View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Biblioteca Digital de Periédicos da UFPR (Universidade Federal do Parana)

DIVERSIDADE GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE Bertholletia excelsa
POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES ISSR

Aline Bueno Ramalho', Ana Aparecida Bandini Rossi*", Juliana Freitas Encinas Dardengo®,
Kelli Evelin Miller Zortéa“, Auana Vicente Tiago®, Kellen Coutinho Martins®

! Universidade do Estado de Mato Grosso, Departamento de Engenharia Florestal, Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil -
nine_ramalho@hotmail.com
ZUniversidade do Estado de Mato Grosso, Departamento de Ciéncias Biolégicas, Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil -
anabanrossi@gmail.com
% Universidade do Estado de Mato Grosso, Programa de P6s-graduagdo em Biodiversidade e Biotecnologia da Rede Bionorte, Alta Floresta,
Mato Grosso, Brasil - ju_kk@hotmail.com, auana_bio@hotmail.com, kellen.coutinho@hotmail.com
4 Universidade do Estado de Mato Grosso, Programa de Pés-Graduacio em Genética e Melhoramento de Plantas, Alta Floresta, Mato Grosso,
Brasil - kellimuller@hotmail.com

Recebido para publicagdo: 01/07/2015 — Aceito para publicagdo: 08/04/2016

Resumo

A castanha-do-brasil pertence a familia Lecythidaceae e é uma espécie nativa da Floresta Amazdnica com
elevado potencial econémico. O presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética de gendtipos de
Bertholletia excelsa Bonpl. com ocorréncia natural no norte do estado de Mato Grosso, com marcador molecular
ISSR. Para tanto foram caracterizados 37 gendtipos provenientes do municipio de Alta Floresta, MT, com oito
primers com total de 52 locos amplificados em todos os genoétipos, sendo 46 polimérficos. O nimero de
fragmentos amplificados por primer variou de 5 [Di(AG)sC] a 8 [Di(GA)sYT] e [Di(CT)gRC], com média de 6
fragmentos por primer revelando um percentual médio de 88,6% de polimorfismo. O Contetdo de Informagédo
Polimorfica (PIC) para cada marcador apresentou variacdo de 0,22 [Di(GA)gYG] a 0,66 [Di(AG)gT], com média
de 0,46. O método de agrupamento de Tocher e o dendrograma (UPGMA), obtido a partir das 52 bandas ISSR
amplificadas, revelaram seis grupos bem definidos, confirmando uma significativa diferenciacdo genética entre
0s genotipos avaliados. Os individuos mais similares foram 3 e 4. Os individuos 12, 29 e 37 foram os mais
divergentes podendo ser usados como genitores para formagéo de hibridos em programas de melhoramento da
espécie. Recomenda-se a conservacao in situ dos gen6tipos analisados.

Palavras-chave: Castanha-do-Br asil, Amazonia, polimorfismo.

Abstract
Genetic diversity among Bertholletia excelsa Bonpl genotypes using ISSR molecular markers. The Brazil nut
belongs to Lecythidaceae family and is a native species from the Amazon rainforest with high economic
potential. This study aimed to evaluate the genetic diversity among Bertholletia excelsa Bonpl genotypes and
with naturally occurring in the northern State of Mato Grosso, with ISSR molecular marker. Therefore, we
characterized 37 genotypes through eight primers, with a total of 52 amplified loci in all genotypes, being 46
polymorphic. The number of fragments amplified by primer ranged from 5 [Di(AG)sC] to 8 [Di(GA)gYT]
and [Di(CT)gRC], averaging 6 fragments per primer and revealing an average percentage of 88.6%
polymorphism. The Polymorphic Information Content (PIC) for each marker varied to 0.22 [Di(GA)sYG]
from 0.66 [Di(AG)gT], with average of 0.46. The Tocher grouping method and the dendrogram (UPGMA),
obtained from 52 ISSR amplified bands revealed six well defined groups, confirming a significant genetic
differentiation between the genotypes. The most similar individuals were 3 and 4. Individuals 12, 29 and 37
were the most divergent and can be used as parents for hybrid formation in the improvement programs. It is
recommended to in situ conservation of analyzed genotypes.
Keywords: Brazil nut, Amazon, polymorphism.

