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RESUMO

Vochysia divergens Pohl. ou cambard, como € popularmente conhecida, é a espécie
madeireira mais importante para o aproveitamento racional no Pantanal. No entanto,
estudos sobre diversidade genética dessa espécie e do género, sdo escassos. Os marcadores
moleculares microssatélites sdo considerados altamente eficientes para analises de
diversidade genética, no entanto, por serem especificos, seu desenvolvimento gera altos
custos e despendem muito tempo e méo-de-obra qualificada. Uma alternativa ao uso de
SSR em espécies relacionadas é a transferibilidade desses marcadores. Neste sentido, o
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objetivo do estudo foi avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites,
desenvolvidos para Vochysia ferruginea, em V. divergens. Os testes de transferibilidade
foram realizados em 13 individuos de V. divergens amostrados do estado de Mato Grosso,
Brasil. Para os testes de amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase foram testados
dez loci microssatélites desenvolvidos para V. ferruginea. A partir dos resultados das
amplificagdes, obteve-se o0 nimero de alelos por locus, a heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho), o conteudo de informacao polimorfica (PIC) e a frequéncia dos alelos por
locus. Dos dez loci microssatélites testados, oito amplificaram DNA de V. divergens, sendo
todos polimérficos. Um total de 29 alelos foram amplificados, com média de 3,62 alelos
por locus. O PIC variou de 0,132 (A1-08) a 0,579 (A1-20), com média de 0,438 e cinco
loci foram considerados altamente informativos. A heterozigosidade esperada foi maior do
que a observada para todos os loci analisados. O locus A1-39 apresentou 0 maior nimero
de alelos e trés, dos seis alelos raros encontrados nas analises. Os resultados preliminares
para as medidas de diversidade genética deste estudo, indicam que os oito marcadores
microssatélites transferidos para V. divergens tem potencial para aplicacdo em futuros
estudos de diversidade genética da espécie.

Palavras-chave: Cambarg, amplificacdo heteréloga, SSR, Diversidade genética.

ABSTRACT

Vochysia divergens Pohl. or cambara, as it is popular known, is the most important timber
species for rational use in Pantanal. However, studies about genetic diversity of this species
and gender, are scarce. The microsatellite molecular markers are considered highly
efficient to genetic diversity analysis, therefore, for being specific, its development
generates high costs and demand a long time and qualified labor. An alternative to the use
of SSR in related species is the transferability of these markers. In this sense the aim of the
study was to evaluate the microsatellite markers transferability, developed to Vochysia
ferruginea, in V. divergens. The transferability tests were conducted in 13 individuals of V.
divergens sampled in the state of Mato Grosso, Brazil. For the tests of amplification via
polymerase chain reaction were tested ten microsatellites loci developed to V. ferruginea.
From the amplification results we obtained the number of alleles by locus, the expected
(He) and observed (Ho) heterozygosity, the polymorphic information content (PIC) and the
alleles frequency by locus. Of the ten tested microsatellites, eight amplified V. divergens
DNA, all of them being polymorphic. A total of 29 alleles were amplified, with the average
of 3.62 alleles by locus. The PIC varied from 0.132 (A1-08) to 0.579 (A1-20), with the
average of 0.438 and five loci were considered highly informative. The expected
heterozygosity was higher than the observed to all analyzed loci. The locus A1-39
presented the highest number of alleles and three, out of the six rare alleles found in
analysis. The preliminary results for the measures of genetic diversity of this study, indicate
that eight microsatellite markers transferred to V. divergens has potential to application in
future studies of the species genetic diversity.

Key words: Cambard, heterologous amplification, SSR, Genetic Diversity.
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1 INTRODUCAO

A diversidade genética é avaliada através das caracteristicas agronémicas,
morfoldgicas, moleculares, entre outras, e as informagdes obtidas com as avalia¢des, sdo
expressas em medidas de dissimilaridade que representam a diversidade no conjunto de
populacdes e genodtipos estudados (CRUZ et al., 2011). Varios marcadores moleculares
estdo disponiveis para a caracterizagdo molecular da diversidade, dentre eles, os
microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeat). Estes marcadores moleculares constituem
em um par de primers complementares as sequéncias que flanqueiam os microssatélites. A
variacdo é observada pela diferenca no tamanho dos produtos amplificados por PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) devido a ocorréncia de diferentes nimeros de unidades
repetitivas dentro da estrutura do microssatélite, gerado por crossing-over desigual ou por
erros da DNA polimerase durante a replicacdo (KALIA, et al., 2011; CAIXETA et al.,
2016).

