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RESUMO: O estudo objetivou analisar a diversidade genética de Theobroma speciosum e Theobroma
subincanum em um fragmento florestal no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil. Foram amostrados
aleatoriamente 21 individuos T. speciosum e 20 de T. subincanum. Sete primers ISSR foram utilizados e
produziram 35 fragmentos dos quais 42,8% apresentaram polimorfismo para T. speciosum e 57,1% para T.
subincanum. A diversidade genética de Nei e o Indice de Shannon foram de 0,133 e 0,201 para T. speciosum e
0,244 ¢ 0,351 para T. subincanum respectivamente. O dendrograma UPGMA apresentou quatro grupos para 7.
speciosum e trés grupos para T. subincanum. Os marcadores ISSR foram capazes de acessar a diversidade das
duas espécies em estudo gerando informagdes para programas de conservagdo ¢ melhoramento genético e
demonstraram que a fragmentagdo vegetal ocasionou um efeito maior sobre a diversidade genética da espécie
T. speciosum nas populagdes estudadas. Os niveis de diversidade encontrados no estudo indicam existéncia de
variabilidade genética e alertam para a importancia da conservagdo in situ destas populagdes como fonte de
genes para o melhoramento genético do género Theobroma.

Palavras-chave: Cacaui. Cupui, fragmentagao florestal, ISSR.

Genetic diversity of two species of Theobroma L. in a forest fragment in
Amazon Portal, MT, Brazil

ABSTRACT: This study aimed to analyze the genetic diversity of Theobroma speciosum and Theobroma
subincanum in forest fragment in the municipality of Alta Floresta, Mato Grosso, Brazil. We randomly sampled
twenty-one T. speciosum individuals and twenty T. subincanum individuals. The seven ISSR primers used
produced 35 fragments, from which 42,8% were polymorphic for T. speciosum and 57,1 % were polymorphic
for T. subincanum. The Nei’s genetic diversity and Shannon index respectively were 0,133 and 0,201 for T.
speciosum and 0,244 and 0,351 for T. subincanum. The UPGMA dendrogram showed four clusters for T.
speciosum and three clusters for T. subincanum. The ISSR markers were able to access the genetic diversity of
the two species studied, thus they provided information for conservation and breeding programs, also
demonstrated that forest fragmentation caused a greater effect on genetic diversity of the T. speciosum species
in the populations studied. The levels of diversity found in the study indicate that there is genetic variability and
alert to the importance of in situ conservation of these populations as a source of genes for the genetic
improvement of the genus Theobroma.

Keywords: Cacaui, Cupui, Forest fragmentation, ISSR

1. INTRODUCAO

O género Theobroma L., pertencente a familia Malvaceae
(ALVERSON et al., 1999), tem apresentado grande
importancia devido a relevancia econdmica do cacaueiro
(Theobroma cacao L.) e do cupuaguzeiro Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum. (ALVES et al,,
2013). Estas sdo as unicas espécies do género cultivadas
comercialmente (SILVA et al.,, 2011). Espécies silvestres
deste género como o cacaui (Theobroma speciosum Willd. ex
Spreng.) e o cupui (Theobroma subincanum Mart.) sdo
importantes por representarem um banco de genes a serem
utilizados no melhoramento genético das espécies cultivadas
comercialmente (SOUZA; VENTURIERI, 2010).

O cacaui ¢ nativo da regido Amazodnica e ocorre
preferencialmente em floresta ombrofila e floresta de varzea

(FLORA DO BRASIL, 2017). Seus frutos sdo comestiveis e
com as sementes (améndoas) pode-se preparar chocolate.
Possui inflorescéncias caulinares, em fasciculos densos, com
flores vermelhas e forte odor de limdo, apresenta
caracteristicas ornamentais podendo ser usada com sucesso
no paisagismo em geral (LORENZI, 2009). Entre as espécies
do género ¢ a que possui o teor de gordura mais parecido
com o cacau, podendo ser considerado um potencial
substituto (SILVA et al., 2004).

O cupui é uma frutifera nativa da Amazdnia e ocorre
principalmente em matas de terra firme e nas margens dos
igarapés ndo inundaveis onde ¢ grande a umidade do terreno
(LORENZI, 2009). Seus frutos possuem alto potencial
alimenticio sendo apreciados pela populagdo local,
consumidos tanto como fruta fresca, como na forma de
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refresco ¢ suas sementes geralmente sdo utilizadas na
preparagdo de chocolate caseiro (SOUZA et al., 1996;
CAVALCANTE, 2010). O fruto também ¢ considerado
basico na alimentacdo da fauna local.

