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RESUMO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie
nativa da regido amazonica rica em cafeina natural. A Embrapa Amaz6nia Ocidental
desenvolve programa de melhoramento de guaranazeiro baseado em selecédo clonal e
selecdo recorrente para obtencdo de cultivares e progénies com caracteristicas
agronémicas desejaveis. O uso de marcadores moleculares tem sido aplicado com
sucesso em programas de melhoramento para monitorar a diversidade genética e
auxiliar na selecdo assistida por marcadores. Com isso, a presente pesquisa visa avaliar
a diversidade genética do programa de melhoramento do guaranazeiro, usando TRAP
(Target Region Amplification Polymorphism) e o SRAP (Sequence-Related
Amplification Polymorphism). O trabalho foi dividido em duas partes: a primeira para
testar o potencial dos marcadores TRAP e SRAP, usando 60 subamostras do BAG
(Banco Ativo do Germoplasma) e a segunda para analise da diversidade genética de seis
progénies de meios-irméos de guaranazeiro. No BAG observou-se um percentual de
polimorfismo de 79% (TRAP) e 74,5% (SRAP). O coeficiente de Dice variou de 0,64 a
0,87, formando quatro grupos no dendrograma, onde um deles concentrou 82% do
material estudado. Nas progénies de meios irméos, o percentual de polimorfismo foi
85% para 0 TRAP e 76% para SRAP. A diversidade genética de Nei (H) foi de 0,20 e 0
indice de Shannon (I) de 0.30. A AMOVA mostrou que o maior percentual de variagdo
se encontra dentro das progénies (54%). Com estes resultados, os marcadores TRAP e
SRAP mostraram potencial em estudos de diversidade genética no programa de

melhoramento de guaranazeiro.

Palavras-chaves: Germoplasma, progénies, clones, Espécies amazonica, polipléides.



ABSTRACT

The guarana (Paullinia cupana var. Sorbilis (Mart.) Ducke) is a native species
from the Amazon region rich in natural caffeine. Embrapa Western Amazon develops
guarana breeding program based on clonal selection and recurrent selection to obtain
cultivars and progenies with desirable agronomic characteristics. The use of molecular
markers has been successfully applied in breeding programs to monitor genetic diversity
and assist in marker-assisted selection. Thus, the present study aims to evaluate the
genetic diversity of guarana improvement program, using TRAP (Target Region
Amplification Polymorphism) and the SRAP (Sequence-Related Amplification
Polymorphism). The work was divided into two parts: the first to test the potential of
TRAP and SRAP markers, using subsamples of 60 BAG (Active Germplasm Bank) and
the second to analyze the genetic diversity six progenies of half brothers guarana. In the
BAG a polymorphism observed percentage of 79% (TRAP) and 74.5% (SRAP). The
Dice coefficient ranged from 0.64 to 0.87, forming four groups in the dendrogram,
where one concentrated 82% of the studied material. In the progenies of half brothers,
polymorphism percentage was 85% for the TRAP and 76% for SRAP. The genetic
diversity of Nei (H) was 0.20 and the Shannon index (I) of 0.30. The AMOVA showed
that the highest percentage of variation is within the progenies (54%). With these
results, the TRAP and SRAP markers showed potential genetic diversity studies in

guarana breeding program.

Keywords: Amazon species, clones, Germplasm, progeny, polyploid.
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1.0. INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) € um polipléide complexo com
210 cromossomos, nativo da regido Amazonica (Freitas et al., 2007). Rico em cafeina
natural, o guaranazeiro apresenta um potencial para as inddstrias de bebidas e
energéticos (Smith et al., 2010). O Brasil é o Unico produtor mundial, sendo os Estados
da Bahia e do Amazonas 0s maiores responsaveis por essa demanda (Nascimento-Filho

et al., 2009).

A Embrapa Amazonia Ocidental mantém um Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) com 270 clones para fornecer variabilidade genética aos programas de
melhoramento e conservacgdo da espécie para as demandas futuras (Atroch et al., 2009).
A selecdo clonal é um dos métodos de melhoramento utilizado atualmente para
obtencdo de cultivares recomendadas para producdo comercial de guaranazeiro. Apesar
dos avancos rapidos, a estratégia traz alguns riscos em longo prazo, como limitacdes da
diversidade genética, maior suscetibilidade dos genotipos devido a uniformidade do
plantio e a reducdo da possibilidade de ganhos adicional futuros, uma vez que o
programa de selecdo passa a manejar um pool génico limitado (McKeyet al., 2009).
Ademais, a Embrapa desenvolve a selecdo recorrente, cujo método de melhoramento
populacional tem por objetivo aumentar as médias de caracteristicas agrondémicas, assim
como também reduzir a possibilidade da perda da variabilidade genética do

guaranazeiro (Atroch et al., 2009).

A diversidade genética de espécies cultivadas é avaliada por caracteres
fenotipicos e marcadores moleculares. Em guaranazeiro, Nascimento-Filho et al.,
(2001) aplicaram técnicas multivariadas baseadas em fenotipos agrondmicos e

encontraram pouca divergéncia entre clones. Na caracterizagdo do germoplasma,
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utilizando marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), foi observada
pouca variabilidade (Sousa et al., 2003). E os microssatélites desenvolvidos e testados
até o momento, apresentaram polimorfismo insuficiente ou complexo para analise de

diversidade genética em guaranazeiro (Atroch et al., 2009).

