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USO DE MARCADORES MOLECULARES NA ANALISE DA VARIABILIDADE
GENETICA EM ACEROLA (Malpighia emarginata D.C.) !

MARIA FERNANDA SPEGIORIN SALLA2 CLAUDETE DE FATIMA RUAS?,
PAULO MAURICIO RUAS* E VALERIA CARPENTIERI-P{POLO?

RESUMO - A acerola (Malpighia emarginata) € uma frutifera tropical encontrada nativa na América Central e no Norte da América do
Sul, sendo de grande importancia econdmica e social devido ao seu alto contetido de vitamina C (acido ascorbico). Pomares de acerola
tém sido preferencialmente estabelecidos por métodos de propagacdo vegetiva. No entanto, a propagagdo sexuada por sementes ¢é
igualmente utilizada e permite revelar um alto grau de polimorfismo na cultura, possibilitando a identificacdo de genotipos portadores
de caracteristicas de interesse agrondmico. Vinte e quatro acessos de acerola, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da
Universidade Estadual de Londrina, foram analisados, usando marcadores RAPD (Random amplified Polymorphic DNA) e obtidos
com iniciadores (primers) de seqiiéncia simples repetidas (SSRs). Um total de 164 e 73 marcadores foram obtidos com primers de RAPD
e SSR, respectivamente. Os marcadores obtidos foram analisados, usando o método de agrupamentos UPGMA. A analise comparativa
dos dendrogramas gerados com os primers de RAPD e com os primers SSR mostrou que, enquanto alguns acessos se associaram em
grupos diferentes, outros apresentaram a mesma associacdo. Entretanto, maior polimorfismo entre acessos foi detectado com os
primers de RAPD. A analise dos resultados revelou a alta variabilidade contida na cole¢do, permitindo associar o grau de similaridade
genética, obtido por marcadores de DNA, com caracteres morfoldgicos compartilhados entre os acessos.

Termos para indexacdo: Acerola, Malpighia emarginata, marcadores RAPD e SSR, variabilidade genética.

THE USE OF MOLECULAR MARKERS IN THE GENETIC VARIABILITY ANALYSIS
OF ACEROLA (Malphighia emarginata)

ABSTRACT — Acerola (Malpighia emarginata) is a tropical fruit native from Central America and north of South America. It has
shown an increasing economic and social importance due to its high vitamin C (ascorbic acid) content. Vegetative propagation is the
preferable method used to establish acerola plantations. However, propagation by seeds has also been used allowing the identification
and selection of genotypes that carry characteristics of agronomic interest. Twenty-four acerola accesses, of the Active Germplasm
Bank of the Universidade Estadual de Londrina, were analyzed using molecular markers obtained with random amplified polymorphic
DNA (RAPD) and simple sequence repeated (SSRs) primers. A total of 164 and 73 markers were obtained with RAPD and SSR primers,
respectively. Polymorfic markers were scored as present or absent and analyzed using the UPGMA cluster analysis. The results
presented reveal high levels of polymorphism in the studied collection. Comparative analysis of the phenograms, generated with both
RAPD and SSR primers, revealed that while some accesses clustered in different groups other accesses presented the same association.
However, there was large RAPD variation among the accesses. The associations observed with molecular markers were, for many
accesses, the same of those determined on the basis of morphological characters.

Index terms: Acerola, Malpighia emarginata, RAPD and SSR markers, genetic variability.

INTRODUCAO pelos seus frutos que concentram alto teor de acido ascorbico

(Neto et al., 1995).

A acerola (Malpighia emarginata) ¢ uma planta tipica
de paises de clima tropical, com seu centro de origem na regido
do Mar das Antilhas, Norte da América do Sul e América Central.
A classificacdo botanica da acerola tem sido controvertida e,
apesar da ado¢do do nome Malpighia emarginata D.C. pelo
Conselho Internacional de Recursos Genéticos Vegetais em 1986,
essa denominacao ainda € pouco utilizada (Alves & Menezes,
1995). No Brasil, a acerola é conhecida ha mais de 50 anos. Porém,
somente no inicio dos anos 80, a cultura mostrou uma expansao
consideravel da area de cultivo, devido ao interesse comercial

