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RESUMO 

 

 

 

 

SANTOS, Luiz Henrique Tolentino. CARACTERIZAÇÕES GENÉTICAS E 

MOLECULARES EM ALGAROBA (PROSOPIS JULIFLORA (SW.) DC). 

Itapetinga, BA: UESB, 2021. 59p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Área de 

Concentração em Genética e Melhoramento)*. 

 

A algaroba, Prosopis juliflora (Sw) DC, é considerada uma alternativa na alimentação 

de animais em regiões semiáridas, apresentando importância econômica e social. A 

referida espécie tem recebido atenção por pesquisadores em estudos genéticos 

moleculares, embora, pouco se sabe sobre a sua diversidade e estrutura genética. Assim, 

objetivou-se gerar informações relativas à extração de ácidos nucleicos, uso de 

marcadores moleculares e estimativas de diversidade e estrutura genética que 

contribuam para subsidiar ações de manejo e melhoramento genético em P. juliflora 

(Sw.) DC. Para isto, foram testados sete protocolos de extração de DNA genômico 

disponíveis na literatura, utilizados em diferentes espécies vegetais. Os protocolos 

foram otimizados por meio da eliminação do uso de β-mercaptoetanol, nitrogênio 

líquido, proteinase K e RNAses. Após as etapas de extração, foi analisada a qualidade e 

quantidade de DNA obtido e, por fim, realizado teste de amplificação com uso de 

marcador molecular Resistance Gene Analogs - RGA. Ao final, selecionou-se os três 

protocolos mais eficientes para a obtenção do DNA genômico: tampão SDS 10%, 

CTAB 5% e Sorbitol; sendo utilizado o SDS 10% para extração do DNA nos próximos 

estudos. Posteriormente, foram caracterizados e selecionados 17 combinações de 

marcadores moleculares RGA, em 20 amostras de DNA genômico da planta extraídas 

de espécimes coletadas no município de Itapetinga, Bahia. Com base nos perfis de 

amplificação os pares de iniciadores foram classificados como: Adequado; Razoável e 

Inadequado. Também foram realizadas análises descritivas associadas ao número de 

marcadores gerados, onde os percentuais de polimorfismo variou entre 60% e 100%, a 

média da Heterozigosidade Esperada (He) foi de 0,21 e, o conteúdo de informações 

polimórficas (PIC) médio foi de 0,17. Dos 17 pares de iniciadores analisados, 10 foram 

selecionados para estimar a diversidade e a estrutura genética de população referente à 

sete populações naturalizadas da mesorregião centro sul baiano, composta por 48 

acessos e 144 acessos da coleção de germoplasma do Instituto Federal Baiano foram 

incluídas nas análises. Com base nos perfis de amplificação, realizou-se a genotipagem 

e a construção da tabela de dados binários. As análises descritivas, Análise de Variância 

Molecular (AMOVA) e Análise de Coordenadas Principais (PCoA) também foram 

realizadas. Observamos um total de 147 marcas, cuja média de polimorfismo foi de  

51,7% , sendo 12 marcas raras e cinco exclusivas. A Heterozigosidade esperada 

apresentou média de 0,17, variando de 0,05  em Anagé e 0,32 em Caculé. O conteúdo 

de informação de polimorfismo variou de 0,04 a 0,25 com média de 0,14. Os acessos 

estudados apresentaram estruturação em dois pools gênicos e subestruturação em três 

pools gênicos. A partir dos atributos genéticos moleculares apresentados nesse estudo, a 

presente Tese busca subsidiar futuros planos de manejo das populações de Prosopis 

juliflora naturalizada na mesorregião sudoeste da Bahia.  

Palavras-chave: Algaroba, RGA, Diversidade Genética, Naturalização de espécie 

vegetal 
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ABSTRACT 
 

 

 

 

SANTOS, Luiz Henrique Tolentino. GENETIC AND MOLECULAR 

CHARACTERIZATIONS OF ALGAROBA (PROSOPIS JULIFLORA (SW.) DC). 

Itapetinga, BA: UESB, 2021. 59p.  Doctoral dissertation. (Doctorate in Animal Science, 

Concentration Area in Genetics and Genetic Improvement) *. 

 

The mesquite, Prosopis juliflora (Sw) DC, is considered an alternative for animal 

feeding in semiarid regions, presenting economic and social importance. The specie has 

received attention by researchers in molecular genetic studies, although, there are not 

much studies about its diversity and genetic structure. This study aimed to generate 

information related to the extraction of nucleic acids, use of molecular markers and 

estimation of diversity and genetic structure that contribute to support management and 

genetic improvement actions of P. juliflora (Sw.) DC. It was used seven genomic DNA 

extraction protocols available in the literature, used in different botanical species. The 

protocols were optimized by eliminating the use of β-mercaptoethanol, liquid nitrogen, 

proteinase K and RNAses. After the extraction steps were done, the quality and quantity 

of DNA obtained was analyzed and an amplification test was performed using a 

molecular marker Resistance Gene Analogs - RGA. At the end, three most efficient 

protocols for obtaining genomic DNA were selected: 10% SDS buffer, 5% CTAB and 

Sorbitol; using 10% SDS for DNA extraction in future studies. Subsequently, 17 

combinations of RGA molecular markers were characterized and selected on 20 

samples of plant genomic DNA extracted from specimens collected in the county of 

Itapetinga, Bahia. Based on the amplification profiles the primer pairs were classified 

as: Adequate; Reasonable and Inappropriate. It was also performed the description of 

the analyzes associated with the number of generated markers, where the polymorphism 

percentages ranged between 60% and 100%, the average Expected Heterozygosity (H) 

was 0.21, and the average polymorphic information content (PIC) was of 0.17. From the 

17 pairs of primers analyzed, 10 were selected to estimate the diversity and genetic 

structure of the population referring to seven naturalized populations from the central 

southern region of Bahia, comprising 48 accessions and 144 accessions from the 

germplasm collection of the Instituto Federal Baiano were included in the analyses. 

Based on the amplification profiles, genotyping and the construction of the binary data 

table were performed. Descriptive analyses, Molecular Variance Analysis (AMOVA) 

and Principal Coordinate Analysis (PCoA) were also performed. It was observed a total 

of 147 brands, whose average polymorphism was 51.7%, being 12 rare brands and five 

exclusive ones. Expected heterozygosity averaged 0.17, ranging from 0.05 in Anagé to 

0.32 in Caculé. The polymorphism information content ranged from 0.04 to 0.25 with a 

mean of 0.14. The studied accessions presented structure in two gene pools and 

substructure in three gene pools. From the molecular genetic attributes presented in this 

study, this doctoral dissertation intends to support future management plans for 

populations of Prosopis juliflora naturalized in the southwestern mesoregion of Bahia. 

 

Keywords: Genetic Diversity, Mesquite, Naturalization of plant species, RGA 
*Advisor: Carlos Bernard Moreno Cerqueira Silva, D.Sc 
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I REFERENCIAL TEÓRICO 
 

 

 

 

1.1 INTRODUÇÃO 
 

O Brasil se destaca no contexto agropecuário por apresentar o maior rebanho 

comercial bovino do mundo, sendo esse setor de extrema importância social e 

econômica. Em 2019, estimou-se um efetivo de 214,8 milhões de cabeças de gado, 

sendo que o rebanho nordestino representa 13% desse total (IBGE, 2019). O clima 

semiárido representa cerca 86% do nordeste brasileiro. Embora a região apresente 

baixos níveis de produtividade quando comparados às outras regiões do país, processa-

se que o manejo nutricional adequado não ocorra em função das condições 

edafoclimáticas, uma vez que o rebanho bovino é criado, em sua maioria, em sistema 

extensivo (Da Nóbrega et al., 2011).  

O uso de espécies de leguminosas adaptadas às regiões semiáridas é uma 

alternativa para melhorar alguns índices de produtividade voltados à nutrição de 

ruminantes (Deminicis et al., 2013). Devido à sua associação com bactérias fixadoras de 

nitrogênio, muitas espécies de leguminosas possuem a capacidade de fixação de 

nitrogênio atmosférico ao solo (Hungria et al., 2013), sendo este um dos fatores 

associados aos benefícios do uso destes vegetais em pastagens para a nutrição animal.  

Dentre as leguminosas destaca-se a algaroba, Prosopis juliflora (Sw.) DC, por 

apresentar características de adaptação às regiões semiáridas, podendo vegetar em 

diferentes tipos de solo, até nos mais rasos, pedregosos e nos solos salinos (Ribaski et 

al., 2009). Suas vagens apresentam elevado potencial energético e aceitabilidade pelos 

animais (Talpada et al., 2003), podendo ser utilizada na substituição do milho ou como 

componente adicional à dieta de ruminantes (Alves et al., 2012; Pereira et al., 2013). 

Com tais características, a algaroba é considerada uma árvore de uso múltiplo, podendo 

ser utilizada na alimentação humana, alimentação animal, produção de madeira, 

proteção do solo contra erosão, sombreamento, conservação e melhoramento de 

pastagens e suporte à apicultura (Ribaski et al., 2009; Rodrigues et al., 2013). 

Apesar da importância da algaroba em regiões semiáridas, ainda são escassos os 

estudos relacionados a diversidade e estrutura genética. De acordo com Souza (2015), a 

utilização de marcadores moleculares em estudos de diversidade genética é uma técnica 

amplamente aceita e empregada devido à sua confiabilidade. Os marcadores moleculares 
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são ferramentas importantes para obtenção de grande quantidade de informações em tempo 

reduzido (Turchetto-Zolet et al., 2017). Diversos marcadores moleculares, dominantes e 

codominantes, são empregados em estudos de caracterização, tanto para aplicações 

filogenéticas e evolutivas, quanto para fins práticos em programas de pré-melhoramento 

e conservação (Faleiro et al., 2018). 

Dentre os marcadores moleculares disponíveis, temos os Resistance Gene 

Analogs (RGAs). Em linhas gerais, os RGAs destacam-se por não requererem 

informações prévias sobre o genoma das espécies a serem avaliadas, por serem 

marcadores dominantes. Os RGAs estão potencialmente relacionados a regiões 

conservadas referentes à resistência das plantas aos patógenos, podendo auxiliar na seleção 

de genótipos de interesse, economizando custo e tempo dentro dos programas de 

melhoramento. A metodologia de aplicação destes marcadores baseia-se na amplificação 

em plataforma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), o que torna a técnica 

automatizada e de fácil execução (Borém & Caixeta, 2009).  

 

1.2 Algarobeira 

 

Prosopis juliflora (Sw) DC, conhecida popularmente como algarobeira ou 

algaroba no Brasil, mesquite no México, cuji na Venezuela, algarroba ou nacascol na 

Guatemala, carbón em El Salvador, acácia de Catarina em Nicarágua e aromo no 

Panamá, é uma espécie nativa da América do Sul, América Central e Caribe (Ribaski et 

al., 2009). P. juliflora pertence à família Leguminosae, subfamília Mimosoideae e 

possui porte arbóreo com características de plantas xerófitas (Figura 1) (Abbas et al., 

2016).  

O gênero Prosopis spp. originou-se no continente africano, ocorrendo a 

migração para o continente americano antes da deriva continental, posteriormente, 

ocasionou a especiação surgindo a P. juliflora (Burkart, 1976). Esta espécie foi 

introduzida no Brasil, em 1942, no estado de Pernambuco, onde se disseminou 

rapidamente, ocupando vastas extensões de terras em praticamente todos os estados do 

Nordeste (Figura 1) (Pegado et al., 2006; Pereira, et al., 2018). 
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Figura 1: Prosopis juliflora (Sw.) DC em seu ambiente naturalizado.  

a) Árvore; b) Vagens; c) Inflorescências; d) Dispersores (equídeos).  

Fotos: Imagens “a,b,d”: Acervo próprio – Imagem “c”: Clóvis Eduardo de Souza Nascimento 

 

Comumente, a algaroba apresenta ramos ascendentes ou flexuosos, espinhos ou 

inermes, espinhos geminados, flores amarelo-esverdeadas agrupadas em inflorescências 

em racemos, em forma de espiga. Já os frutos são de coloração amarelo-palha (Figura 

1b), em forma de lomento drupáceo, usualmente falcado, retos, raramente espiralados, 

indeiscentes, com 10 a 40 cm de comprimento, 15 a 20 mm de largura e 4 a 5 mm de 

espessura, contendo, em média, 17 sementes (Figura 1b) (Lima, 1999).  