Espécies como as do género Theobroma tem enfrentado
pressdo crescente por parte da fragmentagdo e exploragdo
florestal (DARDENGO et al., 2016). De acordo com Franga;
Marini (2009) a fragmentacdo de florestas constitui uma das
maiores ameagas a perda da biodiversidade, pois interfere
nos processos ecologicos e causa fortes efeitos sobre as
populagdes (FAHRIG, 2003). A redugdo dos habitats
disponiveis, exposi¢do a condigdes adversas diferentes das
que existiam anteriormente (NASCIMENTO; LAURENCE,
2006), diminuigdo do numero de individuos, bem como o
isolamento espacial das populacdes causam alteragdes em
processos evoluciondrios basicos, como deriva genética,
selecdo, migracdo e reprodugdo, os quais resultam em
mudancas na diversidade e estrutura genética (SILVA et al.,
2014).

A informagdo sobre a estrutura genética de populagdes e
das variagoes genéticas dentro e entre populagdes, ¢
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de
domesticagdo e incorporagdo dessas espécies em sistemas
produtivos, e para criagdo de planos de conservagdo dos
recursos genéticos (COSTA et al., 2011).

Os marcadores moleculares sdo considerados uma das
principais ferramentas utilizadas para obter informagdes
acerca da diversidade genética de populacdes (SOARES et
al.,, 2016). O marcador molecular ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) ¢ amplamente utilizado para avaliar a
diversidade genética em plantas, baseia-se na amplificacdo
de DNA via PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) ¢
consiste em um Unico primer com sequéncia de
microssatélite (SOARES et al., 2016; LIU et al., 2011),
amplifica a regido entre os dois sitios de ligagdo — Indels,
perda ou ganho de sitios de ligagdo dentro da regido
amplificada sdo detectados como bandas polimorficas
(YANG et al., 1996). E uma técnica simples, rapida, que nio
necessita de informacdo prévia da sequéncia de DNA,
apresenta polimorfismo abundante, alta repetibilidade,
elevada taxa de transferéncia para qualquer espécie de planta
e custo reduzido (BHATIA et al., 2011, BRANDAO et al.,
2011; SOUZA et al., 2005).

Diante do exposto este trabalho objetivou analisar a
diversidade genética de Theobroma speciosum e Theobroma
subincanum em um fragmento florestal no municipio de Alta
Floresta, Mato Grosso, Brasil. As informagdes geradas
proporcionam conhecimentos para serem aplicados em
estratégias de conservagdo ¢ melhoramento genético das
espécies do género.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

A area de estudo foi selecionada com base na ocorréncia
natural das espécies em um fragmento florestal no municipio
de Alta Floresta no estado de Mato Grosso (Figura 01).
Foram amostrados aleatoriamente 21 individuos de cacaui
(Theobroma  speciosum) e 20 individuos de cupui
(Theobroma subincanum).
2.2. Figuras e graficos

O material vegetal consistiu em folhas em estagio
intermediario de maturagdo coletadas em todos os individuos
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selecionados. As folhas foram acondicionadas em sacos
plasticos contendo silica gel ainda em campo e
posteriormente armazenadas a -20°C no laboratério de
Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do
Estado de Mato Grosso, campus de Alta Floresta.
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Figura 1. Localizagdo da area de estudo. Fragmento florestal no
municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil, onde foram
coletadas as amostras.

Figure 1. Location of the study area. Forest fragment in the
municipality of Alta Floresta, Mato Grosso, Brazil, where the
samples were collected.

2.3. Extrag¢do do DNA total

A extragdo foi realizada a partir do método descrito por
Faleiro et al. (2002) com alteragdes: CTAB 5% (100 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M cloreto de s6dio; 20 mM EDTA);
2% polivinilpirrolidona (PVP), 2% B-mercaptoetanol e 3,5 pl
de Proteinase K (100 ug mL™'). A quantificagio do DNA
extraido foi realizada por comparagdo com marcador DNA A
de massa molecular conhecida em eletroforese em gel de
agarose 0,8% (m/V), corado com brometo de etidio. Os géis
foram analisados em transiluminador sob luz ultravioleta ¢
fotodocumentados. Apods a quantificagdo, as amostras de
DNA gendmico foram diluidas e padronizadas a uma
concentragdo de 10 ng/pl.