A inexisténcia de variedades definidas de acerola no
Brasil é um dos principais fatores que, aliados ao plantio de
mudas obtidas por sementes, leva a grande desuniformidade na
producdo anual de frutos por planta. Este fato tem causado sérias
dificuldades para os produtores, gerando perdas na produtividade
e na qualidade dos frutos. Em razdo disso, a preservagao da
variabilidade genética da acerola, mediante a constituigdo de
bancos de germoplasma, tem grande importancia tanto do ponto
de vista da conservagdo bioldogica como da aplicagdo no
melhoramento genético.
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As pesquisas genéticas com acerola baseiam-se em
caracteres agronomicos e marcadores morfologicos (Carpentieri-
Pipolo et al., 2000 a, b; Gomes et al., 2000). No entanto, estes
marcadores existem em nimero limitado, € sua expressao génica
pode estar sujeita as variagdes do ambiente. Marcadores
moleculares tém sido usados com sucesso na analise genética
de plantas e na caracterizacdo da variabilidade contida em bancos
de germoplasma. Caracterizagao de clones de acerola foi realizada
por Freitas et al. (1995) com os sistemas isoenzimaticos
peroxidase-esterase. Os resultados demonstraram que € possivel,
por esta metodologia, diferenciar os clones e identifica-los entre
si. Porém, quando a investigagio requer uma cobertura mais ampla
do genoma, o uso de marcadores isoenzimaticos € limitado, uma
vez que poucos sistemas isoenzimaticos polimorficos, geralmente
entre 10 e 20, podem ser vizualizados em cada espécie (Ferreira
e Grattapaglia, 1995).

Nos tltimos dez anos, técnicas que permitem fazer
distingdo diretamente a nivel de DNA t€m permitido acessar a
variabilidade genética dentro do pool génico de espécies
cultivadas, assim como identificar a diversidade disponivel em
bancos de germoplasma. Os marcadores de DNA apresentam
vantagens em relagdo aos marcadores isoenzimaticos, uma vez
que podem ser obtidos em grande numero e ndo sofrem influéncia
de fatores ambientais (Borém, 1998). Wesh e McClelland (1990) e
Williams ef al. (1990) introduziram uma técnica que se baseia na
deteccdo de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD),
usando oligonucleotidios de dez bases. Esta técnica tem se
mostrado eficiente na identificag@o da variabilidade genética em
diversos grupos de plantas e pode ser usada como uma
ferramenta auxiliar em programas de melhoramento, encontrando
também aplicag@o na obtengdo de mapas genéticos (Williams et
al., 1990; Reiter et al., 1992; Philipp et al., 1994; Paillard et al.,
1996) e identificagdo de marcadores moleculares Uteis na selegdo
assistida (Michelmore et al., 1991; Ohmore et al., 1995; Tartarini,
1996) entre outras. Marcadores RAPD foram usados para acessar
a variabilidade genética contida em cole¢des de milho (Welsh ez
al., 1991), rosa (Gallego & Martinez, 1996), centeio (Huff, 1997),
sorgo (Menkir et al., 1997) e arroz (Fuentes et al., 1999). Poucos
exemplos do uso de RAPD tém sido mostrados na literatura em
frutiferas. Usando marcadores RAPD, foi possivel distinguir entre
populagoes de cacau (Theobroma cacao L.) (Russell et al., 1993)
e entre cultivares de castanha (Galderisi et al., 1998). Dunemann
et al. (1994), aplicando marcadores RAPD no género Malus
(magd), para avaliar as relagGes genéticas entre 18 espécies e 27
cultivares de magd, consideraram que a técnica tem potencial
para complementar estudos taxondmicos classicos no género.

Técnicas que fazem uso da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém acelerado o desenvolvimento de novos
sistemas para obten¢do de marcadores de DNA, tal como
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats). Estes
marcadores consistem de seqiiéncias curtas de nucleotideos
repetidas na mesma ordem, cujo nivel de polimorfismo produzido
¢ devido a variagdo no numero de unidades de repeticdo em um
determinado locus (Morgante e Olivieri, 1993). Marcadores SSRs
sdo obtidos com o uso de primers que flanqueiam regides
contendo os microssatélites. Os primers para SSR sdo
desenhados a partir do seqiienciamento de fragmentos de DNA,
obtidos de bibliotecas gendmicas, onde os microssatélites foram
previamente localizados. Estes procedimentos sdo laboriosos e