Os visitantes florais responsáveis pela polinização são basicamente quatro 

espécies de abelhas, sendo as mais importantes a Apis melífera L. e a Trigona spinipes 

(Fabr.) (Lima, 1999). Por sua vez, os principais dispersores são os equídeos, bovinos e 

caprinos, pois não são capazes de digerir totalmente as vagens da algaroba, onde ocorre 

a disseminação das sementes nos estercos (Figura 1d). Além da dispersão das sementes 

por animais, a espécie também apresenta reprodução vegetativa pela quebra de dormência 

das gemas laterais após submeter à eventos de injúria, como herbivoria e fogo (Ribaski et 

al., 2009). 

As espécies do gênero Prosopis são hermafroditas (Habit, 1981), com 

predominância de alogamia (Felker, 1982), que se caracteriza em realizar 

preferencialmente polinização cruzada. As espécies alógamas com flores hermafroditas 

geralmente apresentam um sistema de autoincompatibilidade, o qual evita a ocorrência 

de autofecundação (Kalisz; Vogler; Hanley, 2004). Dessa forma, esta estratégia 

influencia nos rearranjos que caracterizam a diversidade genética a nível populacional, 

levando à infinitas combinações, as quais servem de base para o comportamento 

evolutivo, determinando a sua adaptabilidade no ambiente ao longo das gerações 
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(Richards, 1990). 

A algaroba foi introduzida no Brasil com intuito de desenvolver o progresso 

econômico da região semiárida, mas em um segundo momento foi considerada como 

espécie exótica e invasora (Burnett, 2017). A falta de conhecimento voltado à 

tecnologia de produção e manejo podem ser o precursor que a considerou como 

invasora biológica sobre a vegetação típica da Caatinga (Andrade et al., 2009), mesmo 

assim o meio produtivo não descarta o seu potencial de utilização em regiões 

semiáridas.  

 

1.3 Importância Econômica e Social  
 

Estudos relatam a importância social e as diferentes formas de utilização da 

algaroba (Tabela 1). Dentre as possibilidades, pode-se citar o potencial para alimentação 

humana (farinha da vagem) e de animais (bovinos, caprinos, equinos e ovinos), além da 

produção de madeira, proteção do solo, arborização urbana, promoção do bem-estar 

animal pelo sombreamento de pastagens, além de suporte na apicultura (Ribaski et al., 

2009). Em um contexto mais amplo, o gênero Prosopis é usado não só para alimentação 

humana e de animais, mas também para fins medicinais. Seus componentes químicos 

(flavonóides, taninos, alcaloides e compostos fenólicos) demonstram potenciais em 

várias biofunções, como analgésico, anti-helmíntico, antibiótico, anti-câncer, 

antidiabético, anti-inflamatório; bem como efeitos probióticos e nutricionais (Henciya et 

al., 2017).  

 

 

Tabela 1. Utilização da Prosopis juliflora em diferentes estudos científicos  

 Categoria Forma de Utilização Referências 

Alimentação Animal 

Vagens na alimentação de ovinos e caprinos 
Riet-Correa et 

al., 2012;  

Vagens na alimentação de bovinos e equinos 
Medeiros et al., 

2012 

Melhorando a eficiência digestiva ruminal 
Dos Santos et al., 

2013  

Medicina humana e 

fármacos  

Atividade antitumoral em frente a células de câncer 
Costa & 

Cavalcante, 2018 

Identificação de novos terpenóides anticâncer  Malik et al., 2018 

Potencial antimicrobiano  
Srivastava & 

Aparna, 2015 

Inseticida 
Extrato da vagem da algaroba no combate de 

Spodoptera litura 

Dhivya et al., 

2018 

Reflorestamento Recuperação de áreas degradas  
Ahirwal et al., 

2017 



5 
 

 

 

Em regiões semiáridas, a economia é fortemente baseada na agricultura 

familiar e a atividade pecuária é de extrema importância. O semiárido brasileiro 

apresenta um clima tropical seco, com precipitação média anual em torno de 700 mm 

(Tinôco et al., 2019). O clima na região é conhecido conforme classificação de Kopper 

em quente e seco, no qual é definido por longos períodos e estiagem o que aumenta os 

riscos de perdas na agricultura e na pecuária. Em contrapartida, o semiárido apresenta 

grande potencial de produção de forragem, sendo a principal fonte de alimentação 

animal. A produção vegetal (folhas e vargens) da algaroba é uma alternativa eficaz que 

assegura a disponibilidade de alimento na pecuária, principalmente em pequenas 

propriedades, favorecendo a sobrevivência dos rebanhos e o declínio da taxa de 

mortalidade animal em decorrência da escassez de alimentos (Dos Santos & Diodato, 

2017). 

Especificamente na nutrição animal, as vagens da algaroba são usadas por 

apresentarem elevado potencial energético e aceitabilidade pelos animais, posto que 

uma planta adulta produz entre de 5 a 111 kg de vagem por ano. Além do mais, o seu 

pico de produção é no período seco, coincidindo com a época de déficit de alimentos 

para os animais, demonstrando a capacidade de adaptação e potencial de 

produção/utilização da algaroba em regiões semiáridas (Lima, 1984; Talpada et al., 

2003).  No Brasil, a produção de vagem de algaroba está concentrada na região 

Nordeste, com uma produção superior a 1 milhão de toneladas, evidenciando assim seu 

potencial de utilização (Silva et al., 2002). Apesar da importância econômica e social da 

P. juliflora, conhecemos pouco sobre sua diversidade genética, tal conhecimento 

subsidiaria programas de conservação e melhoramento genético da espécie. 

 

 
1.4 Estudos Genéticos Moleculares 
 

A biodiversidade pode ser definida como a variação presente em todas as 

formas de vida, incluído desde espécies procarióticas a eucarióticas, tais como animais e 

plantas e sua informação genética (diversidade genética) nos ecossistemas em que eles 

incidem (comunidades de espécies e seu ambiente) (Rao & Hodgkin, 2002).  

Dentro desse contexto, um marcador genético é, em síntese, qualquer 

característica visível, quantificável e que ao ser analisada, demonstre um padrão de 
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segregação de alelos conforme preconizado pelas leis mendelianas. Os marcadores 

genéticos, associados aos aspectos morfológicos foram os primeiros utilizados. Nestes, 

as características desejáveis, após determinado seu padrão de herança, são selecionadas 

os genitores para cruzamentos direcionados e obtenção de proles com maior proporção 

de descendentes com as características desejáveis. Subsequentemente, foram 

reconhecidos e desenvolvidos os marcadores genéticos bioquímicos (enzimáticos), 

como forma de aumentar a especificidade de análise, tendo como fonte de informação 

os metabólitos secundários sintetizados pelo complexo enzimático de cada indivíduo. 

Posteriormente, passaram a ser priorizados os marcadores moleculares relacionados ao 

DNA, sendo estes capazes de detectar uma maior variabilidade entre indivíduos além de 

serem em geral considerados neutros quanto às influências externas (Turchetto-Zolet et 

al., 2017). 

Com o uso dos marcadores moleculares é possível estudar a diversidade 

genética de uma espécie. Nessas análises, são acessadas informações precisas, a nível 

molecular, sendo possível direcionar a partir de tais estudos estratégias associadas à 

caracterização, à conservação e ao uso de recursos genéticos, potencializando os ganhos 

genéticos de uma determinada espécie (Faleiro et al., 2018).  

Com o aprimoramento da biologia molecular, principalmente com o 

surgimento da tecnologia de amplificação do DNA via PCR, do sequenciamento 

automático do DNA e das modernas técnicas de genotipagem com base em 

polimorfismos pontuais (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs), mapas de QTLs e 

seleção genômica ampla (Genome Wide Selection – GWS), foram desenvolvidas 

poderosas estratégias com potencial de acelerar o melhoramento genético assistido por 

marcadores moleculares (Borém & Caixeta, 2009; Faleiro et al., 2018). 

 Os marcadores de DNA podem ser classificados de acordo com o tipo de 

herança alélica, dominantes ou codominantes, bialélico ou multialélicos. Dessa forma, 

os marcadores codominantes possibilitam diferenciação entre indivíduos homozigotos e 

heterozigotos, o que não é possível com marcadores dominantes, para os quais apenas é 

possível identificar a presença ou ausência de um determinado marcador (Turchetto-

Zolet et al., 2017). Marcadores dominantes são amplamente utilizados, especialmente 

por não requerer informações prévias sobre o genoma das espécies a serem avaliadas 

(Borém & Caixeta, 2009). Cada estratégia possui particularidade em termos de 

composição e tamanho das sequências do genoma em que acessa,  porcentagem de locus 

polimórficos que pode ser detectado, além da abundância no genoma, metodologias de 
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execução, reprodutibilidade e o custo (Nadeem; Nawaz; Shahid et al., 2018) 

Marcadores genéticos moleculares têm sido aplicados com sucesso como 

ferramentas auxiliares em diferentes etapas do melhoramento genético do gênero 

Prosopis e vários são os artigos que evidenciam tais aplicações (Pomponio et al., 2015; 

Padaria et al., 2015; Sivalingam et al., 2016; Rai et al., 2017; Shekhawat et al., 2018). 

No gênero Prosopis, marcadores microssatélites têm sido desenvolvidos através da 

construção de bibliotecas genômicas pelas técnicas de sequenciamento de nova geração 

(Bessega et al., 2013; Torales et al., 2013; Alves et al., 2014; George et al., 2017).  

O entendimento e identificação dos recursos genéticos específicos de cada 

espécie do gênero Prosopis é muito importante para programas de melhoramento, visto 

que a caracterização da diversidade genética está na base das informações necessárias 

para se potencializar a integração dos recursos genéticos aos programas de 

melhoramento.  

Diante da diversidade de marcadores moleculares, vários fatores podem 

influenciar na escolha da técnica mais adequada aos objetivos do estudo. Cada marcador 

molecular tem sua especificação, diferindo entre si quanto ao nível de polimorfismo 

detectado, a abundância no genoma, a especificidade de locus, a reprodutibilidade e os 

requisitos de detecção e automatização da técnica (Silva et al., 2019). A despeito das 

variadas possibilidades, ainda são poucos os estudos dedicados às estimativas de 

diversidade e estrutura genética com P. juliflora (Elmeer & Almalki, 2011), inexistindo 

sobretudo com uso de marcadores RGAs.  

 

1.5      Marcadores Resistance Gene Analogs (RGAs) 

 

Os marcadores Resistance Gene Analogs (RGA) possuem herança dominantes 

e destacam-se por estarem diretamente relacionados com regiões conservadas, 

denominadas motifs, envolvidos em regiões genômicas ricas em leucina (LRR – Leucine 

Rich Repeats), sítios de ligação a nucleotídeos (NBS – Nucleotide Binding Sites), 

estruturas complexas de NBS-LRR (Nucleotide Biding Sit Leucine Rich Repeat) e 

proteínas quinase, regiões que foram identificadas por meio do processamento 

bioinformático de dados de NGS e que identificaram genes candidatos  à resistência 

(gene R) em plantas contra os  patógenos (Hammond-Kosack & Jones, 1997; Rommens 

& Kishore, 2000).  

Os marcadores RGA são eficientes para rastrear a resistência à doenças em 
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plantas, podendo projetar marcadores de diagnóstico e identificação de loci de 

características quantitativas (QTL) ou marcadores associados à resistência a doenças de 

plantas (Parvaiz et al., 2021). São utilizados em diferentes estudos com várias espécies 

de plantas tanto para identificar genes de resistência, bem como em estudos de 

diversidade genética (Li et al., 2016; Naresh et al., 2017; Wang et al., 2017; Zhang et 

al., 2018; Agbagwa et al.,2018; Reddy et al., 2019), os quais têm demostrado seu 

potencial de utilização, sendo uma opção para estudos genéticos moleculares em P. 

juliflora. 