INTRODUCAO

A intensificacdo das atividades socioecondmicas, aliada as praticas inadequadas de manejo dos recursos
florestais, tem ocasionado a degradacdo das florestas, resultando em perda de biodiversidade e alteragdes no
ciclo hidrolégico, colaborando assim com as mudangas no clima (ANGELO et al., 2013). O desflorestamento
resultante da extracdo intensa dos recursos madeireiros e das mudancgas no uso da terra, para cultivos anuais e
pastagens, tem exercido fortes pressdes sobre os produtos florestais ndo madeireiros, particularmente sobre a
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) (HOMMA et al., 1996).
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A castanha-do-brasil, pertencente a familia Lecythidaceae, ocorre em terra firme de todo o territério
Amazonico, sendo considerada uma das espécies de maior valor da floresta amazénica tratando-se de um
produto de importancia econdmica internacional (CAMARGO, 2010). No Brasil, a espécie ocorre nos estados do
Para, Amazonas, Acre, Maranhdo, Rondénia, Mato Grosso, Amapa e Roraima (LORENZI, 2000). A diversidade
genética da espécie ao longo da Amazdnia é extremamente baixa e sua distribuicdo geogréfica ampla em
comparagao com espécies proximas do género Lecythis spp., 0 que sugere uma dispersdo recente da espécie que
provavelmente ndo poderia ser atribuida somente a dispersores ndo humanos (SHEPARD JR.; RAMIREZ,
2011).

A coleta dos frutos de castanha-do-brasil é realizada nos meses de novembro a margo, a partir de uma
pratica que sobrevive ha décadas, “o extrativismo de coleta”. Dentre 0s poucos animais capazes de abrir 0s
frutos, destaca-se a cutia (Dasyprocta spp.), que além de ser o principal predador, é também o principal dispersor
ndo humano da castanha (YANG, 2009).

Em decorréncia da pressdo de exploracdo da castanha-do-brasil e da fragmentacdo dos habitats onde a
espécie ocorre naturalmente, as analises genéticas tornam-se de grande importancia, ja que o conhecimento
gerado por estudos de estrutura genética de populacGes é fundamental para a realizacdo de programas de
conservacdo, gerando dados Uteis na definicdo de areas de conservacdo e mostrando as areas com prioridades
para 0 manejo dos recursos genéticos. Nesse sentido, os marcadores moleculares ISSR, tém auxiliado no estudo
genético de populaces florestais amazonicas, como em Mauritia flexuosa L. f. (ROSSI et al., 2014), Theobroma
speciosum Willd. ex Spreng (GIUSTINA et al., 2014) e Theobroma subincanum Mart. (RIVAS et al., 2013).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas basicas para os estudos em genética da conservacédo, uma
vez que permitem a caracterizacdo da variabilidade e estrutura genética nas populacdes. A estrutura genética da
populacdo refere-se a heterogeneidade na distribuicdo dos genotipos e da variabilidade genética dentro e entre as
populacdes, a fim de se descrever como essa informacdo pode ser Util para a conservacdo e o manejo das
espécies (KAMADA et al., 2009). Entre os marcadores moleculares baseados na técnica de Reacdo de
Polimerizacdo em Cadeia (PCR), o método de sequéncias simples repetidas (ISSR) é amplamente utilizado em
estudos de diversidade e variabilidade genética por ndo necessitar de informacao prévia da sequéncia de DNA,
os procedimentos laboratoriais podem ser transferidos para qualquer espécie de planta (SOUZA et al., 2005),
além disso, esta técnica pode resultar em elevado grau de polimorfismo, apresentar alta reprodutibilidade e ter
baixo custo (BRAGA, 2013).