Os marcadores microssatélites sdo considerados altamente eficientes para analises
de diversidade genética por possuirem heranca codominante, serem altamente variaveis,
multialélicos e reproduzidos via PCR (CAIXETA et al., 2016; AIELLO et al., 2020). A
principal restricdo ao uso desse tipo de marcador é a falta de iniciadores disponiveis para
todas as espécies, uma vez que o mesmo € especifico (ARNOLD et al., 2002). Aliado a
este aspecto, estd a demora e 0 alto custo despendido para identificar regides microssatélites
e desenvolver os iniciadores (SQUIRRELL et al., 2003). Ao mesmo tempo, muitos
laboratdrios ndo tém recursos e equipe qualificada para o isolamento e caracterizacdo de
novos iniciadores (ARNOLD et al., 2002).

Uma solugdo possivel, neste caso, é a utilizagdo de iniciadores desenvolvidos para
espécies correlacionadas (FASANELLA et al., 2019; AIELLO et al., 2020). Essa técnica é
denominada de transferibilidade ou amplificacdo heteréloga (VARSHNEY et al., 2005;
BRAVO et al., 2006) e ¢é possivel por que as regides flanqueadoras dos microssatélites
geralmente sdo conservadas entre os individuos de uma mesma espécie ou géneros
proximos (ARNOLD et al., 2002; CAIXETA et al., 2016).

Vochysia divergens Pohl., conhecida popularmente como cambard (LORENZI,
2008; FLORA DO BRASIL, 2020, em construcéo), é a espécie madeireira mais importante
para o aproveitamento racional no Pantanal (OLIVEIRA et al., 2018), onde forma grandes
aglomerados monodominantes chamados de cambarazais (POTT et al., 2011). No entanto,
ndo existem estudos sobre a diversidade genética dessa espécie, e tdo pouco, marcadores

moleculares microssatélites especificos que permitam tais estudos. Os Unicos marcadores
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microssatélites especificos para espécies do género Vochysia foram desenvolvidos para
Vochysia ferruginea Mart. por Lowe et al. (2002). A transferibilidade destes marcadores ja
foi realizada para outras espécies do género com éxito, entre elas Vochysia guatemalensis
Donn. Smith (ROJAS et al.,, 2011) e Vochysia bifalcata Warm. (VIANA, 2015). No
entanto, ainda nao existem informacdes de transferibilidade para Vochysia divergens, que
possibilitariam estudos de diversidade e estrutura genética para a espécie.

Diante deste contexto, o0 presente estudo tem como objetivo avaliar a
transferibilidade de marcadores microssatélites, desenvolvidos para a espécie Vochysia
ferruginea, em Vochysia divergens, visando seu emprego em analises de diversidade

genética.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Foram selecionados 13 individuos de V. divergens em cinco populacdes naturais,
distribuidas em trés biomas, no estado de Mato Grosso, Brasil (Tabela 1). Folhas saudaveis
e em estagio intermediério de desenvolvimento foram coletadas de cada individuo e ainda

em campo foram identificadas e armazenadas em sacos plasticos contendo silica gel.

Tabela 1. Identificacdo dos individuos de Vochysia divergens utilizados no estudo.

ID* Municipio Bioma** Coordenadas
VD1 Céceres, MT Pantanal 16W 03' 10", 57S 41' 26"
VD2 Céceres, MT Pantanal 16W 02' 11" 57S 42' 57"
VD3 Céceres, MT Pantanal 16W 01' 58" 57S 43' 09"
VD4 Lucas do Rio Verde, MT Cerrado 13W 03' 17", 55S 54' 02"
VD5 Lucas do Rio Verde, MT Cerrado 13W 04' 45, 55S 52' 43"
VD6 Cotriguacu, MT Amazonia 9W 53' 05", 58S 13' 56"
VD7 Cotriguacu, MT Amazénia 9W 53' 45", 58S 14' 14"
VD8 Cotriguagu, MT Amazbdnia 9W 54' 54", 58S 13' 52"
VD9 Alta Floresta, MT Amazodnia 9W 38' 38", 555 59' 34"
VD10 Alta Floresta, MT Amazénia 9W 38' 19", 55S 58' 42"
VD11 Nova Canad do Norte, MT Amazbdnia 10W 41' 32", 55S 56' 52"
VD12 Nova Canad do Norte, MT Amazbdnia 10W 41' 29", 55S 56' 55"
VD13 Nova Canad do Norte, MT Amazodnia 10W 41' 47", 55S 57" 30"