  

1.6     Região Amostral (mesorregião centro sul baiano) 

 

O Centro Sul Baiano é formado pela união de 118 municípios agrupados em 

oito microrregiões: microrregião de Boquira (11 municípios); Brumado (14 

municípios); Guanambi (18 municípios); Itapetinga (nove municípios); Jequié (26 

municípios); Brumado (cinco municípios); Seabra (18 municípios) e Vitória da 

Conquista (14 municípios). A área total da mesorregião é de 127.878,30 km² (IBGE, 

2010), sendo considerada como de potencial agropecuário, localizada em sua grande 

parte dentro do semiárido, cuja característica é a alta variabilidade climática espaço-

temporal, verificadas em episódios extremos, seja de baixa ou alta precipitação 

(Oliveira et al., 2017). A algaroba está presente nesta região, devido a sua fácil 

adaptação ao semiárido e por sua alta capacidade forrageira durante a época de seca, 

período com poucas opções de alimento para os animais.  

O presente estudo foi desenvolvido em oito municípios inseridos na 

mesorregião centro sul baiano (IBGE, 1990). Esses municípios (Figura 2) têm em 

comum a temperatura média anual equivalente de 23°C com índice pluviométrico entre 

624 e 800 mm, os quais se classificam em clima tropical seco e subtropical em transição 

com pluviométrico semiárido, classificado como quente e seco segundo Köppen, cujo 

solo apresenta-se característica pedregosa e rasa e sua vegetação é típica de écotone de 

Caatinga, Mata Atlântica e floresta estacional decidual e semi-decidual.  



9 
 

 

Figura 2: Representação da Mesorregião Centro Sul Baiano e as cidades em estudo 

 

A algaroba tem se destacado na região, sendo utilizada na arborização das 

cidades, produção de madeira, proteção do solo contra erosão, sombreamento e 

alimentação animal. É evidente o papel econômico e social da algaroba no semiárido 

brasileiro, mesmo assim existem poucos estudos voltados ao manejo e conservação e 

sobre a diversidade genética da espécie, espécie essa exótica, que se naturalizou, 

compondo assim a formação vegetacional do nordeste brasileiro. 
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II OBJETIVOS 
 

 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Contribuir com informações genético-moleculares em populações de Prosopis juliflora 

(Sw.) DC, por meio da análise da diversidade e estrutura genética a partir de marcadores 

análogos a genes de resistência, bem como subsidiar  estratégias para a conservação e 

melhoramento genético. 

 
2.2 Objetivos Específicos 

 
 

(i) Coletar acessos de Prosopis juliflora (Sw.) DC, presentes na         Mesorregião 

do Centro-Sul Baiano; 

(ii) Comparar a eficiência na extração de DNA genômico de sete protocolos para 

espécies vegetais em Prosopis juliflora (Sw.) DC; 

(iii) Caracterizar o perfil de amplificação de diferentes combinações de primers RGA 

e selecionar as combinações mais adequadas para subsidiar estudos genéticos em 

Prosopis juliflora (Sw.) DC;  

(iv) Estimar a diversidade e estrutura genética de populações de Prosopis juliflora 

(Sw) DC, por meio de marcadores moleculares RGAs. 
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III CAPITULO I 

Manuscrito publicado na revista Biotemas 

DOI: 10.5007/2175-7925.2021.e76552 

 

Análise comparativa de protocolos para extração de DNA genômico em 

Prosopis juliflora (Sw.) DC 

 
 

 

 
RESUMO: Objetivou-se comparar a eficiência entre sete protocolos adaptados para a 

extração de DNA genômico da espécie Prosopis juliflora (Sw). DC. Os protocolos utilizados 

tiveram como base em seus tampões: SDS 10%; CTAB 5%; Sorbitol, CTAB 3% e Sorbitol; 

SDS 0,7% e NaCl; CTAB 2%; CTAB 2% e NaCl 1,4M. Em todos os testes, eliminou-se o uso 

de β-mercaptoetanol, nitrogênio líquido, proteinase K e RNAses. As amostras consistiram de 

primórdios folhares de cada espécime em triplicata. A quantidade e a qualidade do DNA 

extraído foram avaliadas através de eletroforese em gel de agarose a 1% e da leitura das 

absorbâncias em espectrofotômetro. Para as reações de amplificação, utilizou o iniciador 

ISSR. Entre os tampões de extração testados, os de SDS 10%, de CTAB 5% e de CTAB 3% e 

Sorbitol foram os mais eficientes para P. juliflora. Desses três protocolos, o CTAB 3% e 

Sorbitol apresentaram melhor nível de pureza apesar da menor quantidade de DNA (123 

ng/μL) se comparado aos tampões de SDS 10% e de CTAB 5% (312 e 321 ng/μL, 

respectivamente, e com alto teor de contaminantes). Conclui-se que é possível o uso de 

protocolos de extração sem aditivos nocivos à saúde e com menor custo no processo de 

extração. 

 

Palavras chave: Ácidos nucleicos, Algaroba, Genética molecular, PCR 

 

ABSTRACT: Comparative analysis of protocols for genomic DNA extraction in Prosopis 

juliflora (Sw.) DC. The objective of the present research was to compare the efficiency 

among seven protocols adapted for the extraction of genomic DNA from the species Prosopis 

juliflora (Sw.) DC. The protocols used were based on their buffers: 
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SDS 10%, CTAB 5%, Sorbitol, CTAB 3% and Sorbitol, SDS 0.7% and NaCl, CTAB 2%, 

CTAB 2% and NaCl1.4M. In all tests, the use of β-mercaptoethanol, liquid nitrogen, 

proteinase K and RNAses was eliminated. The samples consisted of leaf primordia in each 

specimen in triplicate. The quantity and quality of the extracted DNA 

were evaluated by electrophoresis in 1% agarose gel and by reading the absorbances in a 

spectrophotometer. For amplification reactions, the ISSR primer was used. Among the tested 

extraction buffers, SDS 10%, CTAB 5% and CTAB 3%, and Sorbitol were the most efficient 

for P. juliflora. Of these three protocols, CTAB 3% and Sorbitol showed a better level of 

purity despite the lower amount of DNA (123 ng/μL) compared to 10% SDS and 5% CTAB 

buffers (312 and 321 ng/μL, respectively, and high content of contaminants). We conclude 

that it is possible to use extraction protocols without additives that are harmful to human 

health and at a lower cost in the extraction process. 

 

Keywords: Algaroba; Molecular genetics; Nucleic acids; PCR 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

Prosopis juliflora (Sw.) DC é, conforme The Legume Phylogeny Working Group 

(Lpwg, 2017), uma espécie arbórea, da família das leguminosas (Leguminoseae, subfamília 

Caesalpinoideae). Originária da região tropical andina e bem adaptada às regiões semi-áridas 

de baixa precipitação. Popularmente conhecida como algaroba ou algarobeira, essa espécie 

possui diversos usos, bem como importância econômica (Dos Santos; Diodato, 2017), entre 

eles: a alimentação humana e de animais, a produção de madeira e a recuperação de áreas 

degradadas. Pode, ainda, ser utilizada, entre outras possibilidades, como inseticida, 

analgésico, anti-helmíntico, antibiótico, probióticos e como suplemento nutricional (Ahirwal 

et al., 2017; Henciya et al., 2017; Dhivya et al., 2018).  

Embora a espécie possua muito potencial de uso pelo ser humano e estudos de 

diversidade genética sejam o ponto de partida para se efetivar ações de conservação e de 

melhoramento de espécies com potencial econômico (Lopes et al., 2011; Bessega et al., 2018; 

Faleiro et al., 2018), pouco se conhece quanto à diversidade genética de P. juliflora. Para 

estudos dessa natureza, faz-se necessário a obtenção de ácidos nucleicos, em quantidades e 
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qualidades que possibilitem a amplificação do material genômico (Michel-López et al., 2013), 

e a seleção de iniciadores potenciais.  

O processo de extração de DNA é parte fundamental em estudos moleculares, sendo 

sua eficiência diretamente relacionado à quantidade e à qualidade do material genômico 

obtido (Da Rocha et al., 2017). A extração de DNA de tecidos vegetais requer protocolos 

específicos devido à presença de metabólitos secundários e polissacarídeos comuns a cada 

espécie. Portanto, a adequação de protocolos é indispensável para obtenção de DNA puro e 

íntegro e para melhor eficiência na amplificação do material genômico em estudos 

moleculares (Oliveira et al., 2017; Dias et al., 2018).  

Pelas razões apresentadas nos parágrafos anteriores, a realização de estudos associados 

à proposição, comparação, seleção e otimização de protocolos para extração de ácidos 

nucleicos em diferentes espécies tem sido reportada na literatura (Oliveira et al., 2015; Matos-

Oliveira et al., 2017; Dias et al., 2018). Porém, para a algaroba, estudos de estabelecimento de 

protocolo e seleção de iniciadores ainda são incipientes. Diante do exposto, objetivou-se 

comparar a eficiência na extração de DNA genômico de sete protocolos para espécies vegetais 

em Prosopis juliflora (Sw.) DC. 

  

3.2 MATERIAL E MÉTODOS  

A coleta das amostras foliares de três espécimes de P. juliflora foi realizada no 

Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Baiano (IF Baiano), em Itapetinga, 

Bahia, Brasil (coordenadas geográficas: 15°14‟38,57”S, 40°13‟38,95”W), em um ecótono de 

Caatinga e floresta estacional decidual e semidecidual. As amostras encontram-se cadastradas 

no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional 

Associado – SisGen (número: AFF0E34).  

O material vegetal foi condicionado em isopor com gelo e transferido para o 

Laboratório de Genética Molecular Aplicada (LGMA), da Universidade Estadual do Sudoeste 

da Bahia (UESB, campus Juvino de Oliveira), no município de Itapetinga, Bahia, onde foi 

armazenado em freezer -18°C e, posteriormente, foram realizadas as extrações do DNA.  

Os testes de extração de DNA genômico foram realizados de acordo com sete 

protocolos previamente publicados, com modificações apresentadas na Tabela 1. Para todos 

os protocolos, foram realizadas três extrações em duplicata. A maceração das folhas 
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prosseguiu-se de 0,4 g de tecido foliar e 3 mL de solução tampão referente a cada protocolo, 

sendo conduzido com auxílio de almofariz e pistilo em temperatura ambiente até total 

rompimento das estruturas foliares. Portanto, não houve adição de nitrogênio líquido, β-

mercaptoetanol, proteinase K e RNAses em nenhum dos protocolos, respectivamente. As 

padronizações do material genômico foram obtidas por meio da ressuspensão em 60 μL de 

água ultrapura (q.s.p.). 

 

Tabela 1: Descrição dos protocolos utilizados para os testes de extração de DNA genômico 

de Prosopis juliflora (Sw.) DC 

Protocolos Referências Tampão de Extração Modificações 

P1 Sunnucks e Hales (1996) SDS* 10% Proteinase K 

P2 
Doyle e Doyle (1990) 

CTAB** 5% 
Nitrogênio líquido, β-

mercaptoetanol, RNAse 

P3 
Método modificado por 

Štorchová et al. (2000) Sorbitol  

β-mercaptoetanol 

P4 
Método modificado por  

Russell et al. (2010) 

CTAB* * 3% e 

Sorbitol 

Nitrogênio líquido, β-

mercaptoetanol, RNAse 

P5 
Mogg e Bond (2003) 

SDS* 0,7% e NaCl 

500 mM 

Proteinase K e RNAse 

P6 Barnwell et al. (1998) CTAB 2% Nitrogênio líquido 

P7 
Método modificado por  

Silva et al.(2014) 

CTAB* * 2% e NaCl 

1,4M 

Nitrogênio líquido, β-

mercaptoetanol, RNAse, 

Proteinase K 

* Sodium Dodecyl Sulfate. ** Cetyl Trimethylammonium Bromide Modificações: Reagentes não 

utilizados no referido protocolo de extração. 

 

 

Os ácidos nucleicos foram quantificados por espectrofotometria nas razões de 

absorbância em ng/µl a, A260/230 e A260/280, utilizando o BioDrop® µLITE (Whitehead 

Scientific). Para melhor atribuição dos resultados, as amostras foram avaliadas também em gel 

de agarose a 1% (m/v) corado com GelRed
®
 (Biotium) e corrida em solução TBE 0,5X (Tris-

Ácido Bórico-EDTA) durante 90 min a 90 V. Os resultados foram comparados com o 

marcador de peso molecular (DNA Lambda; Invitrogen) nas concentrações de 25 e 75 ng/μL. 

