentados das arvores mais distantes, ou seja, quanto
mais proximos espacialmente forem os individuos, menos
aparentados eles serdo, enquanto que no presente trabalho a
distribui¢@o genética espacial dos individuos foi aleatdria para
todas as classes de distancia.
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Figura 4. Relaco entre grau de parentesco (coancestria) e as classes de
distancia entre os individuos. Intervalo de confianga (linhas pontilhadas),
valor de coancestria (linha continua)
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Os fatores que podem levar uma populagdo a apresentar
estrutura genética espacial significativa sdo, principalmente,
o efeito fundador (populagdo originada por um ou poucos
genotipos), deriva genética (oscilagdo aleatoria das frequéncias
alélicas ao longo do tempo) e dispersdo restrita de sementes
(Defavari et al., 2009). Diante do exposto, se faz necessario
a realizacdo de estudos que determinem a variagdo genética
espacial entre populagdes ¢ entre estagios de desenvolvimento
(regenerantes, jovens e adultos) dentro das populacdes.

Conclusoes

Os marcadores ISSR deste estudo sdo eficientes para a
quantificagdo da diversidade genética da C. prunifera, e para
identificar o polimorfismo entre os individuos na populagao.

A populagdo estudada tem diversidade genética elevada
e EGE aleatoria, mostrando ndo haver relagdo de parentesco
significativo entre os individuos independentemente da
distancia entre eles.
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