de alto custo, de modo que o uso de SSRs ¢ ainda limitado. No
entanto, SSRs tém sido mapeados ¢ usados para analise genética
em plantas como milho (Smith et al., 1997), batata (Provan et al.,
1996 e Kawchuk et al., 1996) e citrus (Kijas ef al., 1997). A
variabilidade genética contida em coleg¢des de Solanum
tuberosum (McGregor, 2000), Malus (Gianfranceschi et al., 1998;
Hokanson et al., 2001) foi analisada, usando SSRs. Dados de
microssatélites, obtidos para o género Musa (banana), mostram
uma aplica¢do imediata para analise genética e sugerem que SSRs
podem servir de ancora para a construgdo de um mapa genético
basico em banana (Kaemmer et al., 1997). Marcadores SSRs
podem também ser obtidos, usando oligonucleotideos de
seqiliéncias simples repetidas como primers na amplificagdo de
DNA por PCR ou, ainda, como sondas em experimentos de
hibridagdo envolvendo DNA gendmico, para a deteccdo de
polimorfismo em familias de DNA repetitivo (Weising et al., 1995).
Esta abordagem foi usada para a analise genética em Helianthus
(Dehmer, 1998) e Solanum tuberosum (McGregor et al., 2000).

O presente estudo teve por finalidade utilizar marcadores
moleculares obtidos por amplificagdo de DNA via PCR com
iniciadores (primers) de RAPD e com primers de seqiiéncias
simples repetidas (SSR), para acessar a variabilidade genética
contida em 24 genotipos de acerola (M. emarginata).

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro acessos de acerola (Tabela 1) foram
obtidos da colegdo formada a partir da sele¢do de gendtipos em
pomares comerciais da regido Norte do Parana, mantida no Banco
de Germoplasma da Fazenda-Escola da Universidade Estadual
de Londrina.

Aproximadamente 50 mg de folhas frescas de até cinco
plantas de cada um dos 24 acessos de acerola foram utilizadas
para analise de DNA. O procedimento adotado foi adaptado a
partir do método de CTAB (Cethyltrimethylammonium Bromide,
Sigma), descrita por Doyle & Doyle (1987), onde o CTAB foi
substituido por MATAB (Mixed Alyltrimethylammonium
Bromide, Sigma) no tampao de extragdo. As amostras foram
purificadas pela adigdo de cloreto de sodio (NaCl) SM a solugdo
de DNA seguida da precipitagdo com isopropanol. A
quantifica¢do foi realizada em um fluorometro DyNA Quant 20
(Hoefer-Pharmacia), conforme as especificagdes do fabricante.
Ap6s diluigdo do DNA para uma concentragdo de 15 ng/uL,
volumes iguais de amostras individuais foram reunidos em um
unico bulk por acesso.

As reagdes de amplificacdo realizadas com uso de
iniciadores (primers) de RAPD foram feitas em um volume final
de 15 uL, contendo 7,92 UL de agua estéril; 1,5 uL de tampao de
amplificagdo (KC1 50 mM, MgCl, 15 mM, Tris-CI 100mM, pH 9,0);
1,5 uL. de dNTPs (0,1 mM de cada dGTP, dATP, dCTP, dTTP); 2
UL de primer (4 mM) da Operon Technologies; 1U de 7Tag DNA
polimerase (Pharmacia) e 30 ng de DNA. Para as reagdes com 0s
primers de seqiiéncias simples repetidas (SSR), o volume final
foi ajustado a 25 pL, contendo 9,70 uL de agua estéril; 1,5 uL de
glicerol (40%); 2,5 UL de tampao de amplificagdo (KCI1 50 mM,
MgCl, 15 mM, Tris-CI 100 mM, pH 9,0); 2,5 pl de dNTPs (0,1 mM
de cada dGTP, dATP, dCTP, dTTP); 2,5 uL de primer (4 mM) da
Operon Technologies; 1,8 U de Tag DNA polimerase (Pharmacia)
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e 3 UL (45 ng) de DNA. As reacdes de amplificagdo foram
conduzidas em um ciclador térmico PTC-100, sistema Peltier (MJ
Research) para 60 tubos. O programa de amplifica¢do para as
reagdes com os primers de RAPD consistiu de uma denaturagéo
inicial do DNA a 94°Cpor 4 min, seguido de 48 ciclos que inclui
60 seg a 94°C (denaturacdo), 1 min e 45 s. a 38° C (anelamento), 2
min a 72° C (polimerizagdo) seguido de uma extensao final de 7
min a 72°C. Nas reagoes utilizando primers de SSR, o programa
utilizado inclui uma denaturagio inicial do DNA a 94° Cpor 4 min,
seguido de 40 ciclos de 15s. a 94° C (denaturag@o), 45 s. a 50° C
(anelamento), 1 s. a 72° C e uma extensao final de 7 mina 72°C. Os
produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose (Metaphor), corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz UV.

