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INTRODUÇÃO

O umbu é uma espécie frutífera de importância 
ambiental e socioeconômica para as regiões Semiá-
ridas brasileiras. Com o surgimento de áreas comer-
ciais e a necessidade da preservação genética, esta 
espécie demanda maior conhecimento de caracteri-
zação dos acessos e de seus frutos, a fim de identifi-
car genótipos com potencial para mercado in natura 
ou indústria (SANTOS, 2018).

Dessa forma, os marcadores moleculares têm 
sido cada vez mais utilizados por sua ampla aplica-
ção em estudos genéticos. Dentre essas ferramentas 
biotecnológicas, os marcadores Inter Repetições de 
Sequência Simples – Inter Simple Sequence Repe-
at (ISSR) têm grande potencial para aplicação em 
programas de melhoramento. Baseiam-se na ampli-
ficação de regiões entre sequências microssatélites 
adjacentes do DNA via Polymerase Chain Reaction 
(PCR), e, além de não exigirem conhecimento prévio 
do genoma, apresentam elevado grau de polimor-
fismo, reprodutibilidade e baixo custo (GONZALÉZ; 
COULSON; BRETTELL, 2002; NG; TAN, 2015).

Esta Circular Técnica tem por objetivo estimar 
a divergência de 16 acessos de umbuzeiro, perten-
centes ao jardim clonal da EPAMIG Norte, por meio 
de marcadores moleculares.

CONDUÇÃO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratório 
de Biotecnologia Vegetal (Labbiotec), da EPAMIG 
Norte - Campo Experimental do Gorutuba (CEGR), 
Nova Porteirinha, MG, e no Laboratório de Biologia 
Molecular, da Universidade Estadual de Montes Cla-
ros (Unimontes) - Campus Janaúba, MG, durante os 
anos de 2019 a 2022. 

O DNA foi extraído a partir de primórdios folia-
res retirados dos 16 acessos de umbuzeiro do ma-
trizeiro da EPAMIG Norte. Utilizou-se o método bro-
meto de cetiltrimetilamônio (CTAB) de acordo com a 
metodologia de Doyle e Doyle (1990). Para a verifica-
ção da qualidade do DNA foi utilizado um gel de aga-
rose 0,8% corado em solução de GelRed®. A quan-
tidade do DNA foi estimada por espectrofotometria 
a 260 nm. A partir de então foi realizada a diluição, 
padronizando todas as amostras a 10 ng de DNA/µL.

As amostras foram submetidas a reações de 
amplificação compostas das seguintes concentra-
ções finais: cloreto de potássio (KCl) 50 mM; Tris 
(hidroximetil)-aminometano – Tris hydrochloride (Tris-
-HCl) 10 mM (pH 8,3); cloreto de magnésio (MgCl2) 
2,5 mM; nucleosídeo trifosfato – dinucleotide triphos-
phates (dNTPs) 2,5 mM; 0,4 mM do primer; 25 ng/µL  
de DNA genômico; 1,0 unidade de Taq DNA polime-
rase (Sinapse) e água ultrapura para completar o 
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volume final. As amplificações foram efetuadas em 
termociclador Techne, modelo TC-412, empregando-
-se um programa sob as seguintes condições: des-
naturação inicial a 94 ºC por três minutos; seguido de 
40 ciclos de 94 ºC por 15 segundos e temperatura de 
anelamento de 47 ºC durante 30 segundos para cada 
primer e extensão a 72 ºC por 90 segundos. Posterior-
mente, prosseguiu um ciclo final de extensão de 72 ºC  
por dois minutos, seguido de um ciclo a 4 ºC até a 
retirada das amostras do termociclador. 

Os produtos resultantes das amplificações fo-
ram separados por eletroforese em gel de agarose 
a 1,2% e em tampão Tris-ácido bórico-EDTA (TBE) 
1 vez por uma hora e corados em solução de 3 μL 
corante Tipo IV e 5 μL de GelRed® por um período de 
15 minutos. Os fragmentos amplificados foram visua-
lizados sob luz ultravioleta e fotografados em sistema 
digital UVP® Life Science Software. 

Dos 100 primers ISSR testados, 14 fornece-
ram produtos nítidos para amplificação, os quais fo-
ram utilizados em todos os indivíduos (Quadro 1).

de agrupamento hierárquico aglomerativo simples –  
unweighted pair group method using arithmetic ave-
rages (UPGMA). Para verificar a consistência do 
agrupamento, calculou-se o coeficiente de correla-
ção cofenética (CCC). Os dados foram analisados 
por meio do software R versão 3.5.2., com auxílio 
dos pacotes Cluster, RCMDR e Ade4.