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética de genétipos de B. excelsa
com ocorréncia natural no norte do estado de Mato Grosso, fazendo uso do marcador molecular ISSR.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Alta Floresta no extremo norte do estado de Mato Grosso. Alta
Floresta estd localizada no extremo norte do estado de Mato Grosso, com altitude média de 320 m. O clima
predominante é do tipo AWI - classificacdo Kdppen, Clima Tropical chuvoso com nitida estacdo seca e com
temperaturas entre 20 a 38 °C, tendo em média 26 °C. O municipio apresenta um clima quente e Umido com
quatro meses de estiagem, iniciando em meados do més de maio e prolongando-se até meados de setembro, cuja
principal caracteristica é a frequéncia de temperaturas elevadas, podendo atingir nos seus dias mais quentes,
temperaturas superiores a 40 °C (FERREIRA, 2001).

Material Vegetal

Foram selecionados trinta e sete individuos adultos de B. excelsa com ocorréncia natural em pastagens
no municipio de Alta Floresta, MT, localizados na MT-325 e MT-208, com distancia minima de 50 m entre si.
Destes foram coletadas folhas com auxilio de uma atiradeira manual. O material foliar foi desidratado em silica
gel e acondicionado em sacos plasticos tipo ziploc.

Em seguida, o material foi transportado para o Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular
do Campus Universitario de Alta Floresta, onde foi armazenado em freezer a -20 °C até 0 momento da andlise.

Extracéo do DNA total

O DNA gendmico total foi extraido seguindo o método CTAB descrito por Doyle & Doyle (1987) com
modificacdes: aumento da concentracdo de Polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de p -mercaptoetanol de
0,2% para 1,8% no tampéo de extracdo, além da redugdo do tempo de incubag¢do em banho-maria a 65 °C de 60
minutos para 5 minutos.
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Foram realizados testes para amplificacdo inicial via PCR com DNA de dois individuos, a partir dos
quais selecionou-se os primers de ISSR que produziram maior nimero de bandas confiaveis e polimorfismo
reproduzivel nas amostras para as analises definitivas em todos os individuos amostrados.

As amplificacBes foram realizadas em um volume total de 20 pL contendo: 10 nM Tris-HCL(pH 8.3);
50 mM KCL; 0,1% de tween 20; 2,5 mM MgCL,; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 mM de primer; 0,75 U de Taq
DNA polimerase (5 U/ul); 2% formamida; aproximadamente 30ng de DNA template e agua destilada
autoclavada. As amplificagdes foram conduzidas em termociclador MJ 96 (Biocycler) com a seguinte
programacéo: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 45
segundos, 45-53°C (dependendo do primer utilizado) por 45 segundos e 72 °C por 90 segundos e ciclo de
extensdo final de 72 °C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampé&o
corrida TBE 1X, em voltagem constante de 110 v por 4 horas. A coloracdo foi feita com brometo de etidio
1 ng/mL. A visualizacdo do DNA gendmico foi realizada no Transluminador de luz UVB LTB-21 x 26 (Loccus
Biotecnologia) e a fotodocumentagao por cdmera digital (Sony).

Analise de dados

Os produtos amplificados foram designados como um Unico carater, no qual a presenca foi representada
por e a auséncia por “0”. Os marcadores ISSR foram entdo convertidos em uma matriz binominal (0/1).
Como o marcador ISSR é dominante, assumiu-se que cada banda representa o fen6tipo em um loco bi-alélico
(GOMES et al., 2011).

A similaridade genética (sgij) entre os gendtipos foi estimada utilizando o coeficiente de Jaccard, por
meio da expressao:

“19’

sgij =
a+b+c
em que: “a” presenca de banda no par de gendtipos; “b” presenca no genotipo i e auséncia em j; “c” auséncia no
gendtipo i e presenca em j, resultando em uma matriz.

