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RESUMO

O tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) é considerado uma fonte promissora de
materia prima para producédo de biodiesel, por causar menos impacto ambiental que os
derivados do petroleo. O presente trabalho teve por objetivo quantificar a divergéncia
genética entre matrizes de tucumanzeiro selecionadas para producdo de frutos e teor de
6leo na polpa por meio de marcadores ISSR e SSR. Para isso foi realizada,
primeiramente, a extragdo e quantificagdo de DNA’s dos foliolos de 52 matrizes do
BAG-Tucumad. Para a selecdo dos primers ISSR foram utilizadas quatro amostras de
DNA escolhidas ao acaso e 100 primers ISSR da UBC a temperatura de anelamento de
47°C para verificar a amplificacdo. Entre os 100 primers ISSR avaliados 29 foram pré-
selecionados e submetidos a novas PCR’s com diferentes temperaturas de anelamento
(44°C a 55°C) para selecionar os primers pela nitidez das bandas. Desse total foram
selecionados 19 primers ISSR que amplificaram bandas nitidas em Ta variando de 44°C
(UBC 859) a 55°C (UBC 879 e UBC 890). Ap0s esse processo, as 52 amostras de DNA,
sendo 29 selecionadas para producdo de frutos e 29 para teor de 6leo na polpa, onde seis
amostras se repetem nos dois grupos, foram genotipadas com base nos 19 primers ISSR,
12 locos SSR desenvolvidos para Astrocaryum aculeatum e oito locos desenvolvidos
para Bactris gasipaes. Ap0s as genotipagens foram obtidas as estimativas de
dissimilaridade, heterozigosidade e analise de variancia molecular realizadas pelos
programas NTSYS e GenAlex. Os resultados demonstraram que 0s dezesseis
iniciadores ISSR geraram 87 bandas e formagéo de pelo menos dois grupos formados
pelo dendrograma para as duas selecdes, a analise de variancia molecular demonstrou
que 98% da variagdo detectada se encontra dentro dos grupos e 2% entre 0s grupos. Dos
vinte locos SSR aplicados, seis demonstraram boa amplificacdo gerando ao todo 24
alelos com média de 3,6 alelos por loco e formacdo de pelo menos dois grupos gerados
pelo dendograma para as duas sele¢cdes. A analise molecular demonstrou que 73,22% da
variancia detectada se encontra dentro dos grupos e apenas 26,78% entre 0s grupos, o
fluxo génico demonstrou um alto valor igual a 3,382 indicando grande movimentacao
de genes entre as matrizes dos grupos. Os resultados indicam que a selecdo

intrapopulacdo é mais adequada para estudos de melhoramento em A. vulgare.

Palavras-chave: Amazonia. Arecaceae. Astrocaryum vulgare. Marcadores moleculares.

Polimorfismo. Variabilidade genética.



ABSTRACT

The fiber palm tree (Astrocaryum vulgare Mart.) is considered a promising source of
raw material for biodiesel production, to cause less environmental impact than
petroleum. This study aimed to quantify the genetic divergence between matrices fiber
palm tree selected for fruit production and oil content in the pulp through ISSR and SSR
markers. For it was held, first, extraction and quantification of DNA's of 52 leaflets
headquarters BAG-Tucuma. To select the ISSR primers were used four DNA samples
chosen at random and 100 ISSR primers UBC to 47 ° C annealing temperature to verify
amplification. Among the 100 evaluated 29 ISSR primers were pre-selected and
subjected to further PCR's with different annealing temperatures (44 ° C to 55 ° C) to
select the primers by the sharpness of the bands. Of these 19 were selected ISSR
primers which amplified clear bands in Ta ranging from 44 ° C (UBC 859) at 55 ° C
(879 UBC and UBC 890). After this process, the 52 DNA samples, 29 selected for fruit
production and 29 for oil content in the pulp, where six samples are repeated in both
groups were genotyped based on 19 ISSR primers, 12 SSR loci developed for
Astrocaryum aculeatum eight loci developed for Bactris gasipaes. After genotyping
were obtained estimates of dissimilarity, heterozygosity and analysis of molecular
variance performed by NTSYS and GenAlex programs. The results showed that the
sixteen ISSR primers produced 87 bands and forming at least two groups formed by
dendrogram for the two selections, the analysis of molecular variance showed that 98%
of the detected variation is within the groups and 2% between groups. Twenty applied
SSR loci, six showed good amplification generating a total of 24 alleles with an average
of 3.6 alleles per locus and training of at least two groups generated by dendogram for
both teams. Molecular analysis showed that 73.22% of the variance is detected within
the groups and only 26.78% between groups gene flow showed a high value of 3.382
indicating great movement of genes between the groups of arrays. The results indicate

that the selection intrapopulagéo is more suitable for improvement in A. vulgare studies.

Keywords: Amazon; Arecaceae; Astrocaryum vulgare; Molecular markers;

Polymorphism; Genetic variability;
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1 CONTEXTUALIZACAO

O tucumanzeiro, Astrocaryum vulgare Mart., palmeira da tribo Cocoeae, conhecida
também como tucumd, tucum, tucuma-do-para e aouara, € uma espécie oleaginosa e
nativa da América do Sul, Guiana Francesa e Suriname (CAVALCANTE, 1991). Essa
espécie perene & mondica, possui caule maultiplo e espinhos pretos de tamanhos
variaveis por quase toda a extensdo da planta (OLIVEIRA et al., 2012), com altura
variando de 8 a 10 m. Seus frutos possuem forma ovoide, do tipo drupa e de coloracéo
variavel indo do amarelo ao vermelho e sua polpa, com espessura de alguns milimetros,
tem caracteristica oleosa com gosto doce, odor caracteristico, mesocarpo fibro-carnoso
considerado comestivel (PESCE, 2009). A polpa é bastante nutritiva com elevadas
quantidades de provitamina A ‘“betacaroteno”, fonte também de vitaminas B; e C,
proteinas e excelente fonte calorica. Sua inflorescéncia tem as flores unissexuais, onde
as femininas possuem um namero mais elevado e séo protegidas por uma espata denso-
espinhosa (CAVALCANTE, 2010)

Essa palmeira pode ser encontrada em pastos, capoeiras e florestas, e se
desenvolve bem em solos pobres de terra firme em forma de manchas (SHANLEY:;
MEDINA, 2005). Na floresta, é esporadicamente encontrada em pequenas densidades,
ao contrario das areas desmatadas onde possui grande abundancia e ocorréncia
espontanea, dispostas em densas manchas em rogados, pastagens e margens de estradas
com cerca de 50 individuos por hectare (CAVALCANTE, 1991; MIRANDA et al.,
2001; LORENZI et al., 2004)

Tem grande importancia social e econdmica nas localidades onde ocorre
naturalmente, pois todas as partes da planta sdo uteis a comercializacdo. Para Shanley e
Medina (2005) o tucumé possui muitas utilidades sendo a polpa usada na fabricagédo de
“vinho”, sorvete, picolé, e sabdo. Além disso, a partir do carogo e dos espinhos séo
produzidas biojdias, e as folhas podem ser utilizadas na fabricacdo de redes de pesca,
cestas e cordas. Bora (2001) relata que do fruto se extrai o 6leo da polpa e o dleo da
améndoa, que possuem cor alaranjada com consisténcia liquida, sendo grandes fontes de
acidos graxos, 6mega 3, 6 e 9. Mesmo com toda essa potencialidade, esta espécie ainda
tem sido pouco estudada, apresentando caréncia de informacdes que possam leva-la ao

grau de planta domesticada.
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Na Amazonia, essa palmeira vem ganhando destaque como fonte promissora de
matéria prima a producdo de biodiesel. Contudo, informacdes agronémicas que possam
viabilizar o cultivo racional dessa espécie sdo raras ou inexistentes, principalmente
sobre variabilidade de germoplasma que possam subsidiar programas de melhoramento
genético.

A preocupacao com a sustentabilidade global € um dos assuntos mais discutidos
no mundo, devido aos efeitos negativos ao meio ambiente e a humanidade ocasionados
pela queima exaustiva de combustiveis fdsseis ndo renovaveis, que emitem altos indices
de poluentes (PEUKER; FAGUNDES, 2002). Além disso, ha previsdes de que 0s
combustiveis fosseis estejam chegando ao fim, o que tem levado a procura de novas
alternativas que sejam biodegradaveis e que minimizem os efeitos das emissdes de
gases poluentes. Dentre estas alternativas, tem-se o biodiesel visto como um grande
aliado da sustentabilidade (GHASSAN, 2003), por ser capaz de atender a maioria da
frota de veiculos a diesel existente no mercado (LAURINDO, 2003). Assim, a busca
por plantas oleaginosas com potencial para a producéo de biodiesel se faz necessaria.

Na domesticacdo de uma espécie, uma etapa essencial é a coleta de material
propagativo para a instalagdo de Banco de Germoplasma, pois estudos basicos sobre o
material conservado sdo essenciais para subsidiar programas de melhoramento genético
(VILLELA-MORALES et al., 1997). Para o tucumd, durante a década de 80 foram
realizadas as primeiras coletas para a formacdo do BAG — Tucumad da Embrapa
Amaz6nia Oriental em varios locais (LIMA; COSTA, 1991). Nesse banco foram
selecionadas matrizes com alta producgéo de frutos e, mais recentemente, matrizes com
alto teor de Oleo na polpa. Entretanto, ndo se tem informagdes se esses dois grupos de
matrizes podem ser usados como populacdes basicas para iniciar um programa de
melhoramento genético, principalmente quanto a variabilidade intragrupo e a
divergéncia intergrupo.

Estudos envolvendo a quantificagdo da divergéncia genética em tucumanzeiro,
apesar de serem de grande importancia, na literatura, tem-se apenas um estudo
enquadrado nesse assunto, com uso de marcadores RAPD demonstrando a variabilidade
genética em A. vulgare (OLIVEIRA et al., 2012).

A divergéncia genética é destinada a identificar combinagdes hibridas de maior
efeito heterdtico em maior heterozigose e grupos de progenitores que resultem em
geracGes com maior segregacdo em recombinantes, além da possibilidade de recuperar

genotipos superiores (CRUZ et al.,, 2004), e pode ser quantificada por varios
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marcadores, dentre eles os morfologicos, 0s agrondmicos, 0s bioquimicos, o0s
citoldgicos e os moleculares. Os marcadores moleculares se tornaram uma grande
ferramenta, pois sdo capazes de distinguir gendtipos morfologicamente similares e
geneticamente aparentados (TOPPA; JADOSKI, 2013), usando a técnica de PCR
(reacd0 em cadeia da polimerase). O surgimento dessa técnica permitiu o
desenvolvimento de uma nova classe de marcadores, dentre eles o ISSR e 0 SSR.

Os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sd@o baseados em microssatélites, néo
exigindo conhecimento prévio da sequéncia de DNA, e sdo marcadores dominante
(ZIETJIEWICZ et al., 1994). Por serem, degenerados e considerados semi arbitrarios
de alta reprodutibilidade, podem ser utilizados com sucesso em estudos de diversidade e
divergéncia genética (TSUMURA et al., 1996; LIU; WENDEL, 2001; REDY et al.,
2002). Pelo fato desses marcadores serem aleatorios e existirem um grande ndmero
deles disponiveis, ha necessidade de identificar aqueles Uteis para serem aplicados no
genoma da espécie em foco.