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR COM BASE 
EM MARCADORES INTER SIMPLE SEQUENCE 
REPEAT 

Nos últimos anos os marcadores moleculares 
estão sendo utilizados em estudos genéticos, pois 
possibilitam a discriminação genotípica de forma há-
bil, detectam o polimorfismo intra e interpopulacional 
(SOUZA, 2015). São importantes para os estudos de 
divergência genética, principalmente, por considera-
rem na estimativa de dissimilaridade genética ape-
nas a constituição genotípica e não a fenotípica, pas-
sível de influência do ambiente (ROCHA et al., 2020). 

Dentre os marcadores, destacam-se os ISSR, 
que são dominantes e não necessitam de conhe-
cimento prévio do genoma. Com rápida resposta, 
proporcionam um vasto número de dados, possuem 
baixo custo de utilização, quando comparados a ou-
tros marcadores, e elevados níveis de polimorfismo 
e reprodutibilidade (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002; 
BORÉM; CAIXETA, 2016; NADEEM et al., 2018). 

Desse modo, a técnica de ISSR tornou-se 
mais acessível, e, por isso, tem sido frequentemente 
usada em estudos de dissimilaridade genética de po-
pulação (COSTA et al., 2015). Os marcadores ISSR 
têm exibido eficiência em vários estudos de diversi-
dade genética de espécies frutíferas, como o uso na 
análise genética de Spondia sp. (SANTANA et al., 
2011; SILVA et al., 2017; SALES, 2020).

Com base na diversidade genética estimada 
via marcadores ISSR entre os acessos de umbu-
zeiro, foi possível a verificação da formação de dois 
grupos distintos (Gráfico 1). O coeficiente de corre-
lação cofenética obtido foi de 98,40%, evidencian-
do a consistência da integridade dos agrupamentos 
formados. Valores do coeficiente de correlação co-
fenética superiores a 80% são indicativos de consis-
tência nos valores de similaridade genética, o que 
proporciona maior credibilidade ao agrupamento 
(CARGNELUTTI FILHO; RIBEIRO; BURIN, 2010). 
Lins Neto et al. (2013), em estudo realizado sobre 
Spondias tuberosa, usando os primers ISSR, encon-
traram 91,67% de polimorfismo.

Quadro 1 - Primers ISSR selecionados para umbuzeiro 
(Spondias tuberosa) − Nova Porteirinha, MG, 
2022

Primer Sequência (5’→ 3’)
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 819 GTG TGT GTG TGT GTG TA
UBC 820 GTG TGT GTG TGT GTG TC
UBC 821 GTG TGT GTG TGT GTG TT
UBC 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC
UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA
UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
UBC 844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC

Fonte: Elaboração das autoras.

Para quantificar a diversidade genética entre 
os genótipos, foram codificadas as bandas produzi-
das na amplificação pelos primers ISSR, resultando 
em uma matriz binária (1 para presença e 0 para 
ausência de bandas). O cálculo da matriz de dissi-
milaridade foi obtido pelo complemento do Índice de 
Gower (GOWER, 1971). A divergência genética foi 
representada por dendrograma obtido pelo método 
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Observou-se que o acesso EPAMIG-08 pos-
sui maior dissimilaridade permanecendo isolado no 
grupo I, enquanto os demais reuniram-se no grupo II 
(Gráfico 1). No grupo II, é possível detectar similari-
dade genética entre os pares de acessos EPAMIG-05 
e EPAMIG-09, assim como os acessos EPAMIG-06, 
EPAMIG-03, EPAMIG-01 e EPAMIG-02. 

No grupo II, ao adotar-se um porcentual de di-
vergência genética em torno de 20%, constatou-se a 
formação de três subgrupos (Gráfico 1). É possível 
verificar dissimilaridade genética entre os acessos 
EPAMIG-10 e EPAMIG-12 em relação aos demais 
acessos.

Assim, é notável a capacidade de detectar 
variabilidade genética entre os genótipos avaliados 
nesse estudo por meio de marcadores ISSR. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Foi possível detectar divergência genética en-
tre os acessos de umbuzeiro.

O genótipo EPAMIG-08 foi o mais distante pela 
análise molecular, podendo ser testado em cruza-
mentos para avaliação das populações segregantes 
e possível obtenção de heterose. 
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Fonte: Elaboração das autoras. 
Nota: Resultado obtido pelo método de agrupamento hierárquico aglomerativo simples − unweighted pair group method 

using arithmetic averages (UPGMA), utilizando-se o complemento aritmético do índice de Jaccard como medida de 
dissimilaridade.

Gráfico 1 - Dendrograma representativo da divergência genética entre 16 acessos de umbuzeiro − Janaúba, MG, 2022 
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