O gel foi visualizado em luz UV e registrado em sistema de fotodocumentação Kodak 

(KODAK MI Software). De posse das leituras espectrofotométricas, mensurou-se as médias e 

o desvio-padrão com o auxílio do Software BioEstat® 5.0 (Ayres et al., 2007).  
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Para avaliar a qualidade e a viabilidade de uso do DNA, eles foram submetidos à 

amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando o marcador molecular tipo 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) DiCA3‟RG (5‟- CAC ACA CAC ACA CAC ARG-3‟). 

As amplificações foram realizadas com a seguinte programação: 1) desnaturação: 5 minutos a 

94°C; 2) 35 ciclos: desnaturação – 50 segundos a 94°C; anelamento – 50 segundos a 48°C e 

extensão – 1 minuto a 72°C; e 3) extensão final: 5 minutos a 72°C. Os padrões de 

amplificação foram avaliados por eletroforese a 120 minutos, sob uma corrente elétrica de 

120 V em gel de agarose a 2% (m/v), com solução de corrida TBE 0,5X (Tris-Ácido Bórico-

EDTA). As ampliações foram comparadas com o marcador tamanho (1 kb plus; Invitrogen) e 

os resultados visualizados e registrados conforme acima descrito. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O DNA genômico da espécie Prosopis juliflora (Sw.) DC apresentou pureza média de 

0,56
±0,17

 A260/A230 e 1,16
±0,15

 A260/A280 (Tabela 2).  

Os protocolos o P1, P2 e P4 (SDS 10%, CTAB 5% e Sorbitol) apresentaram melhores 

performances para a espécie, sendo que o tampão SDS 10% e o CTAB 5% apresentaram boa 

concentração de DNA (312 e 321 ng/µl), porém com alto teor de contaminantes. Já o CTAB 

3% e Sorbitol apresentou menor quantidade de DNA (123 ng/μL), mas se destacou em nível 

de pureza. Dos testes, o protocolo P6 (CTAB 2%) apresentou-se menos eficiente.  

Conforme os resultados observados com a eletroforese, foi possível identificar 

diferença na eficiência da extração de DNA genômico de P. juliflora entre os protocolos 

(Figura 1). A partir dos resultados observados para os protocolos P1 (SDS 10%), P2 (CTAB 

5%) e P4 (CTAB 3% e Sorbitol), foi possível verificarem relação aos valores de baixa pureza 

estimada a partir de todos os protocolos, a presença de marcas (DNA) definidas, as quais não 

foram observadas nos demais protocolos. Na amplificação com o marcador tipo ISSR, 

(CA)8RG, observou-se a eficiência dos protocolos P1 (SDS 10%), P2 (CTAB5%) e P4 

(CTAB 3% e Sorbitol), o que confirma o sucesso desses protocolos para a extração de DNA 

(Figura 2). 

 

 

 



21 

 

Tabela 2: Quantificação e pureza de DNA genômico de Prosopis juliflora (Sw.) DC a partir 

das absorbâncias obtidas por espectrofotômetro   

Protocolos 
A260/A230 A260/A280 Concentração (ng/µl) 

Média 
±dp*

 Média
±dp*

 Média
±dp*

 

P1 0,421
±0,154

 1,191
±0,353

 312,25
±152,69

 

P2 0,808
±0,204

 1,343
±0,170

 321,333
±118,88

 

P3 0,399
±0,044

 1,298
±0,073

 415,400
±252,55

 

P4 1,344
±0,341

 1,759
±0,041

 123,655
±71,89

 

P5 0,295
±0,080

 0,965
±0,176

 130,482
±110,84

 

P6 0,220
±0,143

 0,440
±0,169

 48,635
±12,375

 

P7 0,476
±0,257

 1,155
±0,119

 263,417
±168,39

 

               dp*: Desvio Padrão 

 

 

 

 

Figura 1: DNA genômico de Prosopis juliflora 

(Sw.) DC obtido a partir dos protocolos de 

extração.*
 λ- DNA Lambda nas concentrações de 25 e 75 ng/µl.
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Figura 2: Padrão de amplificação dos fragmentos de DNA genômico de 

Prosopis juliflora (Sw.) DC obtidos por meio de sete protocolos de extração e 

avaliados com o iniciador ISSR – 5‟ (CA)8RG 3‟. * 1kb DNA Ladder 

 

Para que o DNA seja considerado puro, ele deve apresentar uma razão de absorbância 

A260/A280 média de 1,8 (Nelson; Cox, 2004), o que de fato não ocorreu nas extrações 

realizadas, cujas razões de absorbância média A260/A280 variaram de 0,44 a 1,76. O mesmo foi 

observado para a quantificação, pois, para amostras isentas de RNA, esperavam-se valores 

A260/A280 entre 1,8 e 2,0, sendo o valor obtido abaixo do esperado para todos os protocolos. 

Esse fato pode ser explicado pela ausência de RNAse nos protocolos. Em relação à 

absorbância A260/A230, que é um indicador secundário de pureza do DNA, seus resultados 

inferem a presença de fenol e clorofórmio e de acordo as especificações do fabricante do 

BioDrop® μLITE, para considerar o DNA “puro”, os valores desta absorbância devem estar 

entre 2,0 e 2,2. Ademais, é sabido que o gênero Prosopis inclui árvores com altos níveis de 

polissacarídeos, compostos fenólicos e outros constituintes químicos (Rathore, 2009), sendo 

provável que tais compostos secundários tenham relação direta com os baixos valores 

observados para as razões (A260/A230) de absorbância.  

A obtenção de DNA de boa qualidade tem impacto direto sobre os resultados de 

técnicas como a reação em cadeia da polimerase (PCR). Sendo que os procedimentos de 

extração de DNA devem proporcionar uma eficiente lise das células para liberação dos 

nucleotídeos e uma adequada remoção de proteínas, restos celulares e de organelas. Na 

amplificação do DNA com o marcador tipo ISSR, a principal vantagem observada para os 

procedimentos foi a ausência de nitrogênio líquido e do β-mercaptoetanol. Os quais 

conferiram baixo custo e maior segurança operacional, uma vez que esse último reagente é 
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tóxico e acarreta vários prejuízos à saúde humana. O β-mercaptoetanol se caracteriza por ser 

um antioxidante muito utilizado em protocolos de extração do DNA genômico em plantas 

(Ausubel et al., 2005). Entretanto, sua remoção não inviabilizou a extração de DNA em 

quantidade e qualidade necessárias para uso em reação de PCR quando se utilizou os 

protocolos com tampão CTAB5%, CTAB 3% e Sorbitol. Outros estudos corroboram esses 

resultados, demostrando não haver necessidade da utilização do β-mercaptoetanol na extração 

de DNA (Schmitt et al., 2014; Silva et al., 2014).  

A utilização de nitrogênio líquido no processo de extração de DNA possibilita uma 

melhor neutralização enzimática e favorece o rompimento do envoltório celular. Em 

contrapartida, sua utilização eleva os custos do procedimento. No presente estudo, a ausência 

de nitrogênio líquido não foi determinante para a qualidade e quantidade do DNA extraído, os 

quais apresentaram resultados satisfatórios para utilização em plataforma de PCR. Outros 

estudos reportaram que a ausência de nitrogênio líquido no processo de maceração torna custo 

operacional menos oneroso (Michel-López et al., 2013; dos Santos; Araújo, 2017).  

 

 

3.4 CONCLUSÃO  

 

Os resultados apresentados possibilitaram a seleção de três dos protocolos de extração 

de DNA genômico: SDS10%, CTAB5% puro e CTAB 3% com Sorbitol. Esses métodos 

foram propostos por Sunnucks e Hales (1996), Doyle e Doyle (1990) e por Russell et al. 

(2010). Por fim, este estudo certifica que a utilização desses protocolos com adaptações 

metodológicas reduz os insumos nocivos à saúde humana e o custo elevado, podendo ser 

utilizados em estudos de diversidade genética de Prosopis juliflora (Sw.) DC. 
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Characterization and selection of markers associated with resistance 

analogous genes as input for genetic analysis of Prosopis juliflora (Sw.) 

DC 

 

 

 

 

ABSTRACT: The characterization and selection of molecular markers are important for 

genetic pre-breeding programs since they make it possible to choose the most appropriate 

markers to be used in future research. Therefore, enabling the generation of subsidies for 

genetic-molecular studies in algabora (Prosopis juliflora (Sw.) DC). The amplification profile 

was characterized. It was generated from 17 pairs of RGA primers (Resistance Gene Analogs) 

in 20 samples of genomic DNA of P. juliflora extracted from specimens collected in the city 

of Itapetinga, Bahia. The amplifications were performed according to previously published 

laboratory routines and the amplification profiles analyzed from the photodocumentation of 

the electrophoresis results in 2% agarose gels. Based on the amplification profiles the primer 

pairs were classified as: Suitable: amplifications in the whole samples and with easy 

visualization; Reasonable: amplification in parts of the samples and/or difficult to visualize or 

Inadequate: absence of visible amplification products. Descriptive analyzes associated with 

the number of generated markers, percentage of polymorphism, expected heterozygosity (He) 

and the content of polymorphic information (PIC) were also performed. In a nutshell, 12 out 

of the 17 pairs of RGA primers generated amplification products with easy visualization and 

only two of these 12 pairs of primers were monomorphic. The percentage of polymorphism 

varied from 60% to 100%, He and PIC presented an average of 0.21 (ranging from 0 to 0.38) 

and 0.17 (ranging from 0 to 0.29), respectively. The results confirm that the RGA primers 

present adequate characteristics for genetic studies in P. juliflora, making it possible to 

prioritize 12 pairs of primers, which are subject to genetic improvement studies. 

 

Keywords: RGA primers, Algaroba, PCR 
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4.1 INTRODUCTION 

 

The species Prosopis juliflora (Sw.) DC, popularly known as algaroba, belongs to the 

family Fabaceae, subfamily Mimosoideae. It is a tree species, native to Central and South 

America, inserted in Brazil in the 1942s, adapting well to semi-arid regions (Leão, Almeida, 

Dechoum, & Ziller, 2011; Cunha & Gomes, 2012). Algabora has diverse potential for human 

and animal feeding, as well as for wood production, soil protection, afforestation and pasture 

shading (Ribaski, Drumond, Oliveira, & Nascimento, 2009; Rodrigues, Silva, Silva, Oliveira, 

& Andrade, 2013). 

Although the algaroba has ecological and economic importance, there are still few 

genetic and molecular studies related to estimates of its diversity and genetic structure. 

However, this knowledge is a prerogative both for the elaboration of strategies for sustainable 

management and conservation of genetic resources as well as for the advancement of breeding 

programs (Faleiro, Amabile, & Cerqueira-Silva, 2018). 

The use of molecular markers in studies of genetic diversity is widely accepted and 

used, among other factors, due to the reliability and reproducibility of the results (Souza, 

2015; Pomponio et al., 2015). Several molecular markers are used in genetic characterization 

studies, both for phylogenetic and evolutionary applications, as well as for practical purposes 

in breeding programs and conservation actions (Rai, Shekhawat, Kataria, & Shekhawat, 2017; 

Bessega et al., 2019). The genetic diversity study of Prosopis cineraria L. and Prosopis 

juliflora (Sw.) DC L. using ISSR and RAPD markers is an example of research of this nature 

that contributes to the understanding of the intra-specific diversity in the genus Prosopis 

(Elmeer & Almalki, 2011). 

For genetic diversity studies, the crucial step, after identification and collection of the 

sample population, is the definition of the molecular markers to be used in it. In this context, 

the characterization and selection of primers contribute to cost reduction and to optimize the 

time spent before the evaluation of the entire population, thus avoiding the use of primers 

unsuitable for the target species (Silva, Freitas, Santos, Cardoso, & Cerqueira-Silva, 2018). 

 Among the molecular markers used in genetic studies of plants are the RGA 

(Resistance Gene Analogs). These are markers associated with regions considered rich in 

leucine and nucleotide binding sites (Nucleotide Binding Sit Leucine Rich Repeat - NBS-
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LRR). In plants, these NBS-LRR domains have their function associated with disease 

resistance as a response to hypersensitivity and the LRR domain, specifically, they are 

responsible for the primary recognition of possible pathogens, causative agents of cell damage 

(Jones & Dangl, 2006). 