Os marcadores microssatélites (Simple Sequence Repeat) sdo sequéncias repetidas
em tandem de 2 a 6 nucleotideos, que possuem boa distribuicdo no genoma (TAUTZ,
1989), apresentam como caracteristica a codominancia e sdo multialélicos, fornecendo
alto conteddo informativo, ocorrendo ao longo do genoma (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; BUSO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2006). Esses ultimos
marcadores sdo 0s mais indicados para estudos de estrutura genética de populacdes,
além de serem utilizados para estudos de diversidade e divergéncia genética.

O presente estudo teve por objetivo utilizar marcadores ISSR e SSR como
ferramenta na identificagdo e quantificacdo da divergéncia genética em matrizes de

tucumanzeiro selecionadas para producéo de frutos e teor de 6leo na polpa.

1.1 HIPOTESE

Matrizes de tucumanzeiros selecionadas para producdo de fruto e teor de o6leo
apresentam divergéncia e variabilidade genética, que poderdo ser confirmadas pela
presenca de polimorfismo, com base em marcadores ISSR e SSR. Para que possam ser

usados como populagdes basicas em programas de melhoramento.

1.2 OBJETIVOS
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1.2.1 OBJETIVO GERAL
Quantificar a divergéncia genética entre matrizes de tucumanzeiro selecionadas

para producdo de frutos e teor de 6leo na polpa por meio de marcadores ISSR e SSR.

1.2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar primers ISSR que amplifiguem e possuam nitidez de bandas para
serem aplicados em genomas de tucumanzeiros.

b) Quantificar a dissimilaridade genética entre matrizes de tucumanzeiro
selecionadas para produgcdo de frutos e teor de Oleo na polpa, quantificando a
variabilidade intra e intergrupo, além de identificar as mais divergentes como subsidios
ao programa de melhoramento dessa palmeira por meio de marcadores ISSR.

C) Quantificar a dissimilaridade genética entre matrizes de tucumanzeiro
selecionadas para produgdo de frutos e teor de Oleo na polpa, quantificando a
variabilidade intra e intergrupo, além de identificar as mais divergentes como subsidios

ao programa de melhoramento dessa palmeira por meio de marcadores SSR.
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2 Selecdo de primers ISSR para aplicacdo em genomas de tucumanzeiros
(Astrocaryum vulgare Mart.)

RESUMO

Astrocaryum vulgare Mart. é uma palmeira nativa da Amazbdnia conhecida
popularmente por tucumd-do-Parad. Seus frutos sdo utilizados nas agroindistrias,
cosméticas e alimenticias, além de serem fontes promissoras de matéria prima para
producdo de biodiesel. Mas, a escassez de informacBes agrondmicas dificulta seu uso
em programas de melhoramento. Objetivou-se selecionar primers ISSR para uso em
genomas de tucumanzeiros. Foram coletadas amostras de foliolos de 52 matrizes de
tucumanzeiro selecionadas no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia
Oriental. Para a extracdo de DNA, foram quantificados em gel de agarose a 1 % com
base em trés concentragdes de DNA Lambda. Para a realizagdo das PCR’s foram
escolhidas, ao acaso, quatro amostras, nas quais foram aplicados 100 primers ISSR da
UBC set n° 9, sendo todas testadas a temperatura de anelamento (Ta) de 47°C e, depois,
a dois gradientes de temperatura de anelamento, a baixo e acima do padrdo (47°C). Os
produtos foram separados em gel de agarose a 1,5%, em eletroforese horizontal, corados
com brometo de etidio, fotodocumentados e armazenados digitalmente. A selecdo foi
realizada com base na amplificagdo e na nitidez das bandas. Dos 100 primers avaliados,
29 amplificaram bandas a 47°C. Desse total 19 primers ISSR produziram bandas nitidas
em Ta variando de 44°C a 55°C. Portanto os primers selecionados mostram-se capazes
de amplificar produtos em genomas de A. vulgare, possibilitando a utilizagdo em

estudos de variabilidade, similaridade, diversidade e divergéncia genética.

Palavras-chave: Amplificacdo. Marcadores moleculares. Nitidez. Palmeira.

Polimorfismo. Temperatura de anelamento.
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ABSTRACT

Astrocaryum vulgare Mart. is an Amazonian native palm and popularly known as fiber
palm tree. Its fruits are used in agribusiness, cosmetics and food, and are promising
sources of raw materials for biodiesel production. But the lack of agronomic
information hinders its use in breeding programs. The objective was to select ISSR
primers for use in tucumanzeiros genomes. Leaflets samples were collected from 52
mothers of tucumanzeiro selected in the Active Germplasm Bank of Embrapa
Amazonia Oriental. For DNA extraction were quantified on a 1% agarose gel based on
three concentrations of Lambda DNA. To perform the PCR's were chosen at random
four samples, in which they were applied 100 primers ISSR UBC September 9, all of
which tested the annealing temperature (Ta) of 47 ° C and then the two temperature
gradients annealing at low and above the standard (47°C). The products were separated
on agarose gel at 1.5% by horizontal electrophoresis, stained with ethidium bromide,
photodocumented and stored digitally. The selection was based on the amplification and
the sharpness of the bands. Of the 100 primers evaluated, 29 amplified bands to 47°C.
Of this total 19 ISSR primers produced clear bands in Ta ranging from 44 ° C to 55 ° C.
Therefore, the selected primers shown to be capable of amplifying products A. vulgare
genomes, allowing use in variability studies, similarity, diversity and genetic
divergence.

Keywords: Amplification, Molecular markers, Sharpness, Palm Tree, Polymorphism,

Annealing temperature.
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil possui grande quantidade de espécies vegetais capaz de fornecer
matéria prima para a producdo de combustivel renovavel. Na regido amazonica séo
encontradas varias espécies oleaginosas, utilizadas para varios fins, entre elas tem-se a
producdo de combustiveis e a industria cosmética (PESCE, 2009). Nesse contexto esta o
tucuma-do-Para (Astrocaryum vulgare Mart.), espécie da familia Arecaceae, cujo centro
de dispersdo encontra-se na Amazonia Oriental chegando a Guiana Francesa e ao
Suriname (SHANLEY; MEDINA, 2005). Apesar de sua potencialidade como matéria
prima na producao de biodiesel, pouco ou quase nada se tem de informagGes genéticas
que possam subsidiar programas de melhoramento com vista a obter sementes de
qualidade para atender plantios racionais, principalmente sobre a quantificacdo da
variabilidade genética.

O uso de marcadores moleculares vem ganhando destaque na atualidade, pelo seu
amplo potencial de uso no melhoramento genético e por serem capazes de acessar 0
genoma de uma espécie, minimizando o efeito ambiental e erros de identificacdo da
espécie (BORBA et al.,, 2005). Ferreira e Grattapaglia (1998) descrevem esses
marcadores como sendo segmentos de DNA, facilmente ligados a locos que determinam
uma caracteristica de interesse. Dentre os varios marcadores utilizaveis, tem-se 0s
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), desenvolvidos por Gupta et al.
(1994) e Zietkiewiz et al (1994) e que apresentam caracteristica dominante. Seu
desenvolvimento foi baseado nos microssatélites com produtos que correspondem a
sequéncias de tamanhos variados flanqueando as regides repetidas de microssatélites,
iguais e orientadas em direcGes opostas que podem estar ancoradas na extremidade 5’
ou 3’ da fita de DNA.

Os marcadores ISSR s&o mais robustos do que os marcadores RAPD, pois
apresentam maior superficie de ancoragem, devido ao tamanho do primer e por
possuirem maiores temperaturas de reassociacdo, produzindo um aumento na
reprodutibilidade dos produtos gerados (TSUMURA et al, 1996;). O resultado de sua
amplificacdo, através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), provém de regifes
localizadas entre dois locos SSRs, gerando um sistema de marcagdo multilocos atil para
analise de diversidade (ZIETJIEWICZ et al., 1994; GODWIN et al., 1997).

Esses marcadores ndo necessitam do conhecimento prévio do material genético

(L1U; WENDEL, 2001). S&o eficientes no que se refere a identificacdo de cultivares e
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estimativa de parentesco através da analise do DNA em qualquer espécie apresentando
resultados confiaveis e rapidez em seus resultados com custos relativamente menores
comparados a outros tipos de marcadores. Sdo muito utilizados em trabalhos com
espécies pouco conhecidas, como o A. vulgare, pelo fato de ndo precisar do
conhecimento prévio do material genético e da utilizagdo de primers especificos, une as
vantagens dos SSRs, o polimorfismo dos marcadores AFLP e a universalidade do
RAPD (REDDY et al., 2002.), além de detectarem niveis de polimorfismo similares ou
superiores comparados aos RFLP e RAPD (GODWIN et al., 1997). Portanto, devem
também contribuir em programas de melhoramento genético vegetal, selecionando
gendtipos que futuramente podem ser utilizados como genitores de novas cultivares
(COSTA, 2010; RODRIGUES, 2010). Entretanto, na literatura especializada ndo ha
relatos do uso desses marcadores em genomas de tucuma-do-para.

Este trabalho teve como objetivo selecionar primers ISSR para uso em anélises

genéticas de genomas de tucuma-do-para.

2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de genética e biologia molecular da
Embrapa Amazénia Oriental — Belém-PA. Foram selecionadas ao acaso quatro amostras
de DNA gendmico obtidas de matrizes selecionadas do Banco de Germoplasma de
tucumd, BAG — Tucuma dessa Embrapa, as quais se encontram conservadas a -80 °C.
As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose a 1% pela comparagdo com
o DNA do fago lambda nas concentracées de 50, 100 e 200 ng/ul™. Apés essa etapa, as
amostras foram diluidas para concentracdo de 10 ng/ul™ para serem utilizadas nas
reacdes de PCR.

As PCR’s (Reagao em Cadeia da Polimerase) foram feitas com as quatro
amostras de DNA aplicando 100 primers ISSR (801 a 900) da UBC (University of Brish
Colombia) e realizadas em termociclador AB (Applied Biosystems). O mix teve volume
final de 20 uL por amostra contendo: 8,18 uL de agua mili-Q (ultra pura), 2,0 uL de
Tampdo (10 x PCR-MgCIy), 2 uL de MgCl, (50 mM), 1,38 uL de dNTPs (100 ul de
cada ANTP e 600 pul H20 mili-Q), 1,38 uL de BSA (2,5 mg/ml), 2,66 uL de primer (20
nmol), 0,2 uL de TAQ polimerase (5 U/ul) ¢ 2 uL de DNA (10 ng). O programa de
amplificacdo utilizado teve fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 1,5 min, seguida de

40 ciclos nas seguintes condigcfes: 40 s para desnaturagdo a 94°C; temperatura de
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anelamento padronizada em 47°C; 2 min para extensdo a 72°C. A extensdo final foi
realizada a 72°C por 5 min.

Os produtos da amplificacdo foram aplicados em gel de agarose a 1,5 %,
corados com brometo de etidio e revelados em eletroforese horizontal com tampdo TBE
1X e Ladder de 1kb (Invitrogen), conduzida em 90 V por 1,5 h. Os perfis dos géis
foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta, fotodocumentados e
utilizados na avaliacdo. A analise dos produtos gerados foi feita visualmente, usando
como critério de sele¢do a amplificacdo de bandas.