Os marcadores obtidos foram analisados com o software
NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System for personal computers, Version 2.1, Applied Biostatistics,
Inc.). A partir dos dados, foi construida uma matriz de similaridade
genética, utilizando o coeficiente de Jaccard (J), calculado de
acordo com a férmula: J = N/P, onde N é o niimero de
concordancias positivas e P ¢ o numero total de variaveis, menos
as concordancias positivas. Para a constru¢cdo dos
dendrogramas, foi utilizado o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Marcadores de RAPD

Inicialmente, foram utilizadas amostras de DNA de trés
acessos com o objetivo de selecionar os primers mais
informativos. De 94 primers testados, 37 forneceram produtos
nitidos de amplificag@o e boa repetibilidade. Um total de 164
marcadores foram amplificados, com uma média de 4 bandas por
primer. Os produtos de amplificagdo foram utilizados para o calculo
do grau de similaridade genética entre os acessos (Tabela 1). O
padrao eletroforético obtido com primers de RAPD ¢ ilustrado
na Figura 1. O nimero de bandas polimorficas foi 149 (90,8%) e
variou de uma, com os primers OPAF-20, OPAE-03 e OPAX-07,a
sete, com os primers OPO-08 e OPAR-19.

Analise genética dos marcadores RAPD

O alto grau de polimorfismo detectado com os
marcadores de RAPD esta de acordo com a variabilidade
observada com base em caracteres morfologicos e agronomicos
em acerola (Carpentieri-Pipolo, 2000 a, b; Gomes et al., 2000).
Além disso, a variabilidade detectada com marcadores de DNA
concorda igualmente com as informagdes existentes sobre a
origem dos genotipos de acerola cultivados no Brasil. Considera-
se que estes gendtipos derivam de poucas sementes trazidas de
Porto Rico e multiplicadas por via sexuada (Couceiro, 1985). No
entanto, apesar de ter uma base genética estreita, uma elevada
segregacdo genética pode ainda ser observada em pomares onde
sementes sdo intensamente utilizadas na produ¢do de mudas
(Carvalho, 1998).

A analise da matriz de similaridade genética e do
dendrograma (Tabela 3, Figura 2) permitiu identificar cinco grupos
distintos entre os 24 acessos de acerola. Alguns grupos reuniram
acessos que compartilham caracteristicas quimicas e

morfologicas. O grupo 1 associa oito acessos com coeficientes
de similaridade que variam de 65% a 87%. Entre estes, encontram-
se associados os acessos UEL-9 e UEL-28, que apresentam a
mesma taxa de germinagao (49 %) e os acessos UEL-26 e [apar-1,
0s quais apresentam como principal caracteristica, concentragdes
similares de vitamina C, isto é, 859 mg e 669 mg, por 100 g de
polpa, respectivamente (Carpentieri-Pipolo, 2000b). Os acessos
UEL-6 e UEL- 10 (grupo 4) associam-se com 79% de similaridade
e mostram, em média, uma concentragdo de vitamina C de 1470
mg por 100 g de polpa (Carpentieri-Pipolo, 2000b). O maior € o
menor grau de similaridade genética foram observados entre os
acessos UEL-08 e UEL-33 (95%) e entre [apar-12 e UEL-06 (57%),
respectivamente. lapar-12 e UEL-06 foram introduzidos na
colecdo de acerola a partir de coletas realizadas em pomares
implantados em diferentes regides do Norte do Parana. lapar 12
foi mais distinto entre todos os acessos analisados, mostrando
uma similaridade média de 67% com os 23 genotipos restantes.
Baixa similaridade genética foi igualmente observada entre alguns
acessos procedentes da mesma regido. Por exemplo, UEL-32 e
UEL-27 foram obtidos de pomares da regido de Astorga-PR, e
mostram apenas 66% de similaridade. Da mesma forma, lapar-06
e lapar-03, ambos procedentes de Bandeirantes-PR, apresentam
somente 76% de similaridade. Estes resultados sugerem que
genodtipos distintos t€m sido utilizados na implantagdo dos
pomares de acerola. Yee et al. (1999), analisando acessos de
Vigna angularia, observaram igualmente auséncia de correlagao
entre grau de similaridade genética obtida com base em
marcadores de DNA e procedéncia dos acessos. Neste caso, os
autores apontam para a possibilidade de que a origem dos
acessos difere do local de coleta.