A matriz de distancias gerada pelo coeficiente aritmético do indice de Jaccard também foi utilizada para
0 agrupamento dos gendtipos pelo método de otimizagdo de Tocher e pelo Método de agrupamento Médio Entre
Grupos (UPGMA). As matrizes de dissimilaridade geradas e os agrupamentos foram computados com o auxilio
do programa Genes® (CRUZ, 2013).

A diversidade genética do loco foi estimada com base no indice de Contetido Polimérfico (PIC) que é
uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de um loco. A informatividade do loco p; é a

frequéncia do alelo p no loco p;, calculado pela equacéo: PIC=1-Y ipi2; € @ informatividade do primer p; é a
frequéncia do alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada pela equacao: pjcprimer “1-3irY .(REZENDE et

al., 2009).

pij

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oito primers de ISSR utilizados apresentaram um padrdo de amplificacdo com bandas nitidas e bem
definidas, como exemplo destaca-se a amplificacdo de 20 gendtipos de B. excelsa com o primer Di(AG)sC na
figura 1.

Conforme a tabela 1 foi amplificado um total de 52 fragmentos, sendo 46 polimérficos. O nimero de
fragmentos amplificados por primer variou de 5 [Di(AG)sT] a 8 [Di(GA)sYT] e [Di(CT)gRC], com média de 6
bandas por primer. Os oito primers de ISSR revelaram um percentual médio de 88,6% de polimorfismo nos 37
genoétipos de B. excelsa avaliados, sendo que os primers Di(AG)sC e Di(CT)sRC revelaram 100% de
polimorfismo, enquanto que o primer Di(GA)sYG revelou o menor percentual (71,4%). Santana et al. (2011)
encontraram resultados semelhantes ao avaliarem acessos de Spondias sp. com marcadores moleculares ISSR,
com 80% de polimorfismo e uma média de 8 bandas polimdrficas por primer.

De acordo com Esselman et al. (1999), os marcadores ISSR possuem a vantagem de gerar grande
quantidade de bandas, sendo abundante ao longo do genoma de eucariontes, sdo bastante Uteis na avaliagdo de
populacdes em estudos genéticos, na detec¢do da diversidade genética e em estudos de mapeamento genético. Os
marcadores moleculares ISSRs detectaram polimorfismo e se mostraram reproduziveis para B. excelsa, dessa
forma, é um método eficiente para a detec¢éo da variabilidade genética entre os seus gen6tipos.
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Figura 1. Padrdo de amplificacdo dos 20 gendtipos de B. excelsa com o primer Di(AG)sT.
Figure 1. Standard amplification of the 20 genotypes of B. excelsa with the primer Di(AG)sT.

Tabela 1. Marcadores ISSR utilizados na amplificacdo de gendtipos de B. excelsa, com suas respectivas
sequéncias, nimero total de bandas amplificadas (NTB), ndmero de bandas polimorficas (NBP),
percentagem de polimorfismo (% P) e Conteldo de Informacao Polimérfica (PIC).

Table 1. ISSR markers used in the amplification of B. excelsa genotypes, with their respective sequence, the
total number of amplified bands (NTB), number of polymorphic bands (NBP), polymorphism
percentage (% P) and Polymorphic Information Content (PIC).

Primers (5- 37) Sequéncia do primer (5"- 3") NTB NBP % P PIC
Di(AG)gT AGAGAGAGAGAGAGAGT 06 05 83,3 0,66
Di(AG)sC AGAGAGAGAGAGAGAGC 05 05 100 0,43
Di(CA)sG CACACACACACACACAG 06 05 83,3 0,42
Di(AC)sG ACACACACACACACACG 06 05 83,3 0,61
Di(AG)gYT AGAGAGAGAGAGAGAGYT 06 06 100 0,49
Di(GA)sYT GAGAGAGAGAGAGAGAYT 08 07 87,5 0,37
Di(GA)gYG GAGAGAGAGAGAGAGAYG 07 05 71,4 0,22
Di(CT)gRC CTCTCTCTCTCTCTCTRC 08 08 100 0,60
Total 52 46

Média 6 5 88,6 0,46

*Y=CouT;R=AouG.