Os primers pré-selecionados foram submetidos a dois gradientes de temperatura
de anelamento: 1) variando trés graus abaixo de 47°C (44°C a 46°C), e 2) variando oito
graus acima (48°C a 55°C), com vista a identificar a temperatura de anelamento mais
adequada. Apos as PCR’s, os produtos obtidos foram revelados em eletroforese
horizontal nas mesmas condicdes ja descritas acima e, atraves dos perfis dos géis, foram
selecionadas as melhores temperaturas para cada primer de acordo com a nitidez das
bandas.

Foi contado o numero de bandas produzidas em cada primer na temperatura de
anelamento (Ta) escolhida, para a estimativa do ndmero 6timo de bandas ISSR em

genomas das matrizes desejaveis para frutos e 6leo.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 100 primers ISSR testados, 29 foram escolhidos pelo critério de
amplificacdo de bandas e constam na Tabela 2.1. Desse total, foram selecionados 19
primers com base na nitidez das bandas, os quais estdo discriminados na Tabela 2.2. Os
19 primers amplificaram poucas bandas nas quatro amostras utilizadas, com média de
bandas por primer igual a 1,13 (Tabela 2.3). Entre os primers selecionados, 0 UBC 890
e UBC 891 também foram selecionados para a espécie Phoenix dactylifera por Hamza
et al (2013), pela sua capacidade de gerar padrdes de bandas amplificadas de forma
consistente e pela facilidade de avaliar polimorfismo. Para A. vulgare, esses iniciadores
geraram um padrdo de amplificacdo apropriado com bandas reprodutiveis e consistentes
(Figura 2.1).
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Tabela 2.1. Identificacdo dos 29 primers ISSR pré-selecionados ap6s a amplificagdo de DNA de

Astrocaryum vulgare na temperatura de anelamento de 47°C e suas sequéncias.

Primer Sequéncia Primer Sequéncia Primer Sequéncia
UBC 815 (CT)sG UBC 853 (TC)sRT UBC 879 (CTTCA);
UBC 817 (CA)g UBC 855 (AC)YT UBC 881 (AT)sYA
UBC 818 (CA)G UBC 856 (AC)sYA UBC 884 HBH(AG),
UBC 835 (AG)gYC UBC 857 (AC)YG UBC 885 BHB(GA),
UBC 840 (GA)YT UBC 858 (TG)RT UBC 886 VDV(CT),
UBC 841 (GA)gYC UBC 859 (TG)sRC UBC 887 DVD(TC),
UBC 846 (CA)RT UBC 864 (ATG)s UBC 889 DBD(AC),
UBC 847 (CA)sRC UBC 865 (CCG)s UBC 890 VHV(GT),
UBC 848 (CA)RG UBC 868 (GAA)s UBC 891 HVH(TG),
UBC 852 (TC)RA UBC 872 (GATA),

Tabela 2.2. Identificacdo dos 19 primers ISSR selecionados para Astrocaryum vulgare com as

temperaturas de anelamento (Ta) mais adequadas e o nimero de bandas geradas.

Primer Ta (°C) N° de bandas Primer Ta (°C) N° de bandas
UBC 815 45° 1 UBC 859 44° 1
UBC 835 50° 1 UBC 864 52°
UBC 840 45° 2 UBC 865 46° 1
UBC 841 54° 1 UBC 872 45° 1
UBC 846 49° 1 UBC 879 55° 3
UBC 847 47° 1 UBC 881 53° 2
UBC 848 48° 2 UBC 884 54° 1
UBC 852 52° 1 UBC 890 55° 2
UBC 855 45° 1 UBC 891 46° 1
UBC 856 54° 1

Média 1,31

Total de bandas 25

Souza et al., (2009) detectaram temperaturas diferentes utilizando cinco primers
ISSR entre eles UBC 840 e UBC 868, em genomas de babacu, e constataram que esses
dois primers amplificaram em temperaturas de anelamento (Ta) iguais a 55°C e 49°C,
respectivamente, demonstrando que a Ta deve ser avaliada por espécie e para cada
primer. Bornet e Branchard (2001) ressaltam que a Ta € especifica e sempre superior a
Tm (Temperatura de Melting) para um primer ISSR, pois 0 mesmo requer altas

temperaturas para facilitar o anelamento. HRISTOVA et al.,, (2011) obtiveram
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resultados semelhantes para os primers que vdo de UBC 801 a UBC 805, ou seja, ndo

tiveram amplificacdo devido a temperatura de fusdo desses primers serem baixas.

1Y 1 2 3 A e 1 2 3 4 1 23412 34
Bl

- e - -

840 841 881 .884
45°C 54°C 53°C 54°C
Figura 2.1. Perfis de géis de agarose contendo produtos de amplificacdo dos primers ISSR da UBC 835,
840, 841, 872, 881, 884, e suas temperaturas de anelamento étimas, 55°C, 45°C, 54°C, 45°C, 53°C e
54°C, respectivamente, utilizando DNA de quatro gendtipos de A. vulgare (individuos 1, 2, 3 e 4).

Marsafari e Mehrabi (2013) utilizaram 14 primers ISSR em progénies de
Phoenix dactylifera L., dentre eles o primer UBC 841 com temperatura igual a 55°C
que se aproximou da temperatura 6tima escolhidas para A. vulgare de 54°C e para 0s
iniciadores UBC 835, UBC 840 e UBC 884 encontraram temperaturas diferentes, 55°C,
53°C e 51°C, respectivamente. Esses autores demonstraram a ocorréncia de 100% de
polimorfismo nos primers UBC 840, UBC 841 e UBC 884 comparado aos demais e que
tais primers podem ser indicados para estudos sobre diversidade genética pelos seus
desempenhos. Além desses iniciadores, esses autores utilizaram outros e obtiveram boa
amplificacdo para P. dactylifera sugerindo que os mesmos sdo adequados para A.
vulgare.

Os marcadores ISSR também foram estudados em espécies de outros géneros,
dentre eles a espécie Theobroma grandiflorum descrita por Silva et al. (2011) que
utilizaram 27 iniciadores, onde 15 geraram bandas nitidas e robustas, com quantidade de
fragmentos e reprodutibilidade satisfatéria e concluiram que os primers selecionados
podem ser utilizados para estudos de divergéncia genética em populagdes cultivadas
dessa espécie. Lima et al (2009) avaliaram a variabilidade da gravioleira (A. muricata
L.) através dos marcadores ISSR e observaram que dos 11 primers testados, cinco
marcadores tiveram amplificacdo de bandas consistentes e apresentaram um total de 47
bandas, sendo 27 delas polimérficas concluindo que marcadores do tipo ISSR podem

ser utilizados na analise de divergéncia genética nesta espécie.



27

Gaiero et al (2011) estudaram a diversidade genética de espécies desse género
utilizando cinco marcadores ISSR e relataram que esses marcadores possuem alta
capacidade discriminatoria entre as amostras, produzindo um total de 74 fragmentos,
onde 90,5% deles demonstraram-se polimdrficos e concluiram que esses marcadores
podem ser utilizados em planos de conservagdo a longo prazo, e podem auxiliar em
estudos taxondmicos de espécies estreitamente relacionadas.

Zehdi et al. (2004), aplicaram 12 iniciadores ISSR em genomas de 12 variedades
de Phoenix dactylifera com o objetivo de identificar marcadores informativos para a
investigacao de estudos filogenéticas das variedades em foco. Observaram que apenas 9
amplificaram de 7 a 16 bandas polimorficas, com média de 9,11 bandas, relataram
também que os padrdes polimorficos gerados sugerem que o uso de marcadores do tipo
ISSR, pode ser uma alternativa para examinar a diversidade genética em nivel de DNA
das variedades estudadas.

Souza e Lima (2013) usaram 18 iniciadores ISSR em amostras de bacurizeiro
(Platonia insignis Mart) e observaram um total de 236 loci com 221 bandas
polimorficas (93,64%), com média de 13 bandas por primer. O iniciador UBC 810
possuiu 0 maior nimero de loci (n = 21) enquanto 0 UBC 842 e o UBC 890 obtiveram
menor ndmero (n = 9) e concluiram que os marcadores ISSR representam uma
ferramenta rapida, confiavel e de baixo custo e eficaz para a identificacdo de gendtipos
e estruturacdo genética de populagdes. Ainda ressaltaram que esses marcadores podem
contribuir em programas de conservagdo de melhoramento, considerado um recurso
potencialmente valioso que ainda precisa ser aproveitada e explorada de forma eficaz.

De acordo com Rodrigues (2010) o aumento da temperatura de anelamento de
primers ISSR para a adaptacdo de protocolos, pode resultar em um nimero menor de
bandas amplificadas, o que correu nos resultados de A. vulgare. Por esse fato, ha a
necessidade de se utilizar um maior numero de iniciadores para resultados mais
confidveis, mas por outro lado, a identificacdo de bandas homologas é extremamente
mais acurada.

Para melhores resultados, se faz necessario realizar adequacdes no programa de
amplificacdo especifico para cada primer e modificacGes nas reacdes de eletroforese
para marcadores ISSR. Alguns fatores como o0 método de extracdo de DNA, quantidade
de primers por amostra, concentracdo de MgCl, e concentracdo de dNTP devem ser

estudados para obtencédo de resultados satisfatorios.
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2.4 CONCLUSAO

Dos primers ISSR testados, 19 mostram-se capazes de amplificar produtos em
genoma de A. vulgare, o que possibilita a utilizacdo dos mesmos em estudos que
envolvam a quantificagdo da variabilidade, similaridade, diversidade e divergéncia

genetica.
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3 Divergéncia genética entre matrizes de tucumanzeiros (Astrocaryum vulgare
Mart.) selecionadas para producdo de frutos e teor de dleo na polpa por

marcadores ISSR

RESUMO

O tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) destaca-se como uma das espécies nativas
da Amazonia de grande potencial econémico e social a populacéo local. Apresenta uso
integral, sendo utilizado nas industrias alimenticias, de cosmeticos e de produtos
medicinais. Recentemente seus frutos foram indicados como fonte de matéria prima na
producdo de biodiesel. Porém, ha escassez de informacgdes agronémicas sobre a espécie,
resultando em grandes esfor¢os da pesquisa, no sentido de obter pacote tecnologico para
seu plantio racional, sendo o principal o fornecimento de sementes de qualidade. Por
isso, a quantificacdo da divergéncia é de extrema importancia, para solucionar esses
problemas. Esse trabalho teve como objetivo quantificar a divergéncia genética entre
matrizes de tucumanzeiro selecionadas para a producéo de frutos e teor de 6leo na polpa
com base em marcadores ISSR. Para isso foi realizada a extracdo de DNA, ap06s a coleta
dos foliolos de 52 matrizes de A. vulgare sendo 29 selecionadas para producdo de frutos
e 29 para teor de 6leo havendo seis matrizes coincidentes. As amostras foram
genotipadas por 19 primers ISSR. Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. As
imagens obtidas foram fotodocumentadas e genotipadas. Ap6s a contagem, foram
estimadas a similaridade genética pelo coeficiente de Jaccard, a heterozigosidade e
analise de variancia molecular pelos programas NTSYS e GenAlex, respectivamente.
Os resultados de mostraram que pelo menos dois grupos foram formados para os dois
tipos de selecdo através do dendrograma, a estimativa de variabilidade genética revelou
que o indice de Shannon (I) tanto para fruto, quanto para 6leo obtiveram valore baixos
(0,253 e 0,267, respectivamente), indicando baixa diversidade genética. A analise de
variancia molecular demonstrou que 98% da variancia se encontrou retida dentro dos
grupos e apenas 2% entre eles. Os marcadores ISSR demonstraram boa amplificacdo
nos genomas de A. vulgare. As matrizes selecionadas para teor de 6leo apresentaram
mais variabilidade que as de fruto, onde tais matrizes podem ser melhoradas via sele¢do

recorrente intrapopulacional.