 In addition, RGA primers are also useful in genetic studies related to diversity 

estimates, genetic mapping (Paula, Fonseca, Boiteux, & Peixoto, 2010; Carmo, Martins, 

Musser, Silva, & Santos, 2017) and genomic marker selection (Fritsche-Neto, Resende, 

Miranda, & DoVale, 2012). The main advantage of this marker is the possibility of using it 

without necessarily requiring previous information about the genome of the species to be 

evaluated, being easily manipulated and having greater reproducibility (Borém & Caixeta, 

2009). 

 Considering the present context, the objective was to characterize the amplification 

profile of different combinations of RGA primers and to select the most appropriate 

combinations to support genetic studies in Prosopis juliflora (Sw.) DC. 

 

4.2 MATERIAL AND METHODS  

 

Collection of samples 

Leaf samples of 20 Prosopis Juliflora (Sw.) DC. specimens were collected at the 

Federal Institute of Bahia (IFBA) in Itapetinga, Bahia, Brazil. These specimens are located in 

the following geographical coordinates: Latitude 15 ° 14'38.57 "S and Longitude 40 ° 13 

'38.95" W and are registered in the National System for Management of Genetic Heritage and 

Associated Traditional Knowledge - SisGen, under the registration number AFF0E34. 

The vegetation of the region where the IFBA of Itapetinga is located is characterized 

as ecotone between Caatinga and Deciduous and Semi-deciduous Seasonal Forest. The plant 

material was taken to the Laboratory of Applied Molecular Genetics (LGMA) of the State 

University of the Southwest of Bahia (UESB, Juvino de Oliveira campus), in the municipality 

of Itapetinga, where they were stored in a freezer at -20 ° C until extraction Genomic DNA. 
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Nucleic Acid Extraction 

The extraction of genomic DNA was performed by the method proposed by Sunnucks 

and Hales (1996), and 0.4g of P. juliflora young leaf tissue was macerated using 3.0 ml SDS 

(sodium dodecyl sulfate) buffer without addition of liquid nitrogen and β-mercaptoethanol. 

DNA quantification was performed from horizontal electrophoresis on 1% (w / v) agarose 

gels stained with 0.2% w v
-1

 of Red Invitrogen Gel Biotium
®
, compared to a number of 

known concentrations of DNA phage lambda Invitrogen ® (λ). The purity of the DNA was 

estimated by spectrophotometric reading (A260 / 230 and A260 / 280 absorbance ratios) using 

BioDrop μLITE (Whitehead Scientific). Subsequently samples of the genomic DNA were 

standardized in 2 ng. μL
-1

 and stored in a freezer -20 ° C. 

 

Characterization of molecular markers 

The characterization of the markers was performed in two steps sequentially. The first 

step consisted in characterizing and classifying the amplification profiles of the 17 pairs of 

RGA primers (Table 1) for a set of five DNA samples, being: Adequate - amplifications in all 

the samples and with easy visualization; Reasonable - amplification in parts of the samples or 

difficult to visualize and Inadequate - absence of visible amplification products. For the 

second stage, the pairs of primers classified as "Adequate" in the first step were selected, and 

the amplification profiles observed in another 15 P. juliflora samples were evaluated, totaling 

20 individuals used. 

Polymerase chain reaction (PCR) reactions were performed with the volume of 16 μL, 

containing 8 μL of DNA at 2 ng, 1 μL of each primer, 0.11 μL Taq DNA Polymerase, 1 μL of 

each dNTP mix, 0.25 μL each, 1 μL Magnesium Chloride (MgCl 2), 1.7 μL 10X Buffer (20 

mM Tris-HCl [pH 8.4] and 50 mM KCl) and 2.19 μL sterile H2O. The reactions were 

subjected to 35 cycles of amplification after initial denaturation at 95 ° C for 1 minute. Each 

cycle consisted of 40 seconds at 95 ° C, 1 minute at 37 ° C and 1minute and 20 seconds at 72 

° C for annealing and extension. At the end of the cycles, a final extension of 5 minutes was 

performed at 72 ° C. PCR reactions were performed in triplicate on a Veriti 96 Well Thermal 

Cycler thermal cycler (Applied Biosystems®). 
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Table 1. Description of the 17 pairs of RGA (Resistance Gene Analogs) primers tested on 

algaroba (Prosopis juliflora (Sw.) DC)  

Pairs Code Sequences 5'- 3 ' References 

1 
S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT  Leister et al.,1996 

NBSr1 AGTTGTRAYDATDAYYYTRC Yu et al., 1996 

2 
S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 

Leister et al.,1996 
As1 CAACGCTAGTGGCAATCC 

3 
S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC 

4 
NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC Yu et al., 1996 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC 

Leister et al.,1996 

 

5 
S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG 

As1 CAACGCTAGTGGCAATCC 

6 
S1 GGT GGGGTT GGAAGACAACG 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC 

7 
S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG 

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC 

8 
NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC 

Yu et al., 1996 

 
NBrs1 YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC  

9 
NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC 

As1 CAACGCTAGTGGCAATCC Leister et al.,1996 

10 
NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC Yu et al., 1996 

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC  Leister et al.,1996 

11 
RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

Kanazin et al., 

1996 

 

RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA 

12 
RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

RGA5r TCAATCATTTCTTTGCACAA 

13 
RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

RGA6r AACTACATTTCTTGCAAGT 

14 
RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

RGA8r CCGAAGCATAAGTTGGTG 

15 
S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC  

Leister et al.,1996 

 

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC 

16 
As1 CAACGCTAGTGGCAATCC 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC 

17 
As1 CAACGCTAGTGGCAATCC  

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC 
I= A/T/G/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/G; Y= C/T 
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Reagents for preparation of the genomic DNA extraction buffer were obtained from 

Sigma-Aldrich®. RGA markers and oligonucleotides for the PCR reaction, as well as 

intercalating and molecular weight markers, were obtained from Thermo Fisher Scientific®, 

supplied by Invitrogen®. 

 Electrophoresis in 2% (mv
-1

) agarose gels with 0.5X TBE run buffer were performed 

from 6 μL aliquots of PCR products for 2 hours in 120 V electrical current. The gels was 

stained with Red Invitrogen Gel Biotium ® which were exposed to the transluminator (LPIX-

EX, Loccus Biotecnologia, Cotias, São Paulo, Brazil) with incidence of ultraviolet light and 

photo documented. 

Specifically for the second step of the characterization of the markers, descriptive 

analyzes of the amplification profiles were performed using Genes and GenAlex (Cruz, 2013; 

Peakall & Smouse, 2012) software, considering (i) the number of markers generated, the 

number and percentage of polymorphic markers (absent in at least one of the samples); the 

informative potential (PIC), calculated by the formula:  

      ∑   
  

    ∑ ∑    
  

     
 
     

  proposed by Botstein et al. (1980); (iii) the expected 

heterozygosity (He) for each pair of primers, obtained according to Nei (1987)      

∑    , where pi = estimated allelic frequency of the it allele. 

 

4.3 RESULTS AND DISCUSSION 

 

The genomic DNA of the species Prosopis juliflora (Sx) PC showed average quality 

(purity) with ratio A260/A280=1.919
±0.35

 and A 260/A230=0.421
±0.15

 and average 

concentration of 321.0
±0,15

 ng/μL. The obtained value presented good purity even without 

having its RNA and proteins digested by RNAse and proteinase enzymes. For this 

observation, the physiological nature of the species was considered, which holds many 

polysaccharides and phenolic compounds among other chemical constituents that favors low 

values of purity (Rathore, 2009). Although the absorbances showed values lower than 2.0, 

they corroborate the literature, because they were over 1.8, in which according to reports, 

values smaller than these are considered contaminated with proteins (Nelson & Cox, 2004). 

Therefore, this value is satisfactory, taking into account that we waived the treatment with 

RNAse and proteinase to this species which contributed to the reduction of extraction and 
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purification cost. 

Another important factor which justified the result, is the operationalization of the 

extraction technique, it was also possible because we did not to use β-mercaptoethanol and 

liquid nitrogen in order to make the extraction less harmful to health. It is known that the use 

of liquid nitrogen in the DNA extraction process allows for a better enzymatic neutralization 

and favors the disruption of the cell wrap. However, such use raises the procedure costs. 

Therefore, in the present study, the absence liquid nitrogen, it did not interfere with the 

quality of the extracted DNA, offering good results, which are also in agreement with the 

literature which advocates a low cost technique and with fewer steps in the procedure 

(Michel-López et al., 2013; Dos Santos & Araújo, 2017). 

Regarding the characterization of the amplification results, 70% of the combinations 

tested RGA primers were classified as adequate (A) corresponding to primer number 7. In 

turn, they were classified as reasonable (R), corresponding to primer number 9 and inadequate 

(I) corresponding to primer number 2, with 12% and 18%, respectively, of the other 

amplifications observed. Considering that the large majority of RGA primer pairs (82%) made 

it possible to obtain molecular markers, it demonstrates the potential use of this technique in 

genetic studies of P. juliflora species (Figure 1). 

 

Figure 1: Amplification profiles obtained using Resistance Gene Analogs (RGA) pairs in 

Prosopis juliflora (Sw.) DC. * A = Adequate; R = Regular; I = Inadequate. 
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The size of the fragments obtained with the RGA primers being considered in regard 

to two classifications (adequate and reasonable) ranged from 200 to 2.000 bp. These results 

corroborate Poolsawat, Kativat, Arsakit and Tantasawat (2017), who reported bands between 

100 and 2.072 bp when associated with ISSR-RGA primers for Vigna radiata L. Wilczek. The 

„A‟ pairs produced 68 markers in the 20 accessions studied, averaging 5.7 markers per primer 

pair. 10 out of these pairs showed 83% of polymorphic marks. The number of markers 

generated ranged from one for primer pairs 4 (NBsf1 and As2) and 10 (NBsf1 and As3) to 16 

for primer pair 7 (S1 and As3) (Table 2). In turn, the percentage of polymorphism ranged 

from 60% for primer pair 14 (RGA1f and RGA8r) to 100% for primer pair 17 (As1 and As3) 

(Table 2). 

 

Table 2. Characterization of the amplification profile of genomic regions of Prosopis 

juliflora (Sw.) DC. from 12 pairs of RGA (Resistance Gene Analogs) primers that 

presented adequate to 20 specimens. 

Oligonucleotides 

Pairs 
Markers generated % Polymorphism He PIC 

1 5 80 0.25 0.2 

4 1 0 0 0 

6 9 88.9 0.29 0.24 

7 16 93.5 0.3 0.24 

8 5 80 0.17 0.15 

10 1 0 0 0 

11 6 83.3 0.18 0.15 

12 5 80 0.38 0.29 

13 4 75 0.2 0.17 

14 5 60 0.23 0.18 

16 3 66.7 0.21 0.18 

17 8 100 0.31 0.26 

Total 68 - - - 

Mean  5.7 67.3 0.21 0.17 

    He: Heterozigosidade esperada; PIC: Conteúdo de Informação Polimórfica 

 

As to the expected heterozygosity (He), considering the pairs of suitable primers 

selected for algaroba, a mean of 0.21 (ranging from 0 to 0.38) was observed. While the 

polymorphic information content (PIC) was 0.17 and ranged from 0 to 0.29. Variations of this 
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nature aid in the selection of primers to be used in genetic studies. In algaroba for example, 

the combinations of these primers contributed to this selection, in which presented satisfactory 

values (Table 2). The variation observed in the efficiency of the amplifications, both with 

respect to identification of pairs of primers unsuitable for P. juliflora, and relative to the 

number of markers, percentage of polymorphism and other descriptive variables (Table 2), 

reinforce the importance of studies dedicated to the characterization and selection of primers. 

In genotypes of Passiflora sp. (passion fruit) for example, Paula et al. (2010) used six 

pairs of RGA primers and obtained an average of 16.5 markers per primer pair.  