O Contetdo de Informacdo Polimérfica (PIC) apresentou variagdo de 0,22 [Di(GA)sYG] a 0,66
[Di(AG)gT], com média de 0,46. Os primers Di(AG)gT, Di(AC)sG e Di(AC)sG demonstraram maiores valores
de PIC com 0,66; 0,61 e 0,60, respectivamente (Tabela 1). Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980),
marcadores com valores de PIC inferiores a 0,25 sdo pouco informativos, com valores entre 0,25 e 0,50
mediamente informativos e com valores superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos. Assim, dos oito
marcadores utilizados neste estudo para B. excelsa trés foram considerados muito informativos [Di(AG)gT,
Di(AC)sG e Di(CT)gRC], quatro marcadores foram classificados como mediamente informativos [Di(AG)sC,
Di(CA)sG, Di(AG)sYT, Di(GA)sYT], e o marcador Di(GA)sYG foi considerado pouco informativo. Portanto,
com base no PIC, recomenda-se o uso dos marcadores considerados como informativos para novos estudos de
diversidade genética em B. excelsa.

O método de agrupamento de Tocher possibilitou a formacéo de seis grupos a partir das bandas geradas
pelo marcador ISSR (Tabela 2). A maioria dos genoétipos (78,4%) foi alocada no grupo I, o grupo Il e Il foi
formado por dois e trés gendtipos respectivamente, sendo que os grupos 1V, V e VI foram constituidos por
apenas um genoétipo.

Por utilizar um critério global de agrupamento, este método tem a caracteristica de formar grupos com
apenas um gendtipo cada, no caso dos genétipos com maior dissimilaridade como neste estudo, onde os
individuos 37, 12 e 29 apresentaram-se isolados em grupos distintos, sendo, portanto considerados os individuos
mais dissimilares (VASCONCELOS et al., 2007).
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Tabela 2. Agrupamento de 37 genétipos de B. excelsa, oriundos de populagdes nativas da Amazodnia
Matogrossense, obtido pelo método de Tocher, utilizando indice de Jaccard como medida de
dissimilaridade, Alta Floresta, MT.

Table 2. Grouping of 37 genotypes of B. excelsa, coming from native populations of Mato Grosso Amazon,
obtained by Tocher method, using Jaccard index as a measure of dissimilarity, Alta Floresta, MT.

Grupos Genotipos

| 345223213 25118 19 6 8 9 10 16 15 14 7 11 13 32 35 33 20 30 31
26 28

Il 17 34

] 22 24 27

v 37

Y, 12

\i 29

O dendrograma gerado pelo método UPGMA, com o percentual de corte de 70% de dissimilaridade,
evidenciou a formacdo de seis grupos (Figura 2), confirmando que ha diferenciacdo genética entre os genotipos

avaliados.

Figura 2.
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Dendrograma (UPGMA) baseado no coeficiente de dissimilaridade de Jaccard de 37 gendtipos de B.
excelsa de populagdes nativas da Amazonia Matogrossense, Alta Floresta, MT, 2015. Grupos: I, II,

I, 1V, Ve VL
Dendrogram (UPGMA) based on the dissimilarity coefficient of Jaccard of 37 genotypes of B. excelsa
native populations of the Mato Grosso Amazon, Alta Floresta, MT, 2015. Groups: I, 11, 111, IV, V and VI.

