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Seleção de marcadores ISSR e diversidade genética em uma população
de Elaeis guineensis
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RESUMO

Elaeis guineensis Jacq., Arecaceae, apresenta destaque econômico devido ao potencial oleífero, além de se situar entre as 
espécies com maior produtividade de biodiesel. A seleção de marcadores moleculares possibilita a caracterização genética 
populacional, subsidiando estratégias de conservação genética. O objetivo deste estudo foi a seleção de primers ISSR para 
quantificar a diversidade genética de uma população de E. guineensis. A amostragem envolveu 13 indivíduos na Unidade 
Acadêmica Especializada em Ciências Agrárias, município Macaíba/RN. Foram selecionados seis primers, os quais geraram, 
ao todo, 68 locos, sendo 34 polimórficos. O número de alelos observados (Na) foi igual a 1,5 e o número de alelos efetivos (Ne) 
foi igual a 1,3. A diversidade genética de Nei, assumindo o equilíbrio de Hardy-Weinberg, foi de 0,194 e o índice de Shannon (I) 
de 0,285. O teste de gargalo genético, conforme o modelo de passos de mutação (SMM) indicou a ocorrência significativa (P < 
0,007) de um decréscimo populacional (bottleneck). A população apresentou baixa diversidade genética que pode ser explicada 
pelo gargalo genético, indicando redução no número de alelos.
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Selection of ISSR markers and genetic diversity in a population of Elaeis guineensis

ABSTRACT

Elaeis guineensis Jacq., Arecaceae, features highlight due to potential for oil production as well as between species with greater 
productivity of biodiesel. The selection of molecular markers allows the characterization of population genetics, supporting 
strategies for genetic conservation. The aim of this study was the selection of ISSR primers to quantify the genetic diversity of 
a population of E. guineensis. Sampling involved 13 individuals in the Unidade Acadêmica Especializada em Ciências Agrárias, 
municipality Macaíba/RN. Six primers were selected, they generated 68 loci, being 34 polymorphic. The number of alleles 
observed (Na) was equal to 1.5 and the number of effective alleles (Ne) was equal to 1.3. The genetic diversity of Nei, assuming 
Hardy-Weinberg equilibrium was 0.194, and the Shannon index (I) of 0.285. The test of genetic bottleneck, according Stepwise 
Mutation Model (SMM), indicated the significant occurrence (P < 0.007) of a population decline (bottleneck). The population 
presented low genetic diversity, which may be explained by the genetic bottleneck, indicating reduction in number of alleles. 
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Introdução
Arecaceae é considerada a terceira família botânica 

com maior influência econômica. Desta forma, os estudos 
envolvendo palmeiras vêm crescendo gradativamente em 
virtude da importância econômica e social visto que várias 
comunidades têm, como seu principal sustento, atividades 
relacionadas a plantios e usos secundários, como artesanato e 
alimentício (Jardim & Stewart, 1994). Entretanto, a exploração 
industrial das palmeiras ainda não sofreu intensificação em 
razão da necessidade de estudos aprofundados envolvendo as 
espécies com esses potenciais.

Elaeis guineensis  Jacq., conhecida popularmente como 
dendê, é uma representante da família da Arecaceae de origem 
africana cujo cultivo ocorre na América Central, na América 
do Sul e na Ásia (Wahid, 2005). O destaque econômico desta 
espécie se deve à sua produtividade oleífera, pois a mesma 
possui elevada produção de óleo por unidade de área plantada. 
Quando considerada a eficácia na produção de óleo e a densidade 
energética, a E. guineensis está entre as espécies com maior 
potencial para a produção de biodiesel (Carvalho, 2009). 

Com essas características a espécie é tida como fonte de 
energia alternativa renovável e uma opção ao diesel de petróleo. 
Seu óleo é extraído do fruto e da amêndoa, possuindo diversas 
utilizações na indústria farmacêutica e alimentícia, além da 
produção de biocombustíveis. Em geral, o óleo de palma, como 
é conhecido, apresenta diversas vantagens de potencialidade 
social, econômica e ecológica na matriz energética brasileira 
(Abreu, 2010).