Palavras-chave: Arecaceae. Similaridade. Grupos. Variancia molecular.
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ABSTRACT

The fiber palm tree (Astrocaryum vulgare Mart.) stands out as one of the Amazonian
native species of great economic and social potential for local people. It has full use and
is used in food industry, cosmetics and medicinal products. Its fruits were recently listed
as a source of raw material in the production of biodiesel. However, no shortage of
agronomic information on the species, resulting in major research efforts, in getting
technology package for its rational planting, the main supply of quality seeds.
Therefore, the quantification of the difference is extremely important to solve these
problems. This study aimed to quantify the genetic divergence between matrices
tucumanzeiro selected for the production of fruit and oil content in the pulp based on
ISSR markers. For this DNA extraction was carried out after collecting the leaflets of 52
matrices A. vulgare 29 being selected for fruit production and 29 for oil content having
six coincident arrays. Samples were genotyped for 19 ISSR primers. The amplification
products were subjected to horizontal agarose gel electrophoresis stained with 1.5%
ethidium bromide. The images have been photo documented and genotyped. After
counting, it was estimated by Jaccard genetic similarity coefficient, heterozygosity and
analysis of molecular variance by NTSYS and GenAlex programs, respectively. The
results showed that at least two groups were formed for two kinds of selection by the
dendrogram, the estimated genetic variability revealed that the Shannon index (1) to
both fruit, and to oil obtained low valore (0.253 and 0.267, respectively), indicating low
genetic diversity. The analysis of molecular variance showed that 98% of the variance
was found retained within the groups and only 2% of each other. ISSR showed good
amplification in the genomes of A. vulgare. Matrices selected for oil content showed
more variability than the fruit, where such arrays can be improved via intrapopulation

recurrent selection.

Keywords: Arecaceae. similarity. Groups. Molecular variance.
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3.1 INTRODUCAO

O género Astrocaryum abrange 40 espécies distribuidas em 12 paises, sendo
constituido essencialmente por palmeiras encontradas em ecossistemas tropicais da
América do Sul (CAVALCANTE, 1996). No Brasil, ha a ocorréncia de 26 espécies,
onde algumas delas apresentam potencial econdmico devido a extracdo de fibras,
producdo de frutos e de d6leo (KAHN, 2008). Dentre essas espécies, encontra-se 0
tucumanzeiro (A. vulgare Mart.) que se destaca como uma das espécies nativas da
Amazobnia de grande potencial econdémico e social a populacdo local. Essa espécie
apesar de ter uso integral, apresenta como destaque a exploracdo de seus frutos, os quais
sdo utilizados na industria de alimentos (polpa in natura, polpa processada, sorvete,
picolé, etc.), cosméticos, medicinal, além das sementes serem utilizadas como matéria
prima para artesanatos (VILLACHICA et al., 1996) e, mais recentemente, seus frutos
foram indicados ao mercado de biodiesel (OTERO, 2012). Apesar do potencial
apresentado, ainda é explorada pelo extrativismo, o qual ndo oferece produtos de
qualidade. Como hé escassez de informagdes agrondmicas sobre a espécie, necessita-se
de grandes esfor¢os da pesquisa, no sentido de obter pacote tecnoldgico para seu plantio
racional como o fornecimento de sementes de qualidade.

Uma das primeiras etapas para se domesticar uma espécie envolve a coleta de
material reprodutivo em populagfes naturais a formacdo de Bancos de Germoplasma,
por proporcionar a realizacdo de estudos basicos sobre o material conservado que
possam subsidiar programas de melhoramento genético (VILLELA-MORALES et al.,
1997). Para esta palmeira as primeiras coletas foram realizadas durante a década de 80 a
formacdo do primeiro Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da espécie em questdo
(LIMA; COSTA, 1991). Dentro desse BAG foram selecionadas matrizes com alta
producéo de frutos (OLIVEIRA et al., 2012) e mais recentemente, matrizes com alto
teor de 6leo na polpa. Contudo, para alavancar o programa de melhoramento, a
quantificacdo da variabilidade e da divergéncia genética torna-se de extrema
importancia.

Estudos sobre divergéncia sdo Uteis na identificacdo de progenitores que possam
fornecer maior efeito heterético e maior probabilidade na obtencdo de gendtipos
superiores e podem ser quantificados por meio de varios marcadores dentre eles 0s
moleculares. O uso de marcadores moleculares se tornou uma ferramenta importante

pelo seu grande potencial de distincdo de gendtipos morfologicamente similares e
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geneticamente aparentados, atualmente esses marcadores estdo complementando ou
substituindo a caracterizacdo morfolégica e agrondmica tradicional (TOPPA,
JADOSKI, 2013). Ha varios marcadores moleculares disponiveis no mercado e que
podem ser Gteis na quantificacdo da divergéncia genética, como os ISSR.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sdo marcadores dominantes, baseados em
microssatélites, cujos primers podem estar desancorados ou usualmente ancorados na
extremidade 5 ou 3’ por 1 a 4 bases degeneradas e possuem a vantagem de analisar
locos maltiplos em uma Gnica reagdo (GOULAO; OLIVEIRA, 2001). S&o considerados
semi-arbitrarios com alta reprodutibilidade, relacionado ao tamanho do primer e pela
necessidade de temperaturas elevadas para o anelamento, onde um dnico primer €
utilizado nas reacdes gerando fragmentos de comprimentos variados, com abundante
polimorfismo (LIU; WENDEL, 2001; TSUMURA et al., 1996; REDY et al., 2002).
Podem ser recomendados em analises de espécies relacionadas evolutivamente, com
resultados confiaveis, sendo marcadores de alta reprodutibilidade, locos polimérficos
em quantidades satisfatorias e por apresentarem rapidez em seus resultados com custos
razoavelmente menores em comparagdo aos outros marcadores (RODRIGUES, 2010).
Por serem robustos e mais eficientes que os marcadores RAPD 0 uso desses marcadores
torna-se de grande importancia para se caracterizar o A. vulgare, pois através deles é
possivel realizar cruzamentos e aumentar a eficiéncia da selecdo nas etapas do programa
de melhoramento genético da espécie (CLEMENT, 2001).

Ressalta-se também a quase inexisténcia de estudo sobre a quantificacdo da
variabilidade e da divergéncia genética com base em marcadores moleculares
abordando a espécie em questdo. O Unico trabalho encontrado utilizou marcadores
RAPD na quantificacdo da divergéncia genética de matrizes selecionadas para producéo
de frutos (OLIVEIRA et al, 2012).

Assim, objetivou-se quantificar a divergéncia genética entre matrizes de
tucumanzeiro selecionadas para a produgdo de frutos e teor de 6leo na polpa com base

em marcadores ISSR.
3.2 MATERIAL E METODOS
O material genético utilizado no presente trabalho se refere a dois grupos de

matrizes de tucumanzeiro conservados no Banco de Germoplasma (BAG-tucuma) da

Embrapa Amazonia Oriental Belém-PA. O primeiro grupo representa 29 matrizes
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selecionadas para producgdo de frutos e o segundo grupo por 29 matrizes selecionadas

para alto teor de 6leo na polpa, totalizando 52 matrizes, pois seis delas sdo comuns aos

dois grupos (Tabela 3.1). Dessas matrizes foram retirados foliolos para a extragéo de

DNA gendmico total.

Tabela 3.1. Identificacdo das 52 matrizes de tucuma do Pard sendo 29 selecionadas para producdo de

fruto e 29 para teor de 6leo.

N° N° N° Ne

LABGEN  Campo Selecéo Procedéncia LABGEN  Campo Selecao Procedéncia
1 Tuc 1-1 @) Marapanim-PA 27 Tuc 12-4 @) Salindpolis-PA
2 Tuc 1-3 FeO Marapanim-PA 28 Tuc 13-3 @) Salin6polis-PA
3 Tuc 2-2 F Marudé-PA 29 Tuc 14-1 @) Salindpolis-PA
4 Tuc 2-3 FeO Maruda-PA 30 Tuc 15-1 F Salindpolis-PA
5 Tuc 2-4 FeO Marudé-PA 31 Tuc 15-3 F Salin6polis-PA
6 Tuc 2-6 F Maruda-PA 32 Tuc 16-1 F Salindpolis-PA
7 Tuc 3-1 F Marapanim-PA 33 Tuc 16-2 F Salindpolis-PA
8 Tuc 3-3 F Marapanim-PA 34 Tuc 16-3 FeO Salindpolis-PA
9 Tuc 4-1 F Curuca-PA 35 Tuc 16-4 0] Salinopolis-PA
10 Tuc 4-3 F Curuga-PA 36 Tuc 16-5 @) Salinopolis-PA
11 Tuc 4-4 F Curucé-PA 37 Tuc 19-3 @) Braganga-PA
12 Tuc 4-5 ] Curuca-PA 38 Tuc 19-4 @) Braganca-PA
13 Tuc 4-6 FeO Curuga-PA 39 Tuc 20-2 F Braganca-PA
14 Tuc 4-7 ] Curuga-PA 40 Tuc 20-3 F Braganga-PA
15 Tuc 4-8 F Curuca-PA 41 Tuc 20-4 @) Braganca-PA
16 Tuc 4-9 F Curuga-PA 42 Tuc 20-6 @) Braganca-PA
17 Tuc 5-4 @] Magalhdes Barata-PA 43 Tuc 20-7 FeO Braganga-PA
18 Tuc 6-1 F Maracana-PA 44 Tuc 21-1 F Braganca-PA
19 Tuc 6-5 F Maracana-PA 45 Tuc 21-4 F Braganca-PA
20 Tuc 6-6 F Maracana-PA 46 Tuc 28-1 @) Carutapera-MA
21 Tuc 6-9 F Maracana-PA 47 Tuc 28-3 @) Carutapera-MA
22 Tuc 8-5 @) Primavera-PA 48 Tuc 28-4 @) Carutapera-MA
23 Tuc 9-2 F Salinopolis-PA 49 Tuc 28-5 @) Carutapera-MA
24 Tuc 9-6 F Salindpolis-PA 50 Tuc 30-5 @) Pinheiro-MA
25 Tuc 10-4 @) Igarapé-Acu-PA 51 Tuc 31-2 @) Pinheiro-MA
26 Tuc 12-3 @] Salinopolis-PA 52 Tuc 31-8 @) Pinheiro-MA

F: fruto; O: 6leo.

A extracdo de DNA seguiu o protocolo CTAB proposto por Doyle & Doyle
(1987) com algumas modificagdes (COSTA; OLIVEIRA, 2002). Apés a extracdo do



36

DNA foi procedida a quantificagdo das 52 amostras em gel de agarose a 1%, coradas
com o corante brometo de etidio e comparadas com DNA padrdo do fago lambda em
trés concetragbes distintas (50, 100 e 200 ng/ul™), sendo auxiliada pelo programa
Labimage. Em seguida, as amostras foram diluidas para a concentragdo de trabalho de
10 ng/ul e armazenadas em ultrafreezer, até 0 momento do uso nas anélises de PCR com
marcadores ISSR.