Os dois métodos de agrupamento (UPGMA e Tocher) revelaram similaridades na constituicdo dos

grupos entre os 37 genotipos. O grupo | foi representado por 25 individuos (70,3%) no agrupamento UPGMA, e
no método de Tocher 29 individuos (78,4%), portanto a maioria dos individuos ficou alocada no grupo | em
ambos os métodos.
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O grupo Il do agrupamento UPGMA, apresentou trés individuos (17, 34 e 31), os individuos 17 e 34 sdo
similares e também foram encontrados no grupo Il pelo método de Tocher. O individuo 31 foi mais dissimilar no
grupo Il pelo agrupamento UPGMA e apresentou-se no grupo | pelo método de Tocher.

O grupo Il alocou 5 individuos (22, 24, 26, 27, 28) pelo agrupamento UPGMA, os individuos 22, 24 e
27 também foram encontrados no grupo 111 pelo método de Tocher, porém com excecdo dos individuos 26 e 28
que ficaram alocados no grupo |.

Os individuos 12, 37 e 29 foram os mais dissimilares segundo o agrupamento UPGMA, sendo
comprovado pelo método de Tocher, que estes acessos se alocaram em grupos isolados (Grupo IV = 12) (Grupo
V = 37) (Grupo VI = 29), enquanto os individuos mais similares foram o 3 e 4 alocados no grupo | (Figura 2).

Estimativas das relacBes genéticas entre os genoétipos sdo Uteis na selegdo de combinactes parentais
(ALI et al., 2008). Por existir variabilidade genética entre os genoétipos analisados e nao haver individuos
idénticos, todos podem ser usados como fonte para bancos de germoplasma e devem ser preservados, porém
prioriza-se 0 uso dos individuos mais dissimilares, que neste estudo foram os genétipos 12, 29 e 37. Estes
genotipos de B. excelsa podem constituir bons genitores a fim de formar combinacGes hibridas e maximizar
programas de melhoramento da castanha-do-brasil.

A conservacao in situ € uma estratégia importante para a espécie, devido ela se encontrar em extincao.
Individuos isolados em meio as pastagens e que possuem o fluxo génico prejudicado pela fragmentacdo podem
ser utilizados para enxertia. Métodos de enxertia de castanha-do-brasil tém sido desenvolvidos com sucesso pela
EMBRAPA desde 1980 (MOREIRA, 1994; MULLER, 1982). Dessa forma, na coleta de germoplasma
abrangem-se as sementes para producdo de mudas e gemas para execugao enxertos.

Os resultados sugerem que os marcadores ISSR podem ser utilizados como uma ferramenta para a
identificacdo de gendtipos mais divergentes e assim auxiliar programas de coletas de recursos genéticos vegetais.

Os métodos de otimizacdo de Tocher e de hierarquizacdo UPGMA sdo normalmente empregados em
conjunto, para complementar os resultados e auxiliar em uma melhor distingdo dos agrupamentos formados. O
emprego de mais de um método de agrupamento, em razdo das diferencas na hierarquizacdo, otimizacdo e
ordenacdo dos grupos, permite que a classificacdo deles se complemente em fungdo dos critérios que cada
técnica utiliza, e impede que inferéncias erréneas sejam adotadas na alocacdo de elementos, dentro de um
determinado subgrupo de genétipos (ARRIEL et al., 2006).

CONCLUSOES

e Os marcadores ISSR detectaram polimorfismo entre os genétipos de B. excelsa com ocorréncia natural na
Amazdnia Matogrossense e 0s dois métodos de agrupamento (UPGMA e Tocher) revelaram diversidade
genética entre os gendtipos avaliados e indicaram os mais dissimilares.

e Os individuos 12, 29 e 37 foram os mais divergentes, sendo, portanto priorizados na coleta de germoplasma
e para uso em futuros programas de melhoramento.

e Por haver diversidade genética entre todos os genoétipos avaliados recomenda-se a conservacao in situ, uma
vez que a espécie B. excelsa encontra-se ameacada de extincéo.

e Os genotipos que se encontram isolados nas pastagens e possuem fluxo génico prejudicado podem ser
utilizados em programas de enxertia de B. excelsa.
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