Segundo Rolim et al. (2006), E. guineensis apresenta 
melhor desenvolvimento em regiões tropicais, nas quais 
predomina um clima quente e úmido, porém com elevados 
e bem-distribuídos índices pluviométricos ao longo do ano. 
Sua ocorrência é predominante em áreas de baixadas e com 
desníveis, o que auxilia no acúmulo de água e propicia um 
ambiente favorável para o desenvolvimento desta espécie.

Diversas atividades, como pecuária e monoculturas 
agrícolas, vêm reduzindo gradativamente as áreas naturais 
de ocorrência do dendê tornando ainda mais fundamental os 
estudos que possibilitem a conservação genética e ecológica 
desta espécie. Os estudos genéticos de espécies florestais são 
os principais instrumentos para se obter informações sobre as 
populações de uma mesma espécie subsidiando as pesquisas 
de caracterização dos aspectos ecológicos, como: o tipo de 
dispersão, agentes dispersores e estabelecimento de plântulas. 
Essas informações servem, ainda, para a compreensão de 
problemas na área de genética de populações, tais como 
endogamia e processos evolutivos, entre outros (Vieira & 
Carvalho, 2008; Silva et al., 2011).

Neste sentido, vários estudos que têm, como objetivo, 
analisar a variabilidade genética em populações, vêm utilizando 
os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence 
Repeat), pois são eficazes na detecção de polimorfismo, têm 
baixo custo, são abundantes no genoma e reprodutíveis entre 
laboratórios (Santana et al., 2011). 

A seleção de primers funcionais é um pré-requisito 
para se obter as estimativas de diversidade genética de uma 
espécie. De acordo com Zietkiewicz et al. (1994) primers são 

segmentos de ácidos nucleicos sintéticos, necessários para 
o início da replicação do DNA, constituídos geralmente por 
15 a 20 bases nitrogenadas, em fita simples. No decorrer da 
Reação de Cadeia de Polimerase (PCR) o marcador ISSR gera 
fragmentos de tamanhos variados, denominados locos, os 
quais são posteriormente analisados via eletroforese. 

Em suma, o presente estudo tem, como objetivo, a seleção 
de primers ISSR e a quantificação da diversidade genética em 
uma população remanescente de E guineensis.

Material e Métodos
Local de estudo

Foram coletadas amostras foliares de 13 indivíduos 
representantes de uma população natural localizada na Unidade 
Acadêmica Especializada em Ciências Agrárias (UECIA) da 
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), nas 
coordenadas 5°52’58’’ S e 35°21’47’’ N, no município de 
Macaíba, RN. 

Segundo a classificação de Köppen, o clima da região é 
tropical chuvoso, com verão seco e estação chuvosa no período 
de outubro, com precipitação média anual de 1.442,8 mm. 
A vegetação é típica de caatinga, com fragmentos de mata 
atlântica e o relevo apresenta planícies fluviais (Cestaro, 2002).

Extração de DNA e PCR
As amostras coletadas foram acondicionadas em tubos de 

2 mL contendo 1 mL de CTAB 2X. O material foi armazenado 
em freezer a -20ºC até o momento da extração. 

O material foliar foi descongelado e utilizado para a 
extração do DNA pelo método CTAB, proposto por Doyle e 
Doyle (1987). Foram utilizados 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 β-mercaptoetanol pré-aquecido a 60ºC 
em banho maria; em seguida, foi realizada a quantificação do 
DNA por meio de gel de agarose a 1,0% e também com o uso 
de espectrofotômetro modelo EpochTM. O DNA foi, então, 
armazenado em freezer para uso posterior.

Nas reações de PCR foram utilizados 29 primers ISSR 
da Universidade de British Columbia (UBC primer set #9, 
Vancouver, Canadá), com comprimento entre 14 e 18 bases 
nitrogenadas e %CG entre 43 e 67%. A temperatura de 
anelamento utilizada foi de 47ºC para todos os primers. O 
mix de PCR foi constituído de Buffer (10 X), BSA (1,0 mg 
ml-1), MgCl2 (50 mM), dNTP (2,5 mM), primer (2 μM), Taq 
polimerase (U.μl-1), DNA (diluído 1:50) e água ultra pura, em 
um volume final de 12 μl por amostra.