Foram selecionados previamente 19 primers ISSR e aplicados nos dois grupos de
matrizes de A. vulgare (Tabela 3.2). As reacdes de amplificagcdo foram realizadas em
termociclador AB (Applied Biosystems) para um volume final de 20 puL por amostra e
contendo: 8,18 uL de agua miliq (ultra pura), 2,2 pL de Tampao (10x PCR-MgCl,), 2
uL de MgCl;, (50 mM), 1,38 ulL de dNTPs (100 pul de cada ANTP e 600 pl H20 mili-Q),
1,38 uL de BSA (2,5 mg/ml), 2,66 uL de primer, 0,2 uL de TAQ polimerase (5 U/ul) e 2
puL de DNA (10 ng). O programa de amplificagdo utilizado foi o de acordo com Souza
et al (2009), que possui uma fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 1,5 min, seguida de
40 ciclos nas seguintes condigdes: 40s para desnhaturacdo a 94°C; temperatura de
anelamento igual a 47°C; 2 min para extenséo a 72°C. A extenséo final foi realizada a
72°C por 5 min.

Tabela 3.2. Identificagdo dos 19 Primers ISSR selecionados para Astrocaryum vulgare e suas

temperaturas de anelamento.

Primer Sequéncia Ta (°C) Primer Sequéncia Ta (°C)
UBC 815 (CT)sG 45° UBC 859 (TG)sRC 44°
UBC 835 (AG)sYC 50° UBC 864 (ATG)s 52°
UBC 840 (GA)YT 45° UBC 865 (CCG)g 46°
UBC 841 (GA)YC 54° UBC 872 (GATA), 45°
UBC 846 (CA)RT 49° UBC 879 (CTTCA); 55°
UBC 847 (CA)RC 47° UBC 881 (AT)sYA 53°
UBC 848 (CA)RG 48° UBC 884 HBH(AG), 54°
UBC 852 (TC)RA 52° UBC 890 VHV(GT), 55°
UBC 855 (AC)sYT 45° UBC 891 HVH(TG), 46°
UBC 856 (AC)sYA 54°

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal em gel

de agarose 1,5% corados por brometo de etidio com tampdo TBE 1X e Ladder de 1kb
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(Invitrogen), conduzida em 90 V por 1,5 h. Os resultados das eletroforeses foram
visualizados em transluminador sob luz ultravioleta, digitalizados e armazenados para
posterior avaliagao.

A avaliacéo foi realizada por meio da presenca (1) e auséncia (0) de bandas, para
elaboracdo da matriz binaria para estimar a similaridade entre as amostras com base no
coeficiente de Jaccard. As andlises de divergéncia foram realizadas no programa
NTSYS-pc na versdo 2.02, para a aquisicao das dissimilaridades genéticas organizadas
por dendrograma que foi obtido pelo método de agrupamento de médias aritméticas ndo
ponderadas (UPGMA) (Unweighted pair-group method averages) (SNEATH; SOKAL,
1973).

A matriz binaria, foi empregada para o calculo das similaridades genéticas atraves

do coeficiente de Jaccard pela expresséo:

Sgij=__ a
(@a+b+c)
Onde:
sg;; : coeficiente de Jaccard
a: numero da ocorréncia da presenca das bandas no par de gendtipos i e j;
b: nimero da ocorréncia da presenca da banda somente em i;

C: nimero da ocorréncia da presenca da banda somente em j;

O método de Tocher foi obtido atraves da matriz de similaridade gerada pela
formacdo do grupo de inicio baseado no par de individuos mais proximos. Para método
foi estabelecido um critério, onde a distdncia média intragrupos foi mantida sempre
inferior a qualquer distancia intergrupos (RAO, 1952), para a inclusdo de novos

individuos através de:

Se dgrupo)* < 6, 0 individuo k é inserido no grupo;
n

Se dgrupo)*> O, 0 individuo k ndo ser4 inserido no grupo.

n
Em que:

n: numero de individuos que fazem parte do grupo de inicio.
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O valor médio dentro de um grupo sofre um aumento quando se insere um
gendtipo dentro do mesmo. Dessa forma, essa insercdo pode ser realizada através da
comparagao entre o acréscimo no valor médio da distancia dentro do grupo e um nivel
maximo permitido, podendo ser de forma arbitraria, ou adotada, realizado mais
comumente, o valor maximo da medida de similaridade encontrado no conjunto das
menores distancias envolvendo cada um dos individuos (CRUZ et al., 2004). Para a
estimativa da variancia (AMOVA) através da matriz de distancia genética de Nei, 0
programa GenAlex 6 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi utilizado, para avaliar a

distribuicdo da variagdo genética entre as matrizes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dezenove iniciadores, trés nao amplificaram bandas nitidas e dezesseis
geraram 87 bandas no grupo das 29 matrizes selecionadas para producdo de fruto.
Desse total, 49 mostraram-se polimorficas com média de 5,4% de bandas por iniciador.
O namero de marcadores polimdrficos variou de zero (UBC 840, UBC 859, UBC 864 e
UBC 891) a seis (UBC 815 e UBC 846) e encontram-se descritas na Tabela 3.4. O
primer UBC 846 apresentou a maior percentagem de polimorfismo com 85,7% seguido
do UBC 815 com 75%, indicando que os mesmos podem ser utilizados para acessar 0
genoma da espécie em foco com sucesso. Hamza et al. (2013) utilizando os primers
UBC 890 e UBC 891 em Phoenix dactilyfera relataram padréo de amplificagdo similar
e consideraram como adequado com bandas claras e consistentes e ainda detectaram
menor numero de bandas polimorficas (34). Ja Marsafari e Mehrabi (2013) obtiveram
162 bandas com 95,67% de polimorfismo ao aplicarem 14 primers ISSR em genomas
também de P. dactilyfera e consideraram marcadores robustos na divergéncia e
diversidade genética. A Figura 3.1 apresenta o padrdo de amplificagdo do primer
UBCB835 mostrando um grande nimero de bandas.

O dendrograma separou as 29 matrizes selecionadas para producéo de frutos a
partir de 70% de similaridade, a maior similaridade foi registrada entre as matrizes Tuc-
10 e Tuc-11 com 95,2% e, a menor, entre as matrizes Tuc-3 e Tuc-45 com 62,3%.
Oliveira et al (2012) ao aplicarem 24 primers RAPD nessas mesmas matrizes,
observaram que o valor médio de similaridade foi de 51,7%, onde esse resultado

demonstra consideravel variabilidade genética no grupo.



39

Tabela 3.3. Total de bandas, de bandas polimérficas e porcentagem de polimorfismo gerado pelos 16

primers ISSR aplicados no grupo de matrizes de tucumanzeiro selecionadas para produgdo de frutos.

Primer Total de bandas Bandas polimorficas Polimorfismo (%)
UBC 815 8 6 75,0
UBC 835 7 5 71,4
UBC 840 1 0 0,0
UBC 841 5 4 80,0
UBC 846 7 6 85,7
UBC 847 5 4 80,0
UBC 848 4 2 50,0
UBC 852 9 5 55,5
UBC 855 6 4 66,7
UBC 856 10 5 50,0
UBC 859 1 0 0,0
UBC 864 2 0 0,0
UBC 872 7 2 28,5
UBC 879 7 3 42,8
UBC 890 5 3 60,0
UBC 891 3 0 0,0

Média 5,4 3,1 46,6

Total 87 49 -

123 4 56 78 9101112 13141516 17181920 21222324 25262728 29

Figura 3.1. Perfil de amplificagdo em gel de agarose 1,5% do primer UBC 835 nas 29 matrizes de

tucumanzeiro selecionadas para a producdo de frutos.

Com base no dendrograma percebe-se a formacdo de dois grandes grupos com
varios subgrupos (Figura 3.2). O primeiro grupo formado por 10 matrizes, com destaque
para a matriz Tuc-45 que ficou isolada das demais, e 0 segundo grupo por 19 matrizes,
composto de dois subgrupos, um contendo cinco e 0 outro 14 matrizes. A correlacéo
cofenética foi alta (r= 0,82), evidenciando alta confiabilidade na formacgdo desses
agrupamentos. De um modo geral, percebe-se que houve tendéncia na formacao dos

agrupamentos por matrizes da mesma procedéncia (localidade) ou de municipios
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préximos, inclusive com separacdo de subgrupos por localidade (Tabela 3.1 e Figura
3.2). Por exemplo, no grupo | as matrizes sdo oriundas de Salinopolis (Tuc-30, Tuc-32,
Tuc-31, Tuc-33 e Tuc-34) e Braganca (Tuc-39, Tuc-40, Tuc-43, Tuc-44 e Tuc-45).

| T ' T ' T ' T T L T ' T ' T ' T |
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 3.2. Dendrograma gerado a partir das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard
entre 0s genomas das 29 matrizes de tucuma-do-paré selecionadas para producéo de frutos, com base nas
87 bandas obtidas por 16 primers ISSR.

No grupo de matrizes selecionadas para teor de éleo na polpa foram encontradas
também 87 bandas, com média de 5,4 bandas por primer, dentre elas 51 monstraram-se
polimérficas, sendo esse grupo de matrizes mais polimérfico do qué o de producéo de
frutos (Tabela 3.5). O nimero de bandas polimdrficas por primer variou de 0 (UBC
859, UBC 864 e UBC 891) a 6 (UBC 815, UBC 846). O primer UBC 840 obteve a
maior percentagem de polimorfismo (100%), seguido do primer UBC 846 com 85,7%.

Tais resultados sugerem que o baixo numero de bandas e polimorfismo
encontrado, seja decorrente das proximidades geograficas onde as matrizes foram

coletadas e pelo alto grau de parentesco materno existente entre as mesmas.
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Tabela 3.4. Total de bandas, de bandas polimérficas e da porcentagem de polimorfismo gerado pelos 16

primers ISSR no grupo das 29 matrizes de tucumanzeiro selecionadas para teor de dleo na polpa.

Primer Total de bandas Bandas polimdrficas Polimorfismo (%o)
UBC 815 8 6 75,0
UBC 835 7 5 71,4
UBC 840 1 1 100,0
UBC 841 5 4 80,0
UBC 846 7 6 85,7
UBC 847 5 4 80,0
UBC 848 4 2 50,0
UBC 852 9 5 55,6
UBC 855 6 5 83,3
UBC 856 10 5 50,0
UBC 859 1 0 0,0
UBC 864 2 0 0,0
UBC 872 7 2 28,6
UBC 879 7 3 42,9
UBC 890 5 3 60,0
UBC 891 3 0 0,0

Média 5,4 32 53,9

Total 87 51 -

O dendrograma gerado para o grupo de matrizes selecionadas para teor de 6leo na
polpa formou também dois grandes grupos com, pelo menos, dois subgrupos no
segundo grupo (Il a e Il b) a partir de 70% de similaridade genética. A maior
similaridade foi encontrada entre o par Tuc-27 e Tuc-29 com mais de 95% de
similaridade entre os genomas (Figura 3.3). Nesse caso, também houve tendéncia da
formacdo de grupos por localidade, sendo, porém menor do qué no grupo de matrizes
selecionadas para producdo de frutos. Podendo-se destacar o grupo | formado por
genomas de trés matrizes (Tuc-50, Tuc-51 e Tuc-52) oriundas de Pinheiro, MA.