Other studies with the same markers the RGAs of the present study were also carried 

out for passion fruit species. These described adequate amplification with 100% 

polymorphism for Passiflora Spp. (Souza et al., 2020). In Passiflora setacea, they registered 

polymorphism ranging from 99 to 100% (Pereira, Corrêa, & Oliveira, 2015). According to the 

authors, although the primers are adequate and with good amplification, the expected 

heterozygosity inferred in these two studies was low. This observation emphasizes that the 

RGA initiators can be used as a biomarker of genetic diversity, since the low heterozygosity is 

related to the domestication and adaptation of genotypes in an ex situ environment, to 

examples of accessions maintained in germplasms with good vegetative propagation and not 

the quality of molecular marker (Pires & Kageyama, 1985). Thus, the heterogeneity presented 

by the variation in the number of polymorphic loci between the pairs of RGA, favors studies 

of this nature, being useful in molecular genetic diagnostics.  

Variations of the percentage of polymorphic profiles in RGA primers are also 

observed in other species, such as in Croton linearifolius MULL. ARG, where a total of 24 

pairs of RGA primers generated 73 marks and 14 combinations showed polymorphic marks 

(Silva et al., 2018). Studies with other species of Prosopis sp. were also realized with other 

classes of molecular markers. From the selection of 80 pairs of RAPD, in study of the natural 

population of Prosopis cineraria (L.) Druces, only nine pairs were polymorphic (Sivalingam, 

Samadia, Singh, & Chauhan, 2016). Another study also analyzed the diversity between 

Prosopis cineraria (L.) Druce and Prosopis juliflora Sw. DC. populations collected at 

different sites in Qatar in Asian continent using other primers like ISSR and RAPD markers, 

where Elmeer and Almalki (2011) found a total of 190 bands in 29 ISSR primers and 19 

bands of 7 RAPD primers with an average polymorphism of more than 99% in all genotypes, 
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being able to distinguish between the two species. Nevertheless Alves et al. (2018), 

researching Prosopis rubriflora Hassl. and Prosopis ruscifolia Griseb. with microssatelites 

reported similar genetic diversity between species (He = 0.59 and He = 0.60, respectively).  

Already to the specie in study, the P. juliflora, Pires and Kageyama (1985) mentioned 

the possibility of inbreeding in this species during its adaptation, justifying the low expected 

heterygosity compared to the species above. Despite the widespread use of molecular markers 

and the already proven efficiency of RGA markers in different genetic approaches, the results 

presented are pioneering for Prosopis juliflora Sw. DC. Thus, it is expected that the 12 pairs 

of RGA primers used in this study will subsidize genetic research, especially actions to 

characterize diversity that contribute to the improvement and conservation of the naturalized 

species. Finally, it is suggested for future works the sequencing for primers design of the 

fragments obtained by 7 and 12 pairs of primers which presented the highest indexes of 

polymorphic bands and information (Table 2) (George, Manoharan, Li, Britton, & Parida, 

2017). Thus, it will be possible to better understand the distribution, adaptation as well as the 

resistance of the algaroba specie to abiotic factors. 

 

 

4.4 CONCLUSION 

 

The twelve pairs of Resistance Gene Analogs (RGA) primers (S1 + NbSr1 = 1); Bsf1 + As2 = 

4; S1 + As2 = 6; S1 + As3 = 7; NBsf1 + NBrs1 = 8; NBsf1 + As3 = 10; RGA1f + RGA2r = 

11; RGA1f + RGA5r = 12; RGA1f + RGA6r = 13; RGA1f + RGA8r = 14; As1+As2 = 16 e 

As1 + As3 = 17) presented satisfactory polymorphism and pairs 7 and 12 can be used to 

genetic study and genetic improvement. 
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Diversidade e Estrutura Genética de Prosopis juliflora (Sw.) DC na 

mesorregião do centro sul do Estado da Bahia 

 

 

 

 

RESUMO: Objetivou-se estimar a diversidade genética e a estruturação de populações de 

Prosopis juliflora (Sw) DC, referentes às populações naturalizadas da mesorregião centro sul 

baiano e da coleção de germoplasma pertencentes ao Instituto Federal de Educação, Ciência e 

Tecnologia Baiano campus Itapetinga, por meio de marcadores moleculares Resistance Gene 

Analogs (RGAs). O material genômico da P. juliflora foi coletado a partir de amostras de 

folhas jovens e sadias, obtidas de 192 plantas, 144 acessos da coleção de germoplasma 

existente no IF Baiano e 48 acessos coletados em sete populações naturalizadas. O DNA 

genômico foi extraído e as amostras de DNA foram submetidas à amplificação utilizando dez 

marcadores RGA. Com base nos perfis de amplificação, foi realizada a genotipagem e 

construção da tabela de dados binários. Realizamos análises descritivas, análise molecular de 

variância (AMOVA), coordenadas principais (PCoA) e Bayesiananossa partir dos programas 

Genes Software, GenALEX v.6.5 e Structure, respectivamente. Foram observadas um total de 

147 marcadores (média de 51,7% polimórficos), sendo 12 raros e cinco exclusivos entre as 

populações. A Heterozigosidade esperada (He) apresentou média de 0,17, variando de 0,05 

(Anagé) e 0,32 (Caculé). O conteúdo de informação de polimorfismo (PIC) médio foi de 0,14, 

variando entre 0,04 (Anagé) a 0,25. A análise Bayesiana apresentou estruturação em dois 

pools gênicos e subestruturação em três pools gênicos. Os resultados obtidos contribuem com 

o conhecimento genético-molecular de P. juliflora na região de estudo, o que pode auxiliar 

nas estratégias aplicadas ao manejo e conservação da espécie. 

 

Palavras chave: Algaroba, variabilidade, genética de populações, genética molecular 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

Na atualidade discute-se muito sobre sustentabilidade ou produção sustentável na 

pecuária, esses termos vêm ganhando impulso não apenas por fatores de ordem ecológica, 

mas também pela sua importância econômica e social (Edrisi et al., 2020). As leguminosas 

forrageiras possuem um papel fundamental na pecuária sustentável, pois além de ser fonte de 

nutrientes, também atuam no processo de recuperação das áreas degradadas (Terra et al., 

2019). Assim, a procura por espécies vegetais bem adaptadas, com valor econômico de uso 

sustentável, está cada vez mais frequente pelos produtores agropecuários que visam a 

conservação e manejo do meio ambiente. Dentre as espécies, pode-se citar a Prosopis 

juliflora (Sw.) DC.  

Prosopis juliflora A(SW.) D.C.,  popularmente conhecida como algaroba, é uma 

espécie nativa da América do Sul, América Central e Caribe. Essa espécie pertence à família 

Leguminosae, subfamília Mimosoideae (Abbas et al., 2016) e caracteriza-se por ser uma 

espécie arbórea, xerófita, com características de adaptação a regiões semiáridas (Ribaski et 

al., 2009; Santos & Diodato, 2017).  

A algaroba possui um espectro de aplicabilidade, dentre elas o potencial para 

alimentação humana e de animais, produção de madeira, proteção do solo, arborização 

urbana, suporte à apicultura, promoção do bem estar animal pelo sombreamento de pastagens, 

além de potencial uso farmacológico (Ribaski et al., 2009; Rodrigues et al., 2013). Suas 

vagens são utilizadas na alimentação animal, apresentando elevado potencial energético e 

aceitabilidade pelos animais (Talpada et al., 2003). Essas vagens podem ser utilizadas na 

substituição do milho ou como componente adicional à dieta. Além disso, a algaroba se destaca 

pela capacidade de adaptação e, portanto, potencial de produção em regiões semiáridas (Alves 

et al., 2012; Pereira et al., 2013).  

 Diante de tantos atributos da espécie, pouco se conhece sobre o comportamento 

genético de algaroba, tendo em vista a sua introdução em cultivo gerenciado e a distribuição 

de populações naturalizadas. Portanto, faz-se necessária a compressão de aspectos relativos à 

diversidade e estrutura genética existentes da espécie em seus diferentes locais de ocorrência e 

adaptação. Uma vez que esta espécie foi introduzida na década de 40, com o propósito inicial 

de recuperação de áreas degradadas e paisagismo e, ao longo dos anos conquistou espaço pela 
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boa adaptação no semiárido brasileiro, comportando-se como forrageira para o bem estar 

animal com o fornecimento de sombra e alimento em pastagens descampadas (Pires; 

Kageyama, 1985; Pereira et al., 2018). Entretanto, os marcadores moleculares inserem-se 

como ferramentas importantes nesse processo. Eles possibilitam a quantificar a diversidade 

genética de populações vegetais gerenciadas e comercializadas, traçando um comparativo 

com a informação genética de populações silvestres ou introduzidas e adaptadas, tais como a 

algaroba. As análises moleculares podem subsidiar futuros planos de manejo dos recursos 

genéticos, bem como em estratégias de melhoramento genético da espécie (Faleiro et al., 

2018; Meira et al., 2020).  

A utilização de marcadores moleculares dominantes vem se destacando em estudos de 

diversidade genética, por não requerer informações prévias sobre o genoma das espécies a 

serem avaliadas. Um bom exemplo são os marcadores moleculares Resistance Gene Analogs 

(RGAs), marcadores esses que estão diretamente relacionados com regiões conservadas do 

genoma referentes à resistência das plantas aos patógenos (Selvaraj et al., 2011).  

Devido à necessidade de caracterizar geneticamente os acessos existentes em 

diferentes regiões da Bahia e de identificar as características de resistência da espécie, 

objetivou-se estimar a diversidade genética e a estruturação de populações de P. juliflora (Sw) 

DC, referentes às populações naturalizadas da mesorregião centro sul baiano e da coleção de 

germoplasma pertencentes ao Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Baiano 

campus Itapetinga, por meio de marcadores moleculares RGAs.   

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Obtenção do material vegetal 

O material genômico da P. juliflora foi coletado a partir de amostras de folhas jovens 

e sadias obtidas de 192 plantas, sendo 144  oriundas da coleção de germoplasma existente no 

IF Baiano (Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Baiano, campus Itapetinga, 

Bahia, Brasil) (Figura 1), e 48 coletadas em sete municípios da mesorregião centro sul do 

estado da Bahia, representando a população naturalizada (Figura 2). Os acessos provenientes 

da coleção de germoplasma do IF Baiano foram divididos em seis áreas de coleta (A, B, C, D, 

E, F), divisão essa realizada com o intuído de facilitar a análise de parâmetros relativos à 
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dinâmica da informação genética e uniformidade de distribuição no local (Figura 1). As 

populações foram georreferenciadas com o Garmin GPS Oregon (Sistema de Posicionamento 

Global) e registrado no SisGen (Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

Conhecimento Tradicional Associado) sob o número de registro AFF0E34 . 

 

 

 

Figura 1: Localização dos acessos de Prosopis juliflora (SW) DC. no Campus do Instituto 

Federal Baiano, Campus Itapetinga.  

  

Figura 2: Localização dos acessos de Prosopis juliflora (SW) DC. na mesorregião Centro 

Sul Baiano. 
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O material foi coletado em oito ambientes distintos  da mesorregião centro – sul 

baiano, as quais são caracterizadas como ecótone entre Caatinga e Mata Atlântica, cujo clima 

predominante é de semiárido, com temperatura média anual de 23°C e pluviosidade média 

anual de 738 mm (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Distribuição dos acessos de Prosopis juliflora (Sw.) DC nos grupos e regiões 

coletadas, número de acessos, localização geográfica, temperatura média anual e índice 

pluviométrico anual 

Grupo Subgrupo 
Número de 

acessos 

Longitude 

(W) 

Latitude     

(S) 

T. med 

(°C) 

Pluviosidade 

(mm) 

Ambiente 

Naturalizado 

(1) Caculé 7 14°26.894' 42°13.622' 22,9 736 

(2) Urandi 7 14°45.732' 42°39.177' 23 800 

(3) Ibiassucê 7 15°15.060' 40°15.105' 23,1 758 

(4) Guanambi 7 14°15.100' 42°46.916' 23,6 720 

(5) Malhada 

de Pedra 
6 14°14.599' 41°56.600' 23,6 624 

(6) Itambé 7 15°14'19,9 40°37'49,2 23,4 750 

(7) Anagé 7 14°36'26,54 41°09'01,3 23,5 664 

Germoplam

a IF-baiano 

A 32 15°14'36,62 40°13'51,19 

23,6 857 

B 32 15°14'48,85 40°13'54,62 

C 16 15°14'59,98 40°14'33,03 

D 16 15°15'1,31 40°14'20,39 

E 32 15°14'55,8 40°13'54,7 

F 16 15°14'59,70 40°13'47,93 

Fonte: Dados climáticos - CLIMATE-DATA.ORG (2021) 

 

Obtenção do material genético 

O material vegetal foi condicionado em gelo seco e caixa de isopor e conduzido ao 

Laboratório de Genética Molecular Aplicada (LGMA), da Universidade Estadual do Sudoeste 

da Bahia (UESB, campus Juvino de Oliveira), no município de Itapetinga, onde foi 

condicionado em freezer -20°C até o momento da extração do DNA genômico. O protocolo 

de extração do DNA genômico utilizado foi o preconizado por Sunnucks e Hales (1996) e 

adaptado por Santos et al. (2021a), utilizando o tampão de extração  SDS (Dodecil Sulfato de 

Sódio).  