As cultivares UEL-03 Dominga, UEL-04 Ligia e UEL-05
Natalia, langadas como variedades comerciais no Brasil
(Carpentieri-Pipolo et al., 2000a), foram incluidas neste estudo.
Essas variedades compartilham caracteristicas de interesse
agrondmico tais como, alta concentragdo de vitamina C em seus
frutos, pilosidade em ramos e folhas, ramificagdo intermediaria e
boa produtividade. No entanto, a similaridade genética média
observada com os marcadores RAPD entre as trés cultivares foi
baixa (76%). A diferenca genética observada entre acessos que
possuem varias caracteristicas em comum, pode ser explicada
considerando que, na reagdo de RAPD, a mudanca de um tnico
nucleotideo pode levar a uma variagdo no padrdo de bandas
obtidos sem que isto altere caracteristicas morfologicas e
quimicas. Além disso, de acordo com Irwin et al. (1998), os
marcadores de RAPD tendem a se localizar em regides genomicas
ndo codificantes, mais suscetiveis a mutagdes e,
conseqiientemente, mais polimorficas.

Os acessos UEL-3 Dominga e lapar-6 aparecem no grupo
3, associando-se com 80% de similaridade. Este resultado esta
de acordo com os dados obtidos por Carpentieri-Pipolo et al.
(2000a), onde os acessos UEL-3 Dominga, lapar-6 ¢ UEL-10 foram
avaliados quanto a nove caracteres agrondmicos por meio da
analise multivariada, e incluidos em um mesmo grupo. No entanto,
os marcadores RAPD separam UEL-10 de UEL-3 Dominga e lapar-
6 com os quais mostra uma relagéo de similaridade de 78% e 72%,
respectivamente. Em geral, a variabilidade genética detectada a
partir dos marcadores RAPD entre os acessos de acerola pode
ser atribuida a intensa utilizacdo de sementes na producdo de
mudas (Carvalho, 1998), o que leva a uma elevada segregacdo
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TABELA 1 - Procedéncia, nimero de colegdo e codigos utilizados pelo Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina na identificagdo dos 24 acessos de acerola (M. emarginata D. C.).

N°/ Codigo Procedéncia

N°/ Coédigo

Procedéncia

1/UEL-12 A storga — PR
2/lapar-1 A storga — PR
3/UEL-26 A storga — PR
4/UEL-28 A storga — PR
5/UEL-7 A storga — PR
6/UEL-5 A storga — PR
7/UEL-4 A storga — PR
8/UEL-9 A storga — PR
9/UEL-27 A storga — PR
10/UEL-24 A storga — PR
11/UEL-6 A storga — PR
12/UEL-10 A storga — PR

13/UEL-3 A storga — PR
14/UEL-15 A storga — PR
15/UEL-31 A storga — PR
16/UEL-20 A storga — PR
17/UEL-11 A storga — PR
18/UEL-33 A storga — PR
19/UEL-8 A storga — PR
20/Tapar-6 Bandeirantes — PR
21/lapar-3 Bandeirantes — PR
22/UEL-36 Londrina — PR
23/lapar-12 Bandeirantes — PR
24/UEL-32 A storga - PR

TABELA 2 - Relacdo dos primers de seqiiéncias simples repetidas (SSRs) utilizados considerando o nimero de fragmentos

totais e polimorficos.