Silva (2013) ao aplicar cinco primers ISSR em genomas de macauba (Acrocomia
aculeata), dentre eles o primer UBC 835 obteve média de bandas polimdrficas por
primer bem menor que a encontrada no presente estudo(2,2) e relacionou ao pequeno

numero de primers utilizado.
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Figura 3.3. Dendrograma gerado a partir das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard
entre 0s genomas das 29 matrizes de tucuma-do-pard, selecionadas para teor de dleo na polpa, com base

nas 87 bandas obtidas por 16 primers ISSR.

De acordo com Sabir et al. (2014), marcadores ISSR sdo baseados em regides
repetidas em séries de curtas sequéncias de DNA consideradas altamente polimdrficas
mesmo entre genotipos estreitamente relacionados, devido a falta de limitagbes
funcionais em regides ndo codificantes do DNA. Esses autores ao utilizarem 13 primers
ISSR em genomas de tamara (P. dactylifera) constataram alto grau de polimorfismo
(114 bandas com 85% de polimorfismo e 8,8 bandas/primer) bem acima do detectado
nos genomas dos dois grupos de matrizes de A. vulgare aqui estudados.

Por outro lado Srivashtav et al (2013) ao aplicarem 18 primers ISSR em genomas,
também, de tdmara verificaram que, apenas dois deles se mostraram polimdrficos e
geraram 13 bandas, sendo trés polimorficas, ou seja, baixo nivel de polimorfismo
(23,07%).

Primers ISSR também se mostraram mais polimorficos do que qualquer outro tipo
de marcador, em estudos para distingdo de individuos em germoplasma estreitamente
relacionados (GUPTA et al, 1994;. SALIMATH et al., 1995; VIRK et al., 2000).

As inferéncias feitas com base nos marcadores ISSR para os dois grupos de

matrizes de tucumanzeiro quanto ao numero de alelos observados (Na) e o ndmero
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efetivo de alelos (Ne) evidenciam que os dois grupos foram semelhantes e mostraram
baixos valores (Tabela 3.6). No caso do indice de Shannon (I) os valores foram de
0,253 (frutos) e de 0,267 (6leo), indicando baixa diversidade genética nos dois grupos.
Este indice é indicado em andlises com marcadores dominantes, pois ndo se baseia na
heterozigosidade, 0 que se torna vantajoso, pois a maioria dos indices de diversidade é
dependente da estimativa da heterozigosidade (ESTOPA et al., 2006). Os valores
encontrados de “I” nos dois grupos indicam alto grau de certeza de que 0S grupos sejam
préximos geneticamente, o que explica a concordancia de seis genomas nos dois
grupos. Chagas et al. (2015), encontraram valores proximos a estes para o dendé
(Elaeis guineensis), quando utilizaram seis locos ISSR, com valores de 0,194 e 0,285

para a diversidade genética de Nei e o indice de Shannon, respectivamente.

Tabela 3.5. Estimativa de variabilidade genética nos dois grupos de matrizes selecionadas de A. vulgare

por marcadores ISSR.

Populagéo Na Ne | H P%

Eruto 1517 (0,059)  1,281(0,038) 0,253 (0,030) 0,167 (0,021) 54,02%

Sleo 1,540 (0,059) 1,288 (0,037) 0,267 (0,029) 0,174 (0,020)  56,32%

Na: nimero de alelos observados; Ne: niumero efetivo de alelos; I: indice de Shannon; h: diversidade

genética de Nei; P%b: porcentagem de locos polimérficos; ( ): desvio padréo.

Em comparacdo com a diversidade genética de Nei obtida em trés populagdes de
buriti (Mauritia flexuosa), os valores encontrados nos dois grupos de matrizes de
tucumanzeiro foram considerados baixos (ROSSI et al., 2014).

A analise de variancia molecular realizada entre e dentro dos dois grupos de
matrizes de tucumanzeiro com o0 uso dos 87 marcadores ISSR expressa que 98% da
variagdo detectada se encontra dentro dos grupos e apenas 2% entre os grupos (Tabela
3.7). Esse resultado permite inferir que trabalhando com esses dois grupos de matrizes
como populacdo base o melhoramento genético do tucumanzeiro deve seguir a selecdo
intrapopulacional com maior sucesso.

Para Hamrick (1989), espécies com grandes popula¢des, com sistema misto de
reproducdo e mecanismos eficientes de dispersdo de pdlen e sementes apresentam, em
geral, alta variabilidade genética dentro das populacGes e baixa entre elas. Esse autor
ressalta também que espécies que apresentam intenso movimento de pdlen e sementes

tém menor diferenciacdo entre populacdes do que espécies com fluxo génico restrito. Os
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resultados descritos no presente estudo estdo de acordo com varios trabalhos realizados
com espécies tropicais que atestam maior diferenciacdo dentro de populacdes
(OLIVEIRA; SILVA, 2008; ROSSI, 2014).

Tabela 3.6. Analise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro de dois grupos de matrizes de

tucumanzeiro (A. vulgare) com base em 87 marcadores ISSR.

) Componente
Fonte de variacéo GL SQ QM ) Porcentagem%o
de variacéo
Entre grupos 1 12,621 12,621 0,161 2%
Dentro de grupos 56 445,621 7,958 7,958 98%
Total 57 458,241 20, 579 8,118 100%

De um modo geral, esses resultados sédo de suma importancia, pois os marcadores
ISSR foram capazes de identificar quais os genotipos mais divergentes dentro e entre
grupos, e esses resultados podem orientar na escolha dos parentais para cruzamento em

programas de melhoramento.

3.4 CONCLUSAO

Os marcadores ISSR demonstram boa amplificagdo, nos genomas das matrizes de
tucumanzeiro selecionadas para a produgdo de frutos e teor de 6leo. Pelo menos, trés
grupos divergentes podem ser indicados para compor programas de melhoramento.

As matrizes selecionadas para teor de 6leo demonstram conter maior variabilidade
genética do que as de fruto e as seis matrizes coincidentes nesses dois grupos
selecionados expressam consideravel divergéncia. Tais matrizes podem ser melhoradas

via selecdo recorrente intrapopulacional.
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4 Divergéncia genética entre matrizes de tucumanzeiros (Astrocaryum vulgare
Mart.) selecionadas para producdo de frutos e teor de dleo na polpa por

marcadores SSR

RESUMO

O tucuma-do-Para (Astrocaryum vulgare Mart.) € uma das varias espécies comumente
encontradas na bacia amazonica, vegetando em terrenos secos. Essa palmeira é muito
utilizada como remédio caseiro, na alimentagdo humana e de animais, construcdes de
abrigos, extracao de fibras, producéo artesanal, além da caca e da pesca. Possui grande
potencial para a producdo de 6leo, com excelente fonte de vitamina A, mas poucos
estudos sdo relatados no sentido de contribuir para a sua domesticacdo. O objetivo desse
trabalho foi verificar a divergéncia genética entre matrizes de tucumanzeiros
selecionadas para a producao de frutos e teor de 6leo na polpa por meio de marcadores
SSR. Para tanto foram utilizados dois grupos de matrizes de tucumanzeiros conservados
em Banco de Germoplasma (BAG-tucumd), o primeiro grupo selecionado para
producdo de frutos e o segundo para teor de 6leo na polpa, ambos com 29 matrizes,
onde seis delas se repetem nos dois grupos. Apds a extracdo de DNA as amostras foram
quantificas em gel de agarose a 1% pela comparacdo com DNA do fago lambda nas
concentracdes de 50, 100 e 200 ng/ul™. Para as PCR’s foram testados vinte locos SSR,
sendo oito desenvolvidos para Bactris gasipaes (pupunheira) e doze para Astrocaryum
aculeatum (Tucuma-do-Amazonas). A eletrofore vertical foi realiza em gel de
poliacrilamida a 7%, corado com nitrato de prata a 0,04% e o0s géis escaneados para a
contagem dos alelos. Os dados obtidos foram analisados nos programas NTSYS e
GenAlex. Os resultados demonstram que o dendrograma formou pelo menos dois
grupos tanto para a selecdo de 6leo, quanto para a selecdo de fruto. A estimativa de
variabilidade demonstrou que a heterozigosidade observada (Ho: 0,368 para fruto e
6leo) foi menor que a observada (fruto: 0,492, oOleo: 0,473), a andlise de variancia
molecular revelou que maior percentagem da variancia esta dentro dos grupos (73,22%)
e a taxa de fluxo génico se mostrou alta (3,382), indicando grande movimentacdo de

genes entre as matrizes.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. Microssatélites. Heterozigosidades. Tucuma-

do-para. Variabilidade.
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ABSTRACT

The fiber palm tree (Astrocaryum vulgare Mart.) is one of several species
commonly found in the Amazon basin, vegetate on dry land. This palm is widely used
as a home remedy, in food and animals, buildings shelters, fiber extraction, craft
production, as well as hunting and fishing. It has great potential for the production of
oil, with excellent source of vitamin A, but few studies are reported to contribute to its
domestication. The aim of this study was to evaluate the genetic divergence between
matrices of fiber palm tree selected for the production of fruit and oil content in the pulp
through SSR markers. Therefore, we used two groups of fiber palm tree arrays
maintained in Germplasm Bank (BAG-tucuma), the first group selected for fruit
production and the second for oil content in the pulp, both with 29 matrices, where six
of them are repeated in two groups. After DNA extraction, the samples were quantificas
agarose gel 1% by comparison with lambda DNA at concentrations of 50, 100 and 200
ng / ul-1. For the PCR's were tested twenty SSR loci, eight developed for Bactris
gasipaes (peach palm) and twelve to Astrocaryum aculeatum (Tucuman-the-Amazon).
The vertical eletrofore was done polyacrylamide gel and 7%, stained with silver nitrate
to 0.04% gels and scanned to count the alleles. The data were analyzed in NTSYS and
GenAlex programs. The results demonstrate that the dendrogram formed at least two
groups both for the selection of oil, and for the selection of fruit. The estimation of
variability demonstrated that the observed heterozygosity (Ho: 0.368 to fruit and oil)
was lower than that observed (result: 0.492 oil: 0.473), the analysis of molecular
variance revealed that higher percentage of variance is within the groups (73, 22%) and
flow rate gene showed high (3.382), indicating a large movement of genes between the

dies.

Keywords: Molecular markers, Microsatellites. Heterozygosity. Tucuma palm.

Variability.
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4.1 INTRODUCAO

O tucumd-do-Pard (Astrocaryum vulgare Mart.) € uma das varias espécies
comumente encontradas na bacia amazonica, geralmente localizada em terrenos secos.
Esta palmeira apresenta estipe com 8 a 10 m de altura, os frutos sdo da cor amarelo-
avermelhada e de formato ovoide e a polpa, que reveste o carogo externamente, é
comestivel, oleosa, de paladar doce que é muito utilizada na industria cosmética,
farmacéutica e alimenticia (PESCE, 2009).