* 1D = identificacdo do individuo de Vochysia divergens; **Delimitagdo dos biomas conforme MMA (2020).
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2.2 AMPLIFICACAO HETEROLOGA DE MARCADORES MICROSSATELITES

O DNA foi extraido e purificado usando o protocolo CTAB (Brometo de Cetil-
Trimetil Aménio) descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificacbes para a espécie:
aumento da concentracdo de CTAB de 2% para 5% ¢ de B-mercaptoetanol de 0,2% para
1,6% no tampdo de extracdo; adicdo de 2 % polivinilpirolidona (PVP) e de 0,4% de
proteinase K no tampéo de extracdo; reducdo do tempo de incubacdo em banho-maria de
60’ para 5°, mantendo a temperatura de 65°C. A verifica¢do da qualidade e da quantidade
de DNA gendmico extraido foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% e por
comparagao com marcador de peso molecular conhecido DNA X 100 ng pL™t. Em seguida,
as amostras de DNA foram diluidas em &gua ultrapura para concentra¢do de 10 ng pL™2.

Foram testados 10 loci microssatélites desenvolvidos por Lowe et al. (2002) para
V. ferruginea na amplificacdo de V. divergens. Primeiramente, foi realizado um teste de
amplificacdo em 3 individuos e a partir dos resultados foram realizadas as amplificacfes
em todos os individuos.

Para as amplificacbes via reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizou-se
protocolo descrito para V. ferruginea por Lowe et al. (2002), com modificacdes na
concentracdo de DNA e no tampdo. As amplificacbes foram realizadas em termociclador
Mastercycler Nexus Eppendorf® em volume final de 15uL contendo: 3uL de tampao 5x
GoTag®, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgClz, 0,2 uM de cada primer, 2% de DMSO,
0,5 U de Taq DNA polimerase, 10 ng de DNA e agua Milli-Q autoclavada. Utilizou-se o
programa de amplificacdo descrito por Lowe et al. (2002), com as seguintes etapas:
desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos; um programa touchdown de 95 °C por 15's, 65
°C por 25 s e 72 °C por 35 s por 11 ciclos, em que a temperatura de anelamento diminuiu
1 °C por ciclo; seguido de 25 ciclos com temperatura de anelamento de 55 °C e uma
extensdo final de 15 minutos a 72 °C.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
2,5% em tampdo de corrida TBE 1X (Tris, acido bérico e EDTA) a 80 volts por
aproximadamente quatro horas. Posteriormente, os géis foram corados com de brometo de
etidio (0,6 pug mL™?), fotografados sob luz ultravioleta com auxilio de transiluminador LTB
— 20x20 STi Loccus Biotecnologia® e documentados utilizando o sistema LPix-STi
Loccus Biotecnologia®. A eletroforese em gel foi utilizada para avaliar o nimero e
tamanho dos fragmentos amplificados, bem como a detecgéo de polimorfismo e determinar
a genotipagem dos individuos. O tamanho dos fragmentos foi mensurado através da

comparagdo com DNA ladder 100 pb (Cellco) com auxilio do programa Lablmage®.
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2.3 ANALISE DOS DADOS

Foram realizadas as andlises de variabilidade genética dos loci microssatélites,
utilizando o programa Power Marker (LIU; MOUSE, 2005). Obteve-se o nimero de alelos
por locus, a heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e o conteido de informacéo
polimorfica (PIC). Também foi calculada a frequéncia dos alelos para cada locus com o
auxilio do suplemento do Excel GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2006, 2012), a fim

de verificar a presenca de alelos raros.

3 RESULTADOS

Dos dez loci microssatélites testados, oito amplificaram DNA de V. divergens no
primeiro teste realizado sem apresentar produtos secundarios (Figura 1A e B). Estes loci
foram amplificados nos 13 individuos selecionados, sendo todos polimorficos (Figura 1C
e Tabela 2). O tamanho dos produtos amplificados por esses marcados para V. divergens

também esta apresentado na Tabela 2.

Figura 1. Amplificacdo heteréloga de 10 microssatélites em Vochysia divergens. A e B: Teste inicial com os
10 loci microssatélites em trés individuos (Gel de agarose 1%). C: Padrdo de amplificacdo em 13 individuos
para o locus A1-26 (Gel de agarose 2,5%). M: Marcador DNA Ladder 100 pb Cellco.

A1-10

1 2 3 4.5 6 7 8 910 11 12

A1-33  A1-36 AL-8 A1-39

A1-5 A1-15  A1-20 AL-26 A1-35

Fonte: os autores.