2.4. Reacdes de amplificagdo via PCR dos ISSRs

As reagdes de amplificagdo via PCR foram realizadas
com sete iniciadores ISSRs (Tabela 1). As reagdes continham
um volume total de 20 pL. O programa de amplificagdo foi
estabelecido de acordo com o descrito por Charters &
Wilkinson (2000): 1 ciclo inicial de desnaturagdo a 94 °C por
5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 47 a
53 °C (dependendo do primer utilizado) por 2 minutos ¢ 72
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°C por 30 segundo, finalizando com 1 ciclo de extensdo de
72 °C por 5 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/V) em tampao de
corrida TBE 1X em voltagem constante de 85 V por cerca de
quatro horas. A coloragdo do gel foi feita com brometo de
etideo (0,6 ngmL'). Os tamanhos dos fragmentos
amplificados foram estimados, por comparagdo, com o
marcador molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™).
Em seguida, o gel foi analisado em transiluminador sob luz
ultravioleta e fotodocumentado.

2.5. Reagdes de amplificagdo via PCR dos ISSRs

Os produtos de amplificagdo foram analisados e
codificados como caracteres binarios: presenca (1) ou
auséncia (0) de bandas, para a construgdo de uma matriz. A
matriz binaria de presenga/auséncia foi enviada ao programa

POPGENE 1.32 (YEH et al, 1999) para estimar os
pardmetros de diversidade. Os dendrogramas foram
construidos pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Methodwith Arithmetic Mean), utilizado o programa GENES
(CRUZ, 2013).

3. RESULTADOS

Os sete primers utilizados amplificaram um total de 35
bandas para cada uma das espécies, com uma média de 5
bandas por primer. Estes fragmentos revelaram 42,8% de
polimorfismo para T. speciosum e 57,1% para T. subincanum
(Tabela 01).

A espécie T. subincanum apresentou maior reserva de
variabilidade genética, indicada pelos valores do Indice de
Shannon (I) e de Diversidade de Nei (H) descritos na Tabela
2.

Tabela 1. Primers ISSR utilizados para a amplificagdo do DNA de 21 individuos de T. speciosum e 20 individuos de T. subincanum. TB:
total de bandas amplificadas; BP: bandas polimdrficas; %P: porcentagem de polimorfismo.
Table 1. ISSR primers used for DNA amplification of 21 T. speciosum individuals and 20 T. subincanum individuals. TB: total amplified

bands; BP: polymorphic bands; % P: percentage polymorphism.

T. speciosum T. subincanum

Primer Sequéncia 5' - 3' Ta (°C)
TB BP %P TB BP %P
807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 47 6 3 50,0 4 3 75,0
808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 48.8 5 0 0,0 6 1 16,7
826 ACACACACACACACACC 53 6 4 66,7 5 3 60,0
827 ACACACACACACACACG 53 4 2 50,0 6 5 83,3
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 50.2 6 1 16,7 6 2 33,3
844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 48.6 5 4 80,0 5 4 80,0
889 *DBDACACACACACACAC 51.4 3 1 33,3 3 2 66,7
Média 5 2,14 42,4 5 2,86 59,3
Total 35 15 42,9 35 20 57,1

Tabela 2. Diversidade genética de Nei (H); indice de Shannon (I) e
percentagem de polimorfismo (% P) de Theobroma subincanum e
Theobroma speciosum.
Table 2.Nei’s genetic diversity (H); Shannon index (I) and
percentage polymorphism (% P) of Theobroma subincanum and
Theobroma speciosum.

Espécie H I %P
T. subincanum 0,244 0,351 57,1
T. speciosum 0,133 0,201 429

No dendrograma gerado com os individuos de T.
speciosum, foi possivel notar a formagdo de quatro grupos
principais, tomando-se como ponto de corte a distancia
média de 60% (Figura 3). O grupo I foi o que concentrou o
maior nimero de individuos (18) além de ter apresentado
individuos geneticamente idénticos para os locos estudados
(10 e 16; 5,7 ¢ 8; e 13 e 15). Os grupos II, Il e IV foram
formados por apenas um individuo cada.

O dendrograma dos individuos de 7. subincanum,
apresentou trés grupos. O grupo I agregou maior nimero de
individuos, 16 no total. O grupo II foi composto pelos
individuos 9, 10 e 1. O individuo 11 demonstrou ser o mais
distante geneticamente dos demais uma vez que ficou isolado
o grupo III.

4. DISCUSSAO
Os primers ISSR revelaram porcentagem de
polimorfismo similar a outros estudos realizados com as

espécies, porém com valores inferiores. Rivas et al. (2013)
estudando trés populacdes de 7. subincanum na Amazdnia
brasileira, encontraram 4,69 bandas por primer e 67,2% de
polimorfismo utilizando 13 primers ISSR. Giustina et al.
(2014) estudando quatro populagdes de T. Speciosum na
Amazodnia brasileira, verificou que o polimorfismo gerado
para a espécie com 15 iniciadores ISSR foi de 54,46%. O
polimorfismo superior encontrado nestes estudos pode estar
relacionado ao nimero de individuos amostrados, bem como
o fato de serem provenientes de mais de uma populagao.