Sua utilizacdo esta relacionada principalmente aos costumes das populac@es onde
esta espécie é encontrada, muito usada como remédio caseiro, na alimentacdo humana e
de animais, construcdes de abrigos, extracao de fibras, producéo artesanal, além da caca
e da pesca. Possui grande potencial para a producdo de 6leo, semelhante ao dendezeiro
(Elaeis guineensis Jacg.), com excelente fonte de vitamina A. Contudo, apesar de ser
vista como uma das palmeiras mais importantes para a regido amazonica, seu uso ainda
se restringe ao autoconsumo das comunidades rurais e urbanas, onde poucos estudos séo
relatados no sentido de contribuir para a sua domesticagdo (LIMA et al., 1986).

Assim, para conhecer melhor e contribuir com sua domesticacdo 0 uso de
marcadores moleculares torna-se essencial na obtencéo de tais informagdes, otimizando
0 uso na diversidade genética, auxiliando no estabelecimento de prioridades para
programas de melhoramento (BATUGAL et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010). A
investigacdo da variabilidade genética entre grupos de individuos selecionados de A.
vulgare é de extrema importancia para desenvolver cultivares superiores,
principalmente na sele¢do de parentais divergentes para potencializar a heterose através
de hibridacdes realizadas na espécie em questdo (DAHER et al., 2002).

Muitos marcadores moleculares sdo utilizados para estudos que demonstrem a
divergéncia genética entre individuos ou populages, dentre eles tem-se 0o SSR (Simple
Sequence Repeats) que sdo os mais indicados para estudos de estrutura genética de
populacdes, pois apresentam alta taxa de mutacdo gerada pelas suas regides, por serem
multialélicos e pela ampla distribuicdo no genoma, sdo capazes de identificar alto grau
de polimorfismo (ZUCCHI, 2002; MEDEIROS et al., 2006). Sd0 comumente chamados
de microssatélites, possuem como caracteristica a codominancia, sendo constituidos por
pequenas sequéncias que variam de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (LITT;
LUTY, 1989; WEBER; MAY, 1989; TAUTZ, 1989).
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Marcadores microssatélites apresentam ampla distribuicdo no genoma de
procariotos e eucariotos, com maior frequéncia em regides ndo codificantes, com alta
taxa de mutacdo quando comparados com regides codificantes (TAUTZ, 1989; ZANE
et al., 2002; SELKOE; TOONEN, 2006). Possuem alto grau de heterozigosidade e
conteudo informativo em meio aos marcadores moleculares, permitindo a diferenciacdo
entre individuos de forma eficiente (FERREIRA; GRATTAPLAGIA, 1998; BUSO et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006). Na literatura disponivel ha relatos de seus usos em
estudos sobre a divergéncia genética em varios trabalhos com palmeiras (OLIVEIRA et
al., 2010; SOUZA et al., 2009; SANTANA et al., 2011).

Deste modo, objetivou-se verificar a divergéncia genética entre matrizes de
tucumanzeiros selecionadas para a producao de frutos e teor de éleo na polpa por meio

de marcadores SSR.

4.2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no laboratoério de genética e biologia molecular da
Embrapa Amazonia Oriental. Foram retirados foliolos de dois grupos de matrizes de
tucumanzeiros conservados em Banco de Germoplasma (BAG-tucuma): primeiro
constituido por 29 matrizes selecionadas para a producdo de frutos e o segundo por 29
matrizes selecionadas para teor de 6leo na polpa, totalizando 52 amostras, uma vez que
seis matrizes pertencem aos dois grupos, para a extracdo de DNA genémico (Tabela
3.1).

A extracdo de DNA seguiu o protocolo CTAB proposto por Doyle & Doyle
(1987) com algumas modificacdes (COSTA; OLIVEIRA, 2002). Apds a extracdo do
DNA foi procedida a quantificacdo do DNA das 52 amostras em gel de agarose a 1%,
coradas com o corante brometo de etidio e comparadas com DNA padrdo do fago
lambda em trés concetracBes distintas (50, 100 e 200 ng/ul™), sendo auxiliada pelo
programa Labimage. Em seguida, as amostras foram diluidas para a concentracdo de
trabalho de 10 ng/ul e armazenadas em ultrafreezer, até 0 momento do uso nas PCR’s
com marcadores SSR.

Nas PCR’s foram utilizados vinte locos SSR sendo oito desenvolvidos para
Bactris gasipaes (pupunheira) e doze para A. aculeatum (Tucuma-do-Amazonas), 0s
quais constam na Tabela 4.1. Para os locos de pupunheira (mBg 17, Ta = 52°C; mBg 41,
Ta =52°C; mBg 55, Ta = 52°C; mBg 58, Ta = 52°C; mBg 62, Ta = 52°C; mBg 66, Ta =
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52°C; mBg 77, Ta = 57°C; e mBg 91, Ta = 52°C;) as reacOes foram realizadas para o
volume final de 10 pl com adaptagdes do protocolo desenvolvido por Ramos et al
(2012) e contendo 3,8 ul de H,O mili-Q; 1,0 ul do Tampao 10X; 1,0 ul de MgCl, (50
mM); 1,0 ul de ANTP (100 ul de cada ANTP e 600 ul H20 mili-Q); 1,0 ul de BSA (2,5
mg/ml); 0,5 ul de primer forward (2,5 mM/ul); 0,5 pl de primer reverse (2,5 mM/ul);
0,2 ul de Taq DNA polimerase (1U/5ul); e 1,0 pl de DNA total (10 ng/ul). As reacdes
foram conduzidas em termoclador AB (Applied Biosystems) com fase inicial de
desnaturacdo a 94°C por 2 min., mais 25 ciclos desnaturacdo (94°C por 10s;
temperatura de anelamento de cada primer, por 20 s e 72°C por 30 s). Em seguida, a
fase de extensdo a 72°C por 10 min e, por fim, 20 ciclos (94°C por 10 min; 50°C por 20
se 72°C por 30°C s).

Para os locos de Tucuma-do-Amazonas as reacdes foram feita também no volume
final de 10 pl, com contendo 1,8 ul de H20 mili-Q; 1,0 pl do Tampao 10X; 1,0 ul de
MgCl; (50 mM); 1,0 ul de ANTP (100 pl de cada ANTP e 600 pul H20 mili-Q); 1,0 ul de
BSA (2,5 mg/ml); 1 ul de primer forward (2,5 mM/ul); 1 ul de primer reverse (2,5
mM/ul); 0,2 ul de Tag DNA polimerase (1U/5ul); e 2,0 ul de DNA total (10 ng/ul). As
reacOes foram realizadas em termociclador AB (Applied Biosystems) de acordo com o
protocolo desenvolvido por Ramos et al (2012) em duas fases: a primeira fase de
desnaturacdo (68 °C, 2 min; 94 °C, 30 s) seguido por 30 ciclos (30 sa 92 °C, 35s na
temperatura de anelamento de cada primer, 30 s a 68 °C); o segundo passo consistiu de
15 ciclos (30 s 2 92 °C, 30sa 53 °C, 30 sa 72 °C) e extensdo final & 72 ° C durante 30

min.

Tabela 4.1. Identificacdo dos 12 locos microssatélites desenvolvidos para A. aculeatum e que sera
testada a transferibilidade para A. Vulgare.

Locos

SSR N° de repeticOes Sequéncia dos Primers (5°-3°) Ta (°C)

F: CACATGGTTCCTCCTCGTTC
Aac01 (ATCACT), 60
R: GCGAAAGGGTATAGTCAGCG

F: CGATTTGAGTCCGATGTG
Aac02 (GCCATG), 60
R: GCAGTTGTGTGTCTGGTTCT

F: GCCTCCTTTAGTTCCTGCAC
Aac03 (TCCTACQC), 60
R: AGCATCGGACTTTCCAGGT

F: GCATTGTCATCTGCAACCAC
Aac04 (GT); (GA) 1 60
R: GCAGGGGCCATAAGTCATAA
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F: GTCCAATTCAGCTCGGCTT
Aac05 (TACGCT), 62
R: TTATGCAATGGTGGTGCTGT

F: TCTGATCCATCTGGTTGTCTAA
Aac06 (TC)19(AC)g 64
R: TGCATGGTGCTAGAGTAATCC

F: CAAGCGCCTCCAAGGTAGAT
Aac09 (GT)s 66
R: GGAAAGAGAAGCAAGGAGTGG

F: AGCCGTGAGTGAACTGCTTT
Aacl0 (CT); 60
R: AAGCCCAAACTTCTTCCTCG

F: AAAGGAACAACCCAAGAGGG

Aacll (AC)s 60
R: TGGGGAGTGGACGTAAGTGT
Aaclo (GC)5 (AC)3 F: GCTCTGTAATCTCGGCTTCCT 60
ac
AAAC (AG)7 R: TCCAGTTCAAGCTCTCTCAGC
60
F: CTAGACAACCCAAGAGAGGGG
Aacl3 (CA),
R: TTGGAGAGTGGATGTAGGTGC
Aacld (CA)s (CG), F: GGCCAGTTGTGTTGATGAAA -
ac
(CA)11 (GA)1; R: TTAAGCCCCTGGTGAAAACA

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 7%, corados com nitrato de prata a 0,04% durante 2 h e 30 min.

A eletroforese vertical foi realizada para os vinte locos SSR no volume da reacéo,
ou seja, a 10 pl, acrescidos de 5 ul da solucdo azul de xilenocianol (40%), e tampéo
TBE (Triz base 0,1 M; acido bérico 1M e EDTA 0,5M) de corrida. No processo de
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 7%, por 2 h e 30 min. Apés a
corrida, os geis foram corados com nitrato de prata 0,04%, secos em temperatura
ambiente por 24 horas, escaneados e salvos para a contagem dos alelos.

A partir dos perfis alélicos gerados com os locos microssatélites aplicados nas
amostras de DNA de A. vulgare, foi constituida uma matriz em planilha de Excel, na
qual cada alelo de cada loco foi designado numericamente de 1 até o nUmero maximo
de alelos por loco. Foi utilizado o aplicativo NTSYS para estimar a matriz de
similaridade com base no coeficiente de Jaccard, a divergéncia genética e a obtengéo do
dendrograma gerado pelo método UPGMA. O programa GenAlex 6 (PEAKALL,;
SMOUSE, 2006), foi utilizado para estimar a analise de variancia molecular (AMOVA)
utilizado a matriz de distancia geneética de Nei, foi realizada para avaliar a distribuicdo

da variacdo genética entre as matrizes.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 locos SSR utilizados, apenas seis amplificaram produtos de qualidade
(Figura 4.1), sendo quatro de pupunheira (mBgl7, mBg55, mBg58 e mBg66) e dois de
tucumé&-do-Amazonas (Aac01 e Aac03) gerando ao todo 24 alelos, com média de 3,6
alelos por loco. O grupo de matrizes selecionadas para teor de 6leo na polpa obteve o
maior numero de alelos por loco (3,8), valor esse um pouco acima da média do grupo
(Tabela 4.2). A porcentagem de locos polimérficos foi igual para os dois grupos de
matrizes (66,7%), sendo que quatro dos seis locos mostraram-se polimorficos.

Figura 4.1. Perfil de gel desnaturante de poliacrilamida com loco mBg 55 nas 29 matrizes de A. vulgare

selecionadas para teor de 6leo na polpa.