Primer Numero total Numero de bandas
de bandas polimdrficas
GALC 05 04
CAGs 04 01
GATA, 05 04
AGy 06 05
TCo 04 02
CACg 04 03
GAyC/CAGs5 05 03
GA9C/GAYT 05 05
CAGs5/AGy 05 03
CAGs/GACA, 03 00
CAGs/GATA 4 06 03
CAGs/GAy 04 03
GAyT/ATy 05 02
GAyT/GATA4 03 01
GATA4/GACA, 04 03
GATA 4/A Go 05 03

genética. Além disso, a presenca em acerola de um sistema
genético de auto-incompatibilidade, favorece a polinizagao
cruzada (Neto ef al., 1995) e, conseqiientemente, o fluxo génico
entre gendtipos distintos, justificando, portanto, o alto
polimorfismo encontrado.

Marcadores de SSR

O uso de primers SSR em reacdes de PCR possibilita a
amplificacdo de fragmentos de DNA, contidos entre regides de
DNA repetitivo, representadas por seqiiéncias simples repetidas
(SSRs) ou microssatélites. Entre os 30 primers SSR testados, 16
(Tabela 2) produziram bandas nitidas e de boa repetibilidade. Um
exemplo do padrio eletroforético obtido com primers SSR ¢
apresentado na Figura 1. Combinagdes entre diferentes primers
SSR foram utilizadas na mesma reacao, resultando em produtos

de amplificacdo diferentes daqueles obtidos com cada primer
usado isoladamente. Um total de 73 marcadores foram analisados,
sendo 49 (68%) polimorficos. Estes marcadores foram utilizados
para gerar uma matriz de similaridade genética (Tabela 4) calculada
a partir do coeficiente de similaridade de Jaccard.

Analise genética dos marcadores SSR

O agrupamento gerado a partir dos marcadores obtidos
com os primers SSR mostram a formacdo de quatro grupos
distintos (Figura 3) e um nivel de polimorfismo inferior aquele
detectado com marcadores RAPD.

A andlise comparativa dos dois dendrogramas revelou
algumas associacdes diferentes entre os acessos. Uma
similaridade genética de 95% e 79% entre os gendtipos UEL-26 e
UEL-28 e de 91% e 79% entre os acessos UEL-06 e UEL-10 foi
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TABELA 3 - Similaridade genética observada entre 24 genétipos de M. emarginata a partir de marcadores RAPD.