A quantificação do DNA foi realizada a partir de eletroforese horizontal em gel de 

agarose 1% (p/v) corados com 0,2% p/v de Gel Red Biotium
®

, comparados com uma série de 

concentrações conhecidas de DNA do fago lambda (λ). A pureza do DNA foi estimada por 
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meio da leitura espectrofotométrica (razões de absorbância A260/230 e A260/280) utilizando o 

BioDrop µLITE (Whitehead Scientific). Posteriormente, amostras do DNA genômico foram 

padronizadas em 2 ng.µL
-1

 e armazenado em freezer -20°C. 

 

Genotipagem das Amostras 

Para a caracterização da diversidade genética utilizou-se 10 pares de iniciadores RGAs 

(Tabela 02). As reações de amplificação em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas 

com o volume final de 16 μL, contendo 15 ng de DNA  genômico, 1 μL de cada iniciador, 2,5 

mM   de cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTPs), 1 μL de MgCl2 (50mM),   50 mM de 

Tampão 10X (20 mM Tris-HCl [pH 8,4]) e 0,11 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 

Carlsbad, Califórnia, EUA).  

As reações de PCR foram conduzidas em termociclador Veriti 96 Well Thermal 

Cycler (Applied Biosystems®). As configurações de temperatura para amplificação de DNA 

in vitro foram:  Desnaturação inicial a 95°C por 1 minuto; seguido de em 35 ciclos  de 40 

segundos a 95°C, anelamento de 1 minuto a 37°C e 1 minuto e 20 segundos a 72°C para 

extensão. Ao final dos ciclos, realizou-se uma extensão final de 5 minutos a 72°C.  

Os produtos de amplificação foram separados por meio de corrida de eletroforese em 

gel de agarose a 2% (m/v) imerso em tampão de corrida TBE 0,5X em corrente elétrica de 

120V por 120 minutos. A geração das imagens resultantes da corrida foi realizada a partir do 

sistema de fotodocumentação L-Pix-EX (LOCCUS Biotecnologia, São Paulo, Brasil), sob 

incidência de luz ultravioleta, utilizando como intercalante de DNA o GelRed® (BIOTIUM). 

  

  



45 

 

Tabela 2: Combinações de marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) utilizados para 

caracterização da Prosopis juliflora (Sw.) DC, e suas respectivas sequências de nucleotídeos. 

Combinação Código Sequência 5'- 3 ' Referências 

cb1 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT Leister et al.,1996 

NBSr1 AGTTGTRAYDATDAYYYTRC  

Yu et al.,1996 cb2 NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC  

 

Leister et al.,1996 

 

cb3 S1 GGT GGGGTT GGAAGACAACG 

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC 

cb4 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG 

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC 

cb5 NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC  

Yu et al.,1996 

 
NBrs1 YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC 

cb6 NBsf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC 

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC Leister et al.,1996 

cb7 RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT  

 

 

Kanazin et al.,1996 

 

RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA 

cb8 RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

RGA5r TCAATCATTTCTTTGCACAA 

cb9 RGA1f AGTTTATAATTYSATTGCT 

RGA8r CCGAAGCATAAGTTGGTG 

cb10 As1 CAACGCTAGTGGCAATCC  

Leister et al.,1996 As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC 

I= A/T/G/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/G; Y= C/T 

Fonte: Santos et al. (2021b) 

 

 

Análise Estatísticas 

Todos os géis de agarose foram analisados por meio da construção manual de tabelas 

de dados binários de presença e ausência de marcadores (zero e um) em Excel. As análises 

estatísticas descritivas para a caracterização do perfil de amplificação genética foram 

conduzidas, tais como: Determinação do percentual de locos polimórficos por combinação de 

iniciadores; médias de marcadores por combinação,  percentual de marcadores  e raros (M. R) 

para cada amostragem, considerando como marcadores raros aqueles com ocorrência em até 

5% da população analisada (p ≤ 0,05) e o percentual de marcadores exclusivos (M. Ex), como 

aqueles com ocorrência registrada em apenas umas das populações. 

Com o perfil de amplificação genômica de regiões RGAs, parâmetros estatísticos 

referente à diversidade, diferenciação e estrutura genética foram analisados por meio de 
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softwares bioinformáticos. O índice de Heterozigosidade esperada (He) para marcadores 

moleculares com herança genética dominante foi estimado por meio da formula: 

     ∑  
  

 

onde pi é a frequência alélica estimada do i-ésimo alelo Nei (1987). 

 

Também foi estimado o PIC (Polymorphism Information Content) conforme fórmula 

proposta por Botstein; White; Skolnick et al. (1980): 

      ∑  
 

 

   

 ∑ ∑    
 

 

     

 

   

  
  

Essas análises foram viabilizadas pelo software Genes (Cruz, 2013).  

  

Para analisar a diferenciação genética no conjunto de dados, utilizou-se a Análise de 

Variância Molecular (AMOVA), considerando dois grupos (coleção de germoplasma do IF 

baiano e populações naturalizadas). Para acurácia da análise, realizou-se 999 permutações ao 

acaso para o particionamento da variação genética em níveis hierárquicos com 1% de 

significância (p<0,01%), estimando o valor médio de PhiPT, índice análogo ao  FST  de 

Wright (WRIGHT, 1965), segundo a equação:  

 

                                              

 

Valores de PhiPT > 0 indicam diferenças genéticas entre as populações, onde AP é a 

variação genética entre populações e WP é a variação estimada dentro das populações. A 

Análise de Coordenadas Principais (PCoA) foi utilizada para visualizar a distribuição dos 

genótipos em um plano bidimensional, ambas as análises foram conduzidas com o auxílio do 

software GenALEX v.6.5 (Peakall e Smouse, 2012).  

A análise Bayesiana foi conduzida para estimar a estrutura genética através da 

alocação de Clusters em modelos populacionais pré-definidos utilizando o no Software 

STRUCTURE versão 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Nestas análises, assumiu-se o modelo de 

mistura da frequência de alelos/marcadores via fluxo gênico independente (admixture model), 

avaliando a possível existência de Pools gênicos (K), testando de 1 a 10 modelos de 
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populações. Para cada estimativa de K foram realizadas 5 simulações e em cada 

simulação/estimativa foi considerado um período de Burn-in de 50 mil, seguido de 500 mil 

permutações coletadas via Cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMC). Para estimativa do 

número dePools gênicos mais representativo, utilizou-se a ferramenta Online STRUCTURE 

Harvester (Earl e VonHoldt, 2012), tendo como modelo o método proposto por Evano et al. 

(2005). 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

O perfil de amplificação genética de P. juliflora, para o conjunto de combinações de 

marcadores RGAs analisados, mostrou um total de 147 marcadores em 192 amostras (144 

acessos presentes em coleção de germoplasma e 48 genótipos em populações naturalizadas). 

Ao analisar a coleção de germoplasma e as populações naturais separadamente, os acessos da 

coleção de germoplasma apresentaram um total de 129 marcadores (87,75% do total de 

marcas analisadas), enquanto nas populações naturalizadas foi observado 127 marcadores 

(86,4%). A Figura 3 apresenta a distribuição dos marcadores e a interação entre a coleção de 

germoplasma e as populações naturalizadas.  

 

Figura 3: Representação dos marcadores encontrados na coleção de 

germoplasma, populações naturalizadas e sua interação. 

 

Considerando a análise descritiva do total de marcas amplificadas, foi possível observar 

uma média de 51,7% locos polimórficos para todos os genótipos analisados, variando de 

76,9% na coleção de germoplasma (grupo A) a 12,9% em Anagé. A combinação dos 

iniciadores cb2 (NBsf1+As2) e cb4 (S1+As3) geraram o menor (6) e o maior (23) número de 
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marcas dentro da coleção, respectivamente. Foi possível observar a existência de 12 

marcadores raros (ocorrendo em menos de 5% do total de genótipos) e cinco exclusivos para 

os acessos das regiões A e D da coleção de germoplasma e nos genótipos oriundos das regiões 

de Caculé e Urandi. Analisando o total de marcas raras e exclusivas de cada combinação de 

marcadores RGAs, os pares de marcadores cb5 (NBsf1 + NBrs1), mostraram a maior 

quantidade de marcadores raros; já as combinações cb2(NBsf1+ s2) e cb4(S1+As3) as maiores 

quantidades de marcadores exclusivos (Tabela 3).   

 

 Tabela 3: Análise descritiva a partir de 10 combinações de iniciadores RGAs e 192 genótipos de 

Prosopis juliflora (Sw.) DC. 

 

 

A Tabela 3 também apresenta os índices de heterozigosidade esperada (He), 

considerando o Equilíbrio de Hardy-Weinberg para todos os genótipos analisados e grupos 

individuais. A He média para todas as amostras analisadas foi de  0,17, variando para os 

Cb1 Cb2 Cb3 Cb4 Cb5 Cb6 Cb7 Cb8 Cb9 Cb10

A 12 4 15 18* 9 8 14 15 7 12 0,22 0,18 76,87

B 10 4 14 15 11 7 11 10 7 11 0,16 0,14 67,35

C 11 6 13 19 8 8 15 13 6 11 0,26 0,21 73,47

D 10 4 14 20* 6 8 17* 10 6 11 0,25 0,20 68,71

E 11 6 11 19 8 8 13 10 6 10 0,18 0,15 69,39

F 5 4 14 13 8 8 13 7 5 11 0,16 0,13 59,86

Média 9,8 4,7 13,5 16,5 8,3 7,8 13,2 10,8 6,2 11,0 0,20 0,17 69,3

Total 13 6 15 23 11 8 17 16 7 13

M. R 2 2 0 0 3 0 1 2 1 1

M. Ex 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0

Caculé 9 6* 14 16 7 8 19 18 11 14 0,32 0,25 63,95

Urandi 10 7* 15 13 5 5 20 18 11 14 0,23 0,18 57,14

Ibiassucê 6 4 15 2 7 7 15 15 8 14 0,20 0,16 55,1

Guanambi 2 2 1 2 2 2 5 2 4 11 0,07 0,06 19,05

M. Pedra 5 2 11 2 2 2 2 2 3 13 0,07 0,05 21,09

Itambé 3 2 2 2 2 2 2 10 2 14 0,09 0,07 27,21

Anagé 2 1 2 2 2 2 2 2 2 13 0,05 0,04 12,93

Média 5,3 2,2 8,6 5,6 3,9 4,0 9,3 9,6 5,9 13,3 0,15 0,12 36,6

Total 10 8 15 16 7 8 20 18 11 14

M. R 1 1 0 5 2 1 0 0 1 0

M. Ex 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Média 7,4 3,5 10,8 9,5 5,9 5,8 10,9 10,2 6,0 12,2 0,17 0,14 51,7

M. R 2 2 0 1 2 0 2 2 1 0

 M. Ex 0 2 0 2 0 0 1 0 0 0

G1xG2 14 9 16 23 11 9 21 18 11 15

He PIC %P

G 1: Coleção de acessos IF Baiano; G 2: Populações Naturalizadas; Cb: Combinação;  M. R: Marcadores raros;   M. Ex: Marcadores 

exclusivos; *Marcadores exclusivos; %P: Porcentagem de Polimorfismo; PIC: Conteúdo de Informação Polimórfica; He: 

Heterozigosidade Esperada.

Total

Subgrupos e 

Marcadores

Marcas geradas (Combinações RGAs) 
Grupos

G 1

G 2
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grupos de acessos da coleção de germoplasma (0,20) e para as populações naturais (0,15), que 

apresentou uma diversidade genética baixa, com He menor que 0,10 em diferentes regiões 

amostradas. Os acessos das regiões F e B apresentaram os menores índices de He 

considerando a coleção de germoplasma (0,16) e os acessos da região C a maior (0,26). Para 

as populações de ambiente natural os índices variaram nas regiões de Anagé (0,05) e Caculé 

(0,32).  