A espécie T. subincanum revelou maior porcentagem de
polimorfismo e maior diversidade genética quando
comparada a espécie T. Speciosum, indicada pelos maiores
valores do Indice de Shannon (I) e de Diversidade de Nei
(H), bem como pelo método de agrupamento UPGMA. Em
estudos semelhantes sobre as espécies, Giustina et al. (2014)
encontraram valores proximos aos relatados neste estudo
para T. speciosum (H = 0,1672 ¢ 1 = 0,2549) e Rivas et al.
(2013) encontraram H = 0,2612 ¢ I = 0,3889 em populagdes
naturais de T. subincanum. Silva et al. (2016), em um estudo
com populagdes cultivadas de Theobroma grandiflorum
encontrou valores proximos de H e I (0,15 e 0,24
respectivamente). Considerando que estes indices variam de
0 a 1, onde 0 é considerado diversidade génica nula e 1
diversidade génica maxima (SILVA et al., 2016), esses dados
sugerem que a diversidade genética varia de moderada a
baixa dentro da populagdo de cada espécie estudada.
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O dendrograma da populaggo de 7. speciosum evidenciou
a formagdo de poucos grupos e alta proximidade entre os
individuos estudados. De acordo com Varella et al. (2016),
com base em observacdes de campo, a dispersdo das
sementes 7. speciosum ¢ realizada principalmente por
macacos, que ao se alimentarem dos frutos deixam cair as
sementes proximas da arvore mae. Esse padrdo de dispersdo,

aliado ao sistema reprodutivo da espécie que ¢ auto-
incompativel (SOUZA & VENTURIERI, 2010), gera um
agrupamento maior de individuos aparentados e aumenta a
possibilidade de cruzamentos entre individuos da mesma
familia. Esses fatores explicam a proximidade genética
encontrada entre os individuos da populagao estudada.
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Figura 3. Dendrograma representativo do agrupamento de individuos da populagdo de Theobroma speciosum de Alta Floresta - MT, pelo

método UPGMA com base na distancia genética de Nei.

Figure 3. Dendrogram representative of the clusters Theobroma speciosum individuals of Alta Floresta — MT, by UPGMA method based on

the Nei’s genetic distance.
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Figura 4. Dendrograma representativo do agrupamento de individuos da populagdo de Theobroma subincanum de Alta Floresta - MT, pelo

método UPGMA com base na distancia genética de Nei.

Figure 4. Dendrogram representative of the clusters Theobroma subincanum individuals of Alta Floresta — MT, by UPGMA method based

on the Nei’s genetic distance.

A formagdo de poucos grupos demonstra alta
similaridade genética entre os individuos analisados para as
duas espécies. Além do sistema reprodutivo e do método de
dispersdo de sementes, limitagdes fisicas também podem
dificultar o cruzamento de individuos mais distantes, e
contribuem para cruzamentos com individuos mais préoximos
aumentando a similaridade entre eles. Entre as causas dessas
limitagdes, a mais provavel deve ser a fragmentacdo do
habitat. De acordo com Arenas de Souza et al. (2015) a
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configuragdo espacial da vegetagdo do municipio de Alta
Floresta mostra fragmentos distribuidos de forma
heterogénea e ndo conectados por corredores verdes. A
auséncia de conexdo entre os fragmentos, aliada a pressdo
antropica exercida sobre as areas vegetadas, t€ém influenciado
desfavoravelmente a conservacdo ¢ levado a redugdo da
biodiversidade (ARENAS DE SOUZA et al., 2015).

A variabilidade genética encontrada nessas duas
populagdes naturais € importante para a manutengdo destas

512



513

Rossi et al.

espécies, servindo como uma fonte de variagdo para
adaptacdo a mudangas em fatores bidticos como pragas e
doengas, bem como para uso em programas de melhoramento
do género Theobroma.

5. CONCLUSOES

Os marcadores ISSR foram capazes de acessar
diversidade genética das populacdes de T. speciosum e T.
subincanum, sendo a maior diversidade genética detectada na
populagdo de T. subincanum.

Os niveis de diversidade encontrados no estudo, mesmo
sendo moderados a baixos, indicam existéncia de
variabilidade genética e alertam para a importincia da
conservagdo in situ destas populagdes. A fragmentagdo
vegetal ocasionou um efeito maior sobre a diversidade
genética da espécie T. speciosum nas populagdes estudadas.
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