acessos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1. Uel-12 1.00

2. lapar-1 0.82 1.00

3. Uel26 0.81 0.87 1.00

4. Uel-28 0.79 0.76 0.79 1.00

5. Uek7 0.85 0.86 0.83 0.81 1.00

6. Uel5 0.80 0.82 0.81 0.79 0.87 1.00

7. Uel4 0.75 0.81 0.75 0.78 0.78 0.75 1.00

8. Uel-9 0.77 0.78 0.76 0.73 0.76 0.71 0.74 1.00

9. Uel27 0.70 0.76 0.70 0.78 0.76 0.74 0.75 0.71 1.00

10. Uel-24  0.72 0.76 0.69 0.75 0.76 0.70 0.79 0.74 0.78 1.00

11. Uel-6 0.73 0.75 0.73 0.72 0.81 0.75 0.76 0.70 0.78 0.79 1.00

12. Uel-10  0.76 0.79 0.78 0.72 0.76 0.76 0.72 0.75 0.76 0.79 0.79 1.00

13. Uel-3 0.72 0.75 0.68 0.70 0.75 0.76 0.79 0.67 0.72 0.73 0.78 0.78 1.00

14. Uel-15  0.76 0.77 0.75 0.74 0.74 0.72 0.72 0.71 0.72 0.72 0.70 0.74 0.72 1.00

15. Uel31  0.68 0.72 0.70 0.74 0.70 0.67 0.79 0.71 0.72 0.77 0.75 0.70 0.73 0.74 1.00

16. Uel-20  0.81 0.81 0.81 0.78 0.83 0.83 0.81 0.73 0.73 0.75 0.76 0.79 0.84 0.77 0.78 1.00

17. Uel-11  0.82 0.83 0.81 0.75 0.78 0.75 0.76 0.76 0.75 0.71 0.68 0.78 0.69 0.78 0.69 0.81 1.00

18. Uel-33  0.78 0.81 0.75 0.71 0.73 0.71 0.76 0.73 0.67 0.70 0.69 0.76 0.73 0.75 0.73 0.75 0.76 1.00

19. Uel-8 0.79 0.82 0.75 0.71 0.72 0.71 0.75 0.73 0.67 0.68 0.68 0.73 0.72 0.77 0.71 0.75 0.76 0.98 1.00

20. Iapar-6  0.70 0.73 0.71 0.70 0.70 0.65 0.78 0.67 0.73 0.76 0.72 0.72 0.80 0.75 0.85 0.77 0.68 0.77 0.76 1.00

21. Iapar-3  0.70 0.73 0.70 0.70 0.73 0.68 0.70 0.65 0.76 0.70 0.73 0.72 0.78 0.71 0.70 0.76 0.73 0.74 0.72 0.76 1.00

22.Uel-36 0.76 0.80 0.76 0.68 0.72 0.71 0.70 0.74 0.68 0.70 0.69 0.75 0.77 0.75 0.71 0.76 0.79 0.76 0.76 0.72 0.76 1.00
23.Japar-12 0.73 0.75 0.72 0.73 0.68 0.68 0.70 0.71 0.65 0.64 0.57 0.67 0.65 0.74 0.65 0.72 0.70 0.76 0.79 0.68 0.70 0.75 1.00
24.Uel-32  0.71 0.73 0.72 0.71 0.67 0.68 0.74 0.67 0.66 0.70 0.65 0.71 0.73 0.70 0.75 0.79 0.76 0.73 0.72 0.72 0.74 0.81 0.70 1.00

TABELA 4 - Similaridade genética observada entre 24 acessos de M. emarginata utilizando marcadores de DNA obtidos com primers
de seqiiéncias simples repetidas

acessos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1. Uel12 1.00

2. lapar-1 0.84 1.00

3. Uel-26 0.90 0.89 1.00

4. Uel-28 0.89 0.84 0.95 1.00

5. Uel7 0.94 0.79 0.84 0.83 1.00

6. Uel5 0.89 0.76 0.87 0.86 0.89 1.00

7. Uel4 0.86 0.82 0.90 0.91 0.80 091 1.00

8. Uel9 0.84 0.78 0.89 0.87 0.82 0.90 0.87 1.00

9. Uel-27 0.79 0.72 0.78 0.76 0.82 0.79 0.71 0.80 1.00

10. Uel-24 0.86 0.79 0.84 0.86 0.80 0.86 0.91 0.84 0.74 1.00

11. Uel-6 0.86 0.82 0.87 0.83 0.83 0.83 0.86 0.82 0.82 0.86 1.00

12. Uel-10 0.89 0.84 0.93 0.89 0.83 0.86 0.89 0.87 0.79 0.86 0.91 1.00

13. Uel-3 0.80 0.76 0.84 0.83 0.75 0.83 0.86 0.87 0.79 0.83 0.89 0.89 1.00

14. Uel-15 0.89 0.76 0.87 0.86 0.89 0.86 0.83 0.79 0.74 0.83 0.78 0.83 0.75 1.00

15. Uel-31 0.89 0.82 0.93 0.94 0.83 0.86 0.89 0.87 0.74 0.89 0.80 0.86 0.83 0.91 1.00

16. Uel-20 0.90 0.83 091 0.93 0.84 0.84 0.87 0.86 0.75 0.84 0.82 0.87 0.84 0.87 0.95 1.00

17. Uel-11 093 0.83 091 0.93 0.87 0.84 0.90 0.83 0.72 0.84 0.84 0.90 0.82 0.90 0.93 0.94 1.00

18. Uel-33 0.84 0.75 0.83 0.82 0.79 0.79 0.82 0.75 0.69 0.76 0.76 0.82 0.74 0.84 0.84 0.83 0.89 1.00

19. Uel-8 0.84 0.78 0.86 0.82 0.79 0.79 0.82 0.78 0.72 0.76 0.79 0.84 0.76 0.84 0.84 0.83 0.89 0.94 1.00

20. Iapar-6 0.86 0.79 090 0.91 0.80 0.83 0.86 0.87 0.74 0.89 0.80 0.86 0.83 0.89 0.97 0.93 0.90 0.84 0.84 1.00

21. lapar-3 0.83 0.79 090 0.86 0.78 0.80 0.80 0.84 0.79 0.83 0.86 0.86 0.86 0.83 0.89 0.84 0.82 0.76 0.79 0.89 1.00