As PCRs foram realizadas em termociclador automático 
Veriti com bloco de 96 poços, no qual as amostras foram 
inicialmente, desnaturadas a 94 ºC por 2 min, seguidos de 37 
ciclos, iniciando-se com 15 segundos a 94 ºC; em seguida 30 
segundos a 47 ºC e posteriormente 72 ºC por 1 minuto; ao final 
de todos os ciclos o processo foi finalizado por 7 minutos a 72 
ºC e resfriado a 4 ºC. 

Eletroforese
Os DNAs amplificados foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose a 1,5%, com a utilização de corante GelRedTM 
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e tampão TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). Utilizou-se marcador 
de DNA (ladder) de 100 pares de bases para estimar o tamanho 
molecular dos fragmentos amplificados. A eletroforese teve 
duração de duas horas e meia, em voltagem de 100 V.

Após a eletroforese os geis foram fotografados com o 
auxílio do sistema de fotodocumentação E-Box VX2, sob 
luz violeta. Os iniciadores foram, então, comparados para 
se identificar quais deles apresentaram o melhor perfil de 
amplificação.

Análises estatísticas 
Os locos presentes nos geis foram classificados com 

a presença (1) e a ausência (0) para a construção da matriz 
binária utilizada nas análises estatísticas. Os parâmetros 
de diversidade genética, tais como porcentagem de locos 
polimórficos, número de alelos efetivos, número de alelos 
observados, diversidade genética de Nei e índice de Shannon 
foram calculados usando-se o programa POPGENE v.1.32 
(Yeh et al., 1997). 

A identidade e a distância genética de Nei (1978) foram 
obtidas através do programa POPGENE, que subsidiou a 
construção de um dendrograma pelo método de agrupamento 
UPGMA (média aritmética não ponderada para agrupamento 
aos pares), com auxílio do programa NTSYS v.2.11 (Rohlf, 
2000). 

A fim de verificar o efeito de gargalo genético nas 
populações, isto é, diminuição significativa no decorrer dos 
anos foi usado o programa Bottleneck 1.2.02 (Cornuet & 
Luikart, 1996). Utilizou-se, conjuntamente, para marcadores 
ISSR, o modelo de alelos infinitos (IAM), com base em 
Kimura & Crown (1964), e o modelo de passos de mutação 
(SMM), segundo Kimura & Otha (1978). 

Resultados e Discussão
Marcadores ISSR 

A metodologia aplicada mostrou-se eficiente para todos 
os marcadores que apresentaram DNA amplificado e locos, 
porém foram selecionados apenas os que possuíam número 
considerável de locos, além de uma boa resolução dos 
fragmentos (Figura 1). 

Os seis iniciadores de ISSR selecionados neste estudo 
geraram ao todo 68 locos. O número de locos, conforme a 

Tabela 1, variou entre 8 e 14 locos por iniciador, com média 
de 11,3.

Figura 1. Padrão de fragmentos ISSR dos treze indivíduos de Elaeis 
guineensis com a utilização do primer UBC 827. L = Ladder, com cem pares 
de bases nitrogenadas

Tabela 1. Iniciadores otimizados, sequência de nucleotídeos, percentagem 
de guanina e citosina, temperatura de anelamento e número de locos

Santana et al. (2011) selecionaram, trabalhando com 
Spondias sp., 25 primers, os quais geraram 249 locos, com 
média de 10 fragmentos por primer. Já Gonçalves et al. (2014) 
também selecionaram, em estudos envolvendo Erythrina 
velutina, 11 primers, os quais geraram 149 locos. Ambos 
os estudos anteriores envolveram a diversidade genética 
de mais de uma população o que gera a necessidade de um 
número mais elevado de locos para quantificar a diferenciação 
genética entre áreas geográficas. Como o presente estudo 
envolve apenas uma população, o número de locos gerados 
foi considerado suficiente para discriminar os genótipos e 
quantificar a diversidade genética do local. Além disto, outros 
estudos têm revelado que é possível discriminar genótipos 
e populações com um número de locos variando entre 47 
locos (Denduangboripant et al., 2010) e 70 locos (Brandão et 
al., 2011), sendo este último similar ao número de locos do 
presente estudo. 

Os primers UBC 827 e UBC 857 foram os que mais 
apresentaram locos sendo que o UBC 857 já possui sua 
eficiência comprovada para algumas outras espécies (Duarte, 
2011), sendo recomendado para outros estudos envolvendo 
seleção de primers ISSRs.