O PIC médio foi estimado em 0,14 e de maneira geral, indicou a que as regiões 

genômicas avaliadas mostram-se pouco informativas, com exceção aos genótipos de Caculé, 

que apresentaram índices considerados informativos (0,25). Esse resultado está de acordo 

Botstein et al. (1980), em que reportaram que os índices abaixo de 0,25 são considerados 

poucos informativos; entre 0,25 e 0,50, informativos; e acima de 0,50 muito informativos, 

onde considera-se 0,50 o valor máximo alcançado em marcadores com herança alélica 

dominante, como os RGAs (Chesnokov; Artemyeva, 2015).   Em estudos anteriores de 

caracterização e seleção de marcadores RGAs, observou-se médias de 67,3% de polimorfismo 

0, 21 de He e 0,17 de PIC para 12 combinações de RGAs utilizadas nesse estudo (Santos et al. 

(2021b).  Embora não existam registros na literatura de caracterização genética de algaroba 

com marcadores RGAs, seus índices médios de He se assemelham a valores observados em 

marcadores dominantes, tais como RAPD (He médio = 0,21) (Hamza, 2010) e para 

marcadores moleculares ISSR aplicados em espécies do gênero, como Prosopis cineraria (L.) 

com He média de 0,31 (Sharma et al., 2011). Dessa forma, esse é um importante registro para 

a compreensão da dinâmica relativa ao comportamento da diversidade genética de regiões 

RGA para o gênero Prosopis, com efeito ao potencial de adaptabilidade em ambiente natural, 

como espécie invasora ou como uso estratégico no manejo em áreas degradas de interesse 

comercial (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2018; Agbagwa et al.,2018; Reddy et al., 2019). 

Ao estimar a diferenciação genética inter e intrapopulacional, para os marcadores 

RGA, por meio da análise de variância molecular, observou-se que 26% da variação genética 

ocorre entre populações (PhiPT médio em 0,25) e 74% representa as diferenças dentro as 

populações (Figura 4).  
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Figura 4: Análise de variância molecular (AMOVA) entre e dentro da coleção 

de germoplasma do IF baiano e populações naturalizadas. 

 

De acordo Hartl; Clark (2010), resultados que apresentam valores de PhiPT ≥ 0,25 

indicam uma grande diferenciação entre subpopulações, entre 0,15 e 0,25 diferenciação 

moderada e abaixo de 0,05 uma diferenciação insignificante. Em estudos com marcadores 

RAPD com P. juliflora a diferenciação genética observada foi maior em comparação a este 

estudo, com PhiPT médio de 0,32 (Hamza, 2010). 

A análise Bayesiana identificou a estrutura genética mais provável em dois 

agrupamentos correspondentes à dois pools gênicos, com possibilidade de sub-estrutura 

genética em três, considerando os scores mais elevados. O modelo de Evanno; Regnaut; 

Goudet (2005), estimou o valor de ΔK médio de 1200 para K=2 e ΔK médio de 580 para 

K=3, sendo estes os modelos mais prováveis existentes para as 192 amostras analisadas de P. 

juliflora  (Figura 5).   

 

Entre Pop 

26% 

Dentro Pop 

74% 

Porcentagens de Variância Molecular 

[PhiPT = 0,258; P < 0,01] 
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Figura 5: Estimativa de estrutura genética (pool gênicos – K2 e K3- mais prováveis) com base em 

análises Bayesiana, adotando método descrito por Evanno; Regnaut; Goudet (2005). 

 

 

O histograma ilustra o nível de estrutura genética, com a identidade mais provável de 

cada genótipo analisado ao seu pool gênico respectivo. Devido às duas possibilidades de 

modelos populacionais estimadas no modelo Evanno; Regnaut; Goudet (2005), o histograma 

apresenta a correlação de frequências genéticas para ambas, sendo considerando K=2 na parte 

superior e K=3 na parte inferior (Figura 6). O comportamento do coeficiente de associação 

(Q), para os acessos da coleção de germoplasma mostra uma identidade homogênea para um 

dos pools gênicos, representado na cor vermelha, considerando K= 2, com a identidade 

estimada em 82% para o respectivo pool gênico. No entanto, as populações naturais revelam 

uma maior identidade com um pool gênico distinto, representado pela cor verde, estimado em 

72%. Isso evidencia uma diferenciação genética nos genótipos de origem de ambientes 

naturais e em coleções gerenciadas, com reflexos ligados à curta história evolutiva de 

introdução de P. juliflora em ambiente natural, bem como na construção da coleção de 

germoplasma presentes no IF baiano. 
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Figura 6: Estrutura genética observada em 192 acessos de Prosopis juliflora (144 acessos presentes 

em coleção de germoplasma e 48 acessos em populações naturalizadas.  

 

Cada coluna do histograma representa um acesso e as cores representam a composição de cada pool 

gênico, sendo considerado dois (parte superior) e três (parte inferior) pools gênicos. Números de 1 a 6 

correspondem aos bancos A à F; e de 7 a 13 as populações amostradas nas regiões: Caculé, Urandi, 

Ibiassucê, Guanambi, M. Pedra, Itambé e Anajé. Os gráficos de pizza representam o percentual médio 

de cada pool gênico nos acessos da coleção de germoplasma e nas populações naturalizadas.  

 

 

Considerando o modelo de subestrutura genética em três pools gênicos (K=3), é 

possível verificar que as frequências alélicas nas coleções de germoplasma abrigam variações 

que mostram uma maior tendência à heterogeneidade genética para a mistura entre pools 

gênicos representados pela cor vermelha (32%), azul (58%) e verde (10%), que podem estar 

associados à diversidade genética acessada pelo conjunto de marcadores RGAs para esses 

acessos. Contudo, as frequências gênicas mostraram pouca mistura em populações naturais, 

evidenciando que a variabilidade genética existente entre a coleção de germoplasma e os 

acessos dos oito ambientes da mesorregião centro-sul baiano, são distintas de acordo os pools 

gênicos obtidos (Figura 6).  

O modelo de estrutura genética Bayesiana existente entre os acessos de P. juliflora foi 

confirmado pela Análise de Coordenadas Principais (PCoA). Os resultados da análise 

multivariada alocaram os agrupamentos constatando a similaridade genética e a sub-estrutura 

em três pools gênicos (Figura 6) entre os genótipos das regiões amostradas. Os gráficos 
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mostram o comportamento dos agrupamentos no plano bidimensional relativo ao local de 

amostragem e ao pool gênico correspondente (Figura 7). 

 

 

  
Os gráficos representam o percentual médio de cada um dos três pools gênicos (representados pelas 

cores azul, vermelho e verde) estimado com base nas análises Bayesianas. A descrição da coleção e 

das populações naturalizadas estão padronizadas conforme descrito na metodologia.  

 

Figura 7: Análise de coordenadas principais (PCoA) de sete popularizações naturalizadas e uma 

coleção de germoplasma  de Prosopis juliflora caracterizados com marcadores análogos a genes de 

resistência (RGA).  

 

Nos gráficos da figura 7 estão representados por cores diferentes o percentual médio 

de cada um dos três pools gênicos. O pool gênico vermelho prevaleceu nas populações 

naturalizadas de Urandi e Caculé (90% vermelho). No pool gênico verde, abrange as 

populações naturalizadas de Malhada de Pedra, Anagé, Itambé e Guanambi (96% verde), 

enquanto os acessos de Ibiassucê ficou em zona de transição, apresentando 55% do pool 

verde, 45% do pool vermelho e 1% do pool azul.  

Com esses resultados, observou-se que existe uma tendência de diferenciação genética 

com subestrutura de três pools gênicos, todos representadas nas amostras analisadas, embora 
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considerando a subestrutura genética, o pool gênico azul foi menos representativo em 

populações naturais, mas observando à coleção de germoplasma in vivo, a subestrutura 

genética mostra uma mistura que evidencia a diferenciação entre locais amostrados, com 

presença de 58% do pool gênico azul, 32% do pool gênico vermelho e 10% do pool gênico 

verde, confirmando então a analise Bayesiana. Esse pode ser um reflexo da dinâmica da 

diversidade genética na coleção de germoplasma mantida in vivo, pois a algaroba é 

predominantemente alogama e polinizada por espécies de abelhas que podem restringir a 

polinização cruzada em longas distâncias, além da dispersão ser influenciada devido ao 

gerenciamento nas áreas (Felker, 1982; Lima, 1999; Kalisz; Vogler; Hanley, 2004).  

Os RGAs são ferramentas moleculares, que geram informações podendo subsidiar 

programas de seleção e melhoramento genético, uma vez que este tipo de marcador molecular 

possui relação com regiões de resistência potencialmente expressas (Sekhwal et al., 2015). 

Embora ainda se faça necessária maiores estudos para relacionar genótipo com fenótipo, estes 

dados fornecem suporte para iniciar uma seleção de genótipos de maior interesse. Assim 

subsidiando estratégias aplicadas ao manejo em áreas com ocorrência da espécie, tendo em 

vista seu potencial adaptativo. 

 

5.4 CONCLUSÃO 

Os marcadores RGAs mostrara-se ferramentas úteis para a caracterização genético-

molecular de P.juliflora, permitindo estimar a estrutura genético-populacional da espécie em 

ao menos dois pools gênicos e subestrutura em três pools gênicos. Os resultados obtidos 

contribuem com o conhecimento genético-molecular de P. juliflora, o que pode auxiliar na 

compreensão do comportamento e adaptação da espécie em ambiente natural ou gerenciado, 

subsidiando informações para serem utilizadas em estratégias de manejo da espécie.  
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VI CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

 
  Os resultados obtidos no estudo, podem auxiliar no conhecimento genético-molecular 

em Prosopis juliflora (Sw.) Dc. Ao comparar diferentes protocolos de extração de DNA 

genômico podemos indicar o protocolo mais eficiente para ser utilizado na espécie e propor 

adaptações metodológicas que reduzem insumos nocivos à saúde humana e o custo do 

procedimento.  

Os marcadores RGAs (Resistance Gene Analogs) são ferramentas que auxiliam 

estudos genético-molecular e sua caracterização e seleção possibilitaram indicar as 

combinações mais adequadas para subsidiar o estudo da diversidade genética nas populações 

de P. juliflora.  

O estudo de diversidade genética contribuiu com o conhecimento da diversidade e a 

estruturação de populações de P. juliflora, referentes às populações naturalizadas da 

mesorregião centro sul baiano e a coleção de germoplasma pertencentes ao IF Baiano, campus 

Itapetinga. As análises da diversidade e estruturação genética forneceram informações 

práticas, que podem ser utilizadas no estabelecimento de estratégias de conservação e 

melhoramento genético. 
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Resumo: Algaroba, Prosopis juliflora (SW) DC., é uma espécie arbórea adaptada no Brasil 

com valor alimentício animal e ambiental para reflorestamento. Porém pouco se sabe sobre 

sua diversidade genético-molecular. Portanto objetivou-se estudar diferentes índices de 

similaridade a partir de caracterizações genéticas da algaroba obtidas por meio dos 

marcadores ISSR e RGA em indivíduos naturalizados no sudoeste da Bahia. Folhas jovens de 

36 indivíduos foram coletadas no município de Itapetinga, Bahia. O DNA foi extraído pelo 

método SDS 10% e quantificado pela razão de absorbância A260/A230 e A 260/A280 nm. 

Dez pares de RGA e 23 iniciadores ISSR foram utilizados para a reação de PCR, cujas 

reações foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 2% por 2 h. O resultado da 

genotipagem (matriz binária) foi utilizado para cálculo dos índices de similaridade de Jaccard, 

Simple Matching e Sorensen Dice. Por fim, foram realizados os agrupamentos UPGMA, 

otimização de Tocher e PCA. Foram observados 205 e 68 marcas polimórficas, com 

heterozigosidade esperada de 0,28 e 0,21; informação polimórfica de 91,71% e 0,17% e 

distância genética de 8,0 e 8,53 para ISSR e RGA, respectivamente. Essas informações 

contribuem para o entendimento da distribuição e adaptação da espécie em áreas 

reflorestadas. 
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