22. Uel-36 0.84 0.78 0.86 0.84 0.82 0.79 0.82 0.75 0.75 0.76 0.82 0.82 0.74 0.79 0.82 0.83 0.86 0.83 0.83 0.79 0.76 1.00

23. lapar-12 0.78 0.74 0.82 0.80 0.72 0.72 0.78 0.76 0.65 0.75 0.78 0.86 0.78 0.72 0.78 0.82 0.82 0.71 0.74 0.78 0.78 0.79 1.00
24. Uel-32 0.86 0.84 0.90 0.86 0.80 0.83 0.89 0.82 0.74 0.83 0.86 0.89 0.80 0.80 0.83 0.84 0.87 0.79 0.82 0.80 0.83 0.87 0.80 1.00
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FIGURA 1 - Padrio eletroforético obtido pela amplificagdo do
DNA em 24 gendétipos de Malpighia emarginata
utilizando A: primer de RAPD OPAR-2 e B: primer
de microssatélites GA,C. Os acessos estdo
numerados de acordo com as Tabelas 1 e 2. C:
amostra-controle. M: Puc 19, marcador de peso
molecular com fragmentos de tamanhos em
kilobase (kb) e em ordem decrescente iguais a:
2,7;2,0;1,6;1,4;1,0;0,7;,0,5¢0,4.

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
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—{—_i wel-36
uel-32
FIGURA 2 - Dendrograma de 24 geno6tipos de acerola, construido
a partir dos produtos de amplifica¢@o obtidos com

os primers de RAPD, usando o método de
agrupamentos UPGMA.

observada com marcadores SSR e RAPD, respectivamente. Estes
resultados discordam daqueles mostrados para o gé€nero
Microseris (Van Heusden & Bachmann, 1996), onde os resultados
de RAPD foram similares aos obtidos com primers repetitivos e
com isoenzimas. A eficiéncia na identificagdo da similaridade
genética entre as cultivares UEL-03 Dominga, UEL-04 Ligia e
UEL-05 Natalia foi também maior (91%) com os marcadores obtidos
com os primers SSR do que com RAPD (76%), concordando,
portanto, com os caracteres morfologicos compartilhados por
estas cultivares. Primers SSR foram mais eficientes, em relagio
aos de RAPD, para a analise genética em trigo (Nagaoka &

0.6 0.7 0.8 0.8 1.0

FIGURA 3 - Dendrograma de 24 genotipos de acerola, construido
a partir dos produtos de amplificacdo com os
primers de SSR, usando o método de
agrupamentos UPGMA.

Ogihara, 1997), produzindo bandas mais nitidas e maior
repetibilidade. Por outro lado, Van de Vem & McNicol (1996)
mostraram que primers de RAPD identificaram com maior precisao
acessos de Picea sitchensis.

Em alguns casos, as associagdes encontradas no
dendrograma gerado com os dados obtidos com primers SSR
foram semelhantes as observadas com RAPD. Por exemplo, os
acessos UEL-33 e UEL-08 mostraram elevada similaridade
genética tanto com primers de RAPD (95%) quanto com primers
SSR (98%). O acesso Iapar-12 foi novamente o mais divergente,
mostrando uma similaridade que variou de 65% (RAPD), com o
acesso UEL-27,a 80% (SSR), com o acesso UEL-32.

CONCLUSOES

Em geral, o polimorfismo gerado com os marcadores de
DNA mostrou que, apesar da base genética estreita, que
caracteriza as colegdes de acerola encontradas no Brasil, a
variabilidade ¢é relativamente alta. Enquanto os marcadores RAPD
permitiram detectar maior nivel de polimorfismo, a similaridade
identificada por marcadores gerados com primers SSR sugere
uma maior correlagdo com associacdes obtidas a partir de
caracteres morfologicos. Em alguns casos, a variagdo observada
foi de dificil interpretagdo, devido & auséncia de uma
caracterizacdo morfoldgica detalhada de muitos dos acessos
incluidos neste estudo. Os resultados obtidos a partir de
marcadores de DNA podem auxiliar na defini¢@o de estratégias
mais eficientes a serem utilizadas nos programas de melhoramento
de acerola.
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