Diversidade genética populacional 
Apenas 34 locos foram polimórficos, ou seja, 50%, 

sendo este valor considerado baixo para porcentagem de 
polimorfismo. O número de alelos (Na) foi igual a 1,5 (± 0,504) 
e o número de alelos efetivos (Ne) foi igual a 1,338 (± 0,384).

A diversidade genética de Nei (1978, HE), assumindo o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg, foi de 0,194 (± 0,210) e o índice 
de Shannon (I) de 0,2850 (± 0,3004). De acordo com Pádua 
(2011) o valor do índice de Shannon pode variar entre 0 e 1, 
sendo 1 o ápice de diversidade de uma população; dessa forma, 
a população em estudo apresenta baixo nível de diversidade 
genética. 

Na literatura são raros os estudos de diversidade genética de 
E. guineensis, sendo esses realizados no continente de origem da 
espécie, a África. Maizura et al. (2006) avaliaram, utilizando o 
marcador molecular RFLP, 359 acessos distribuídos em 11 países 
africanos e observaram uma redução na variabilidade genética, 
sendo a Nigéria o país que se destacou positivamente apresentando 
elevado valor de polimorfismo (67,2%) e de alelos por loco (1,9). 
Nesta mesma abordagem Hayati et al. (2004) encontraram, por 
meio de marcadores isoenzimáticos, altos níveis de diversidade 
genética para as populações de Camarões, Nigéria, Serra Leoa, 

R= purina (A ou G) e Y = pirimidina (C ou T)
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Guiné, Madagascar e Senegal, que podem ser utilizadas em 
programas de melhoramento da espécie. Contudo, os autores 
verificaram baixo fluxo gênico entre as populações aumentando 
a possibilidade de estruturação genética. 

Na Tabela 2 é abordada a comparação entre os indivíduos, 
conforme a distância genética de Nei (1978). Os indivíduos 
5 e 6 são os mais semelhantes entre si; já a árvore 8 foi a que 
mais diferiu das demais apresentando os menores valores de 
similaridade genética com os indivíduos 2 e 5.

Construiu-se, a partir dos valores de distância genética 
(Nei, 1978), um dendrograma pelo método UPGMA (Figura 
2), que retrata um padrão hierárquico de divergência genética. 

Conforme dendrograma, os indivíduos que mais 
apresentaram divergência genética entre si foram o 5 e o 8, 
tendo o valor de distância de Nei próximo a 0,43; em seguida, 
foram visualizados os agrupamentos (1 e 11) e (2 e 10). As 
árvores mais similares foram a 6 e a 7, sendo o indivíduo 7 o 
caso mais extremo.

Decréscimos populacionais (gargalo genético)
Os testes de decréscimo populacional envolvem os 

modelos IAM e SMM, os quais fornecem a informação 
sobre os acontecimentos para com aquela população. Um dos 
modelos indicou significativamente a ocorrência de gargalo 
genético (bottlenecks); já o outro não. Para o modelo SMM, 
a população apresentou a probabilidade de P < 0,00725, com 
o número esperado de locos com excesso de heterozigosidade 
superior ao IAM (Tabela 3).

A análise de gargalo genético indicou que a população 
em estudo sofreu redução de tamanho com o decorrer dos 
anos devido, provavelmente, às atividades agrícolas locais e 
à perda de hábitats. De fato, observa-se que os indivíduos de 
E. guineensis tendem a se apresentar comumente em manchas 
populacionais, resultado da fragmentação da vegetação. Sousa 
(2014) verificou, em pesquisas com Copernicia prunifera, que 
a população sofreu um gargalo genético apresentando baixa 
diversidade na classe adulta. 

Tabela 2. Identidade genética de Nei (acima da diagonal) e distância genética (abaixo da diagonal) entre os indivíduos de Elaeis guineensis

Figura 2. Dendrograma da distância genética de Nei entre os indivíduos de Elaeis guineensis
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Conclusão
Os marcadores ISSR utilizados para o estudo envolvendo 

Elaeis guineensis foram considerados eficientes possibilitando 
as análises genéticas e prováveis pesquisas de conservação da 
espécie. A população analisada apresentou baixa diversidade, a 
qual foi explicada pela análise de gargalo genético que indicou 
a redução populacional e genética. 
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