Os oito loci amplificaram um total de 29 alelos, com média de 3,62 alelos por locus.
O PIC variou de 0,132 (A1-08) a 0,579 (A1-20), com média de 0,438. A heterozigosidade

esperada foi maior do que a observada para todos os loci analisados (Tabela 2).

13
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Tabela 2. Diversidade genética para os oito loci microssatélites em Vochysia divergens.
Tamanho dos

Locus  Repetigdo microssatélite produtos? N NA PIC He Ho

AL-8 (GA)w0 166-180 (162) 13 2 0,132 0,142 0,000
Al1-10 (GA)13 180-190 (194) 13 3 0,198 0,210 0,077
Al-15 (GA)12 114-128 (92) 9 3 0,499 0500 0,111
A1-20 (GT)sGAGT(GA)12 112-133 (109) 11 4 0,579 0,645 0,182
Al-26 (GA)1AA(GA) 150-188 (192) 13 4 0574 0,642 0,231
A1-33 (GA)1s 148-188 (148) 12 4 0,528 0,608 0,083
Al1-35 (GA)7 160-194 (170) 13 4 0,525 0,583 0,231
Al1-39  (GA)sGG(GA)sGG(GA)s  160-190 (199) 13 5 0,524 0,603 0,231

Média - 12,13 3,62 0438 0492 0,143

N: Ndmero de individuos usados na andlise; NA: Ndmero de alelos; PIC: Contetudo de Informacédo
Polimorfica; He: Heterozigosidade esperada; Ho: Heterozigosidade observada. 'O nimero entre parénteses
corresponde ao tamanho do fragmento encontrado por Lowe et al. (2002).

O locus A1-39 apresentou 0 maior nimero de alelos e também a maioria dos alelos
raros, enquanto o AL-8 foi o locus que apresentou o menor namero de alelos, conforme
pode ser verificado na Figura 2. Alelos raros foram observados também nos loci Al-10,
Al-26 e A1-33.

Figura 2. Distribuico da frequéncia alélica nos oito loci microssatélites transferidos para Vochysia divergens.

AL-8 A1-10 Al-15 Al-20
4%

9%
ul12
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Al1-26 Al1-33 A1-35 A1-39
4%
m 160
m170
=180

=150
160
m 166

188

w148
m 156
n 164

180

176
w182
=188

194
=195

Fonte: os autores.

4 DISCUSSAO
Dos dez loci testados, apenas dois ndo amplificaram regides do genoma de V.
divergens. A auséncia de amplificacdo desses loci pode estar relacionada com mutacdes na
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regido flanqueadora dos microssatélites. De acordo com Callen et al. (1993) mutacdes na
regido de ligagdo dos iniciadores inibem seu anelamento, impedindo a amplificacdo dos
produtos de PCR, o que caracteriza os alelos nulos. Alelos nulos s&o comuns tanto em
individuos da mesma espécie quanto em individuos de espécies distintas, sendo que, em
estudos com espécies diferentes espera-se que a quantidade de alelos nulos aumente
proporcionalmente a distancia taxonémica (ROBINSON; HARRIS, 1999).

O ntmero médio de alelos por locus encontrado neste estudo (3,62) foi similar ao
encontrado por Lowe et al. (2002) em V. ferruginea, onde esses autores verificaram média
de 3,90 alelos por locus. Outros autores encontraram médias superiores as relatadas neste
estudo usando os mesmos marcadores. Viana (2015) encontrou média de 4,85 alelos por
locus em Vochysia bifalcata Warm., enquanto Rojas et al. (2011), obtiveram média de 6,25
alelos por locus.

O locus mais polimorfico neste estudo foi o A1-39, com cinco alelos e 0 menos
polimorfico foi o AL-8, com dois alelos. Esses resultados diferem dos encontrados por
Lowe et al. (2002) para Vochysia ferruginea, quando selecionaram esses microssatélites,
onde esses loci ndo apresentaram polimorfismo, amplificando apenas um alelo cada. O Al-
20 foi o locus mais polimarfico no trabalho de Lowe et al. (2002), com sete alelos e neste
estudo apresentou 0 mesmo polimorfismo que os loci A1-26, A1-33 e A1-35, com quatro
alelos cada. Os loci A1-20 e A1-35 também apresentaram quatro alelos em um estudo
realizado por Rojas et al. (2007) em Vochysia guatemalensis Donn. Sm. e foram
considerados os mais polimorficos para a espécie.