Tabela 4.2. Tamanho da amostra, nimero de alelos, nimero médio de alelos por loco e porcentagem de
locos polimérficos nos dois grupos de matrizes de tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) com base

em seis locos microssatélites.

B N° de N° médio de % de locos
Populacéo N° de alelos L
amostras alelos/locos polimdrficos
Fruto 29 21 3,5 66,7
Oleo 29 23 3,8 66,7
Total 58 24 3,4

As similaridades genéticas obtidas entre os genomas das 29 matrizes selecionadas
para producdo de frutos apresentaram ampla variacdo (0,286 a 1,0). Os pares de
matrizes mais similares, ou seja, que apresentaram 100% de similaridade, foram Tuc-9
X Tuc-13 e Tuc-15 x Tuc-16, com o primeiro par procedente de Curucd, PA e o segundo

de Curuca e Marcand, PA. Por outro lado, as matrizes mais divergentes com 28,6% de
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similaridade genética foram Tuc-6 x Tuc-33 e Tuc-7 x Tuc-39, sendo procedentes de
Maruda x Salinopolos e Marapanim x Braganca. Tais similaridades permitiram a
formacéo de dois grupos, cada um com dois subgrupos (Figura 4.2): O subgrupo la foi
formado por uma matriz (Tuc-43) procedente de Braganca; o Ib) por oito matrizes a
maioria de Braganca; j& os subgrupos Ila e 1lb) foram constituidos por dez matrizes de
diferentes localidades. Ressalta-se que os pares de matrizes mais similares ocorreram
nesses dois Ultimos subgrupos. A correlacdo cofenética obtida expressa boa
confiabilidade na formacéo dos grupos (r=0,77). De um modo geral percebe-se que o
agrupamento estruturado por esse tipo de marcador permitiu, de alguma forma, alocar as

matrizes por local de coleta.

IoIh

Tuc-30
4{_¢ Tuc-32
Ih Tuc-34

Ia

[ ' 1 ; : I : y X ' I . 2 : y E 1 ; .
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Figura 4.2. Dendrograma gerado a partir das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard
entre os genomas das 29 matrizes de tucuma-do-pard, selecionadas para producdo de frutos, com base em

seis locos SSR.

Em relagdo as similaridades genéticas obtidas entre os genomas das 29 matrizes
selecionadas para teor de 6leo na polpa, a amplitude variou de 0,214 a 0,900. Nesse
caso as matrizes mais similares foram Tuc-38 x Tuc-41, ambas representantes de
Braganga. Enquanto as mais divergentes foram Tuc-22 X Tuc-25 procedentes de
Primavera e Salinopolis, respectivamente. Os 406 pares de matrizes obtidos permitiram
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a formacdo, também, de dois grupos, com o grupo Il apresentando, pelo menos, dois
subgrupos (Figura 4.3), quais sejam: I) formado por trés matrizes (Tuc-48, Tuc-49 e
Tuc-50), procedentes de duas localidades maranhenses; O subgrupo lla) por quatro
matrizes representantes de Igarapé Miri, Salindpolis e Braganga; e o subgrupo 1lb) o
maior deles, sendo formado por 22 matrizes de diferentes localidades. Pode-se perceber
nesse dendrograma que houve tendéncia de agrupamentos das matrizes por local de
coleta. O valor cofenético também foi considerado bom (r=0,73), 0 que representa
consideravel confiabilidade na formag&o dos grupos.

De um modo geral, percebe-se que os 24 alelos amplificados permitiram agrupar
as seis matrizes coincidentes na selecao de frutos e dleo (Tuc-2, Tuc-4, Tuc-5, Tuc-13,
Tuc-34 e Tuc-43) em subgrupos distintos, tanto no dendrograma de frutos como no
dendrograma de dleo. Tais resultados permitem inferir que essas matrizes possuem
consideravel divergéncia genética, sendo os marcadores SSR robustos na quantificagdo

da divergéncia.

Tuc-1
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Tuc-43
Tuc-35
Tuc-51
Tuc-4

— Tuc-38
L Tuc-41

Tuc-12
Tuc-36
b Tuc-17
Tuc-34
Tue-22
Tuc-42
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Tuc-28
Tuc-13
Tuc-14
Tuc-46
Tuc-47
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Ma Tuc-29
Tuc-26
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Figura 4.3. Dendrograma gerado a partir das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jacard
entre 0s genomas das 29 matrizes de tucuma-do-par, selecionadas para teor de dleo na polpa, com base

nos seis locos SSR.
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O numero de alelos observados nas matrizes selecionadas para fruto e para teor de
6leo foi de 3,667 e 4,167, respectivamente, indicando distribuicdo semelhante dos alelos
nas matrizes representantes dos dois grupos (Tabela 4.3). O numero efetivo de alelos
(Ne) apresentou valores proximos 2,31 (matrizes frutos) e 2,44 (matrizes 6leo), essa
estimativa reflete 0 nimero de alelos necessarios dentro de um loco para manter o nivel
atual de heterozigosidade (MURAWSKI ; BAWA, 1994). Desse modo, pode-se inferir
que nos dois grupos de matrizes de A. vulgare ocorra nivel consideravel de
heterozigosidade. A heterozigosidade observada (Ho) também ndo variou entre os
grupos de matrizes de tucumanzeiro com valor igual a 0,368. Esse valor pode ser
considerado baixo e reflete que a espécie ocorra em baixa densidade em populacdes
naturais, pois 0 maior numero de individuos pode permitir o maior numero de
recombinac@es, gerando altos niveis de diversidade genética.

A heterozigosidade esperada (He) foi um pouco maior que a observada e
apresentou pequena variacdo entre as matrizes selecionadas para frutos e 6leo, sendo de
0,429 e 0,473, respectivamente. Tais valores foram superiores aos da heterozigosidade
observada, revelando um excesso de homozigotos, que é evidenciado pelos valores
positivos do indice de fixacdo nas matrizes dos dois grupos refletindo um alto indice de

endogamia, principalmente nas matrizes de frutos que obtiveram o valor 0,205.

Tabela 4.3. Estimativa de variabilidade genética em dois grupos de matrizes de tucumanzeiro (A.

vulgare) selecionadas para produgdo de frutos e teor de 6leo na polpa, utilizando seis locos SSR.

Grupos Na Ne | Ho He F

Oleo 3,667 (1,145) 2,310 (0,572)  0,795(0,262) 0,368 (0,153) 0,429 (0,127) 0,072 (0,269)

Fruto 4,167 (1,195 2,440 (0,583) 0,896 (0,251) 0,368 (0,153) 0,473 (0,113) 0,205 (0,292)

Na: nimero de alelos observados; Ne: numéro efetivo de alelos; I: Indice de Shannon; Ho:

heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; F: indice de fixacdo. ; ( ): desvio padréo.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) obtida com base nos 24 alelos
gerados pelos seis locos SSR consta na Tabela 4.4. Verifica-se que 26,78% da variancia
total foi detectada entre 0s grupos de matrizes, enquanto que 73,22% ficou retida dentro
dos grupos, demonstrando que a diferenciacdo genética foi maior dentro de cada grupo
de selecdo, podendo-se inferir que a maior variabilidade genética ocorra dentro das
selecbes. Oliveira e Silva (2008) obtiveram resultados semelhantes no estudo de

diferenciacdo genética por marcadores SSR em genomas de acessos de Euterpe
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oleraceae e relataram que esses resultados sdo comuns em plantas alégamas, o qué pode
ser 0 caso do tucumanzeiro. Ramos (2014), também observou resultados parecidos ao
estudar genomas de A. aculeatum, confirmando que a variagdo genética dentro de
populacBes &€ maior que entre elas. Mas, resultados divergentes também foram
encontrados na literatura, como os resultados obtidos por Isensee et al. (2007), quando
analisaram individuos de populagdes comerciais e melhoradas geneticamente de Bactris
gasipaes e observaram alta similaridade entre os genétipos com base em marcadores
RAPD.

Tabela 4.4. Anélise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro de dois grupos de matrizes de

tucumanzeiro (A. vulgare) com base em sete locos SSR.

Componente de

Fonte de variagéo GL SQ QM L Percentagem%o
variagéo
Entre grupos 1 7,586 7,586 0,102 26,78%
Dentro de grupos 56 93,000 1,661 0,279 73,22%
Total 57 100,586 9,247 0,381 100%

As estimativas das estatisticas F de Wright (1951) para os seis locos nos dois
grupos de selecdo de matrizes de A. vulgare indicam que ha a ocorréncia de endogamia
nas matrizes dos dois grupos, pois os valores observados foram positivos. A endogamia
total (Fit) foi de 0,257, a estimativa da endogamia devido ao sistema reprodutivo ou
intrapopulacional (Fis) foi igual a 0,202, valor este que foi maior em relacdo a
endogamia devida a subdivisdo (Fst) com 0,069, ou seja, afirmando que a variabilidade
genética esta dentro de cada selecdo. Esse resultado € extremamente interessante, pois a
partir dele espera-se obter progénies de tucumanzeiro heterogéneas em relacdo as
caracteristicas de producdo e alto teor de 6leo.

O fluxo génico (Nm) representa movimentacdo de genes em populacdes e inclui
todos 0s mecanismos que resultam na movimentacdo dos alelos de uma populacédo para
outra (SLATKIN, 1981; NEIGEL, 1997). No caso das matrizes da espécie em foco,
cujas sementes apresentam longa dorméncia nas sementes facilita a ocorréncia de
sobreposicdo de geragOes sucessivas, o que funciona como um mecanismo de fluxo
génico no tempo, isso acaba aumentando os valores de Nm. Assim, a taxa fluxo génico
para A. vulgare se mostrou alta (3,382), indicando que existe um grande movimento de

genes entre as matrizes selecionadas nos dois grupos. Tais resultados sugerem que as
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localidades de algumas matrizes podem contribuir para este fato, pois sdo proximas

geograficamente.

4.4 CONCLUSAO

Os locos SSR demonstram boa amplificacdo nos genomas das matrizes de
tucumanzeiros selecionadas para producédo de frutos e teor de 6leo na polpa, inclusive
pelo fato de poucos locos conseguirem identificar matrizes completamente similares.

As matrizes selecionadas para teor de 6leo apresentam maior variabilidade que as
de fruto, sendo que as seis matrizes coincidentes dos dois tipos de selecdo expressam

consideravel divergéncia.
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CONCLUSOES GERAIS

Os marcadores ISSR e SSR demonstram boa amplificagdo nos genomas de
matrizes de Astrocaryum vulgare selecionadas para a producéo de frutos e teor de 6leo
na polpa, inclusive os poucos locos SSR utilizados nas analises, discriminam matrizes
similares e indicando matrizes com consideravel divergéncia genética.

Os marcadores SSR mostram-se mais eficientes que 0s ISSR nas analises
geneticas, inclusive identificando possiveis duplicatas entre as matrizes selecionadas
para producéo de frutos.

O grupo de matrizes selecionadas para teor de 6leo na polpa apresenta maior
variabilidade genética que as do grupo de selecdo para frutos, as seis matrizes
coincidentes nesses dois tipos de selecdo apresentam consideravel divergéncia, podendo
ser melhoradas através da selecdo recorrente intrapopulacional.

Além disso, esses marcadores demonstram que a grande diferenciacdo genética
esta contida dentro das populacdes, com ampla variabilidade genética entre as matrizes

do mesmo grupo de selecdo.