O tamanho dos alelos encontrados neste estudo estd proximo aos tamanhos
relatados por Lowe et al. (2002), conforme verifica-se na Tabela 1, sendo que os loci Al-
15 e A1-26 apresentaram os tamanhos mais distantes do esperado. Em um estudo para
estimar a diversidade genética de Vochysia guatemalensis, Rojas et al. (2011) encontraram
amplitudes semelhantes a deste estudo no tamanho dos alelos para os loci A1-15 (97-124)
e A1-35 (160-184). Variagdes no tamanho dos alelos estéo relacionadas com a ocorréncia
de diferentes nimeros de unidades repetitivas dentro da estrutura do microssatélite
(ROBINSON; HARRIS, 1999), geradas por erros da DNA polimerase durante a replicacéo
(slippage) e por crossing-over desigual (STRAND et al., 1993; JARNE; LAGODA, 1996).
Essas variacGes acumulam-se mais rapidamente do que as mutagdes de ponto e as mutagdes
de insercdo e delegéo (CAIXETA etal., 2016). De acordo com Bravo et al. (2006) o numero

de repeticGes, ou seja, o tamanho dos alelos, bem como o nivel de polimorfismo podem
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variar muito entre as espécies para as quais os marcadores foram desenvolvidos e as
espécies para os quais foram transferidos.

O polimorfismo em loci microssatélites, como ja foi demonstrado, depende da
variacdo no numero de unidades repetitivas. De acordo com Caixeta et al. (2016) as
diferentes repeticdes de microssatélites existentes podem ser classificadas em simples,
composta, perfeitas e imperfeitas. Conforme Rai et al. (2017), a taxa de mutagdo nas
repeticGes de sequéncia curta é mais alta, sendo que microssatélites de repeticao de di-
nucleotideos sdo mais variaveis do que os de repeticdes de tri-nucleotideos, tetra-
nucleotideos ou marcadores SSR compostos e imperfeitos. Os primers transferidos para V.
divergens neste estudo amplificam microssatélites simples ou compostos perfeitos com
repeti¢do de dois nucleotideos.

Com relacéo ao contetdo de informacéo polimorfica (PIC) de cada locus, verificou-
se que cinco loci foram altamente informativos, dois foram mediamente informativos e
dois foram pouco informativos. Essa classificacdo é baseada na descri¢do de Botstein et al.
(1980) que afirmam que para um locus ser considerado altamente informativo o PIC deve
ter valor superior a 0,50. A estimativa do PIC é importante, pois é utilizada para a avaliacdo
do poder discriminatério de um locus (REZENDE et al., 2009). De acordo com Rafalski et
al. (1996) quanto mais informativo for o marcador, mais facil se torna detectar um
polimorfismo entre dois individuos avaliados. Esses resultados reforcam a eficiéncia da
transferibilidade destes microssatélites e sua capacidade de acessar a diversidade genética
em V. divergens. O nivel de polimorfismo encontrado neste estudo indica que, em
combinacdo, esses oito loci devem fornecer alta resolucdo para avaliar a diversidade e
estrutura genética de V. divergens.

A heterozigosidade esperada foi superior a observada para todos os loci analisados,
demonstrando que a proporcdo de heterozigotos observada entre os treze individuos de V.
divergens € menor do que o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Esse resultado
pode estar relacionado com o baixo nimero de individuos amostrados neste estudo,
podendo ser diferente em estudos com amostragem maior. O baixo numero de
heterozigotos também pode ser atribuido a existéncia de alelos nulos (MIRANDA et al.,
2012). Existem ainda outros fatores, segundo Wright (1965), que podem afetar o nimero
de heterozigotos nas popula¢fes naturais, como o sistema de acasalamento e a historia
evolutiva das especies.

Foram observados seis alelos raros distribuidos em oito loci. Os alelos sdo

considerados raros quando apresentam frequéncia igual ou inferior a 0,05 (5%)
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(SEBBENN, 2003). Os alelos raros sdo importantes para maximizar a protecdo da
diversidade genética pois indicam areas prioritarias de conservacao e manejo sustentado
(MONTAGNA et al., 2012). Dessa forma, os marcadores transferidos para V. divergens,
serdo uteis em gerar dados que auxiliem futuros programas de conservacao e manejo da

especie.

5 CONCLUSAO

Dos dez loci microssatélites testadas neste estudo, oito foram transferidos com
sucesso para V. divergens (AL-8, A1-10, A1-15, A1-20, A1-26, A1-33, A1-35e Al1-39) e
sdo recomendados para analises de diversidade e estrutura genética da espécie.

Os valores preliminares encontrados para as medidas de diversidade genética neste
estudo, indicam que os marcadores microssatélites de V. ferruginea transferidos para V.
divergens tem grande potencial para serem utilizados em futuros estudos moleculares da

espeécie.
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