Sequéncias depositadas em banco de dados gendmicos tornaram possivel o
desenvolvimento de marcadores conhecidos como marcadores po6s-genémico (Buyarapu
et al., 2011). Entre eles estd o TRAP (Target Region Amplification Polymorfism), que
utiliza dois primers: o fixo e o aleatério. O primer fixo é desenhado a partir de EST
(Expressed Sequence Tags) e o aleatdrio € uma sequéncia descrita na literatura, rica em
CG, que iréa se anelar em éxons ou introns (Zhang et al., 2012). As combinac@es desses
primers amplificam regides funcionais do genoma. Além disso, 0 TRAP é uma técnica
simples, de baixo custo e alta reprodutibilidade, que vem sendo aplicado em estudos de
diversidade, mapeamentos e quantificacdo de genes (Alwala et.al., 2006; Khan et al.,

2011).

Outro marcador que vem sendo utilizado com éxito em estudo de diversidade
genética € o SRAP (Sequence Related Amplified Polimorsfism). A técnica também
utiliza dois primers, o forward e o reverse. Esses primers possuem em suas sequéncias
motivos constituidos por CCGG em forward e AATT em reverse. Esses motivos
possibilitardo que esses primers se anelem e amplifiquem regides ORFs (Open Region
Frame), uma vez que regifes codificantes em proteina contém sequéncias ricas em CG
e regides de UTRs (Untranslated Region) séo ricas em AT (Poczai et al., 2013). O
SRAP vem sendo utilizado juntamente com outros marcadores, apresentando um
potencial nas analises da diversidade genética, mapeamento e marcacdo de genes,

identificacdo de hibridos e determinacdo do sexo. Além disso, traz como vantagem
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baixo custo e o0 nimero relativamente elevado de produtos amplificados (Li et al., 2012;

Zhou et al., 2011).

Os programas de melhoramento genético classico podem ser acelerados pela
utilizacdo de marcadores moleculares, que podem auxiliar na selecdo de
gendtipos/populacdes com ampla diversidade genética. Haja vista que, 0 guaranazeiro
apresenta descritores morfologicos de frutos e de folhas que indicam a existéncia de
variabilidade fenotipica entre germoplasma clonal e cultivares recomendadas. Nao
obstante a isso, os marcadores moleculares aplicados até 0 momento ndo detectaram a
variabilidade existente, o que reforca a necessidade de aplicacdo de outros marcadores
para encontrar regies com polimorfismo suficiente para gerar informacdes sobre a
diversidade genética do programa de melhoramento. Além disso, em poliploides mais
complexos, todo marcador é analisado como dominante. Com base nisso, foram
selecionados os marcadores TRAP e SRAP para avaliar a diversidade genética no

programa de melhoramento do guaranazeiro.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar a diversidade genética do programa de melhoramento de guaranazeiro

(Paullinia cupana var. sorbillis).

2.2. Especificos

»  Analisar o polimorfismo apresentado pelos marcadores TRAP e SRAP em trés

grupos de clones do programa de melhoramento de guaranazeiro.

» Estimar a diversidade entre seis progénies de meios irmaos selecionadas no
programa de melhoramento populacional de guaranazeiro utilizando os

marcadores TRAP e SRAP.
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3.0. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Guaranazeiro

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie
tipica da regido Amazonia, domesticada pelos povos indigenas Sateré-Maué. E uma
planta perene, dicotiledénea pertencente a familia Sapindaceae. O género Paullinia esta
distribuido pela América tropical e subtropical e na Africa tropical com apenas uma
espécie descrita, P. pinnata. Em seu habitat natural, geralmente em mata fechada possui
aspecto de uma liana, enquanto em cultivo a céu aberto apresenta-se na forma de um

arbusto lenhoso (Angelo et al., 2007; Angelo et al., 2010; Atroch et al., 2009b).

Segundo a literatura, o guaranazeiro foi observado pela primeira vez em 1810 pelos
naturalistas europeus quando viajavam pelo sul da Venezuela. Este material foi descrito
e classificado por Kunth como Paullinia cupana e tem procedéncia conhecida apenas
das &reas ao sul das cachoeiras Atures e Maipures, no rio Orenoco, e na regido do alto
rio Negro e seus afluentes, regido das fronteiras entre Brasil, Venezuela e Colémbia.
Anos mais tarde, Martius viajando pelo rio Amazonas coletou um material botanico e
classificou como Paullinia sorbilis. Esse guaranazeiro ja era cultivado e subespontaneo
na regido de Maués. Dessa forma, Paullinia cupana var. cupana foi classificada como a
forma tipica e é raramente encontrada; enquanto que Paullinia cupana var. sorbilis é a
forma cultivada, comumente encontrada na regido amazonica (Clement et al., 2010;

Smith, et al., 2010).

Paullinia cupana var. sorbilis possuem foliolos menos lobados quando jovens e séo
providas de gavinhas quando adultas. As flores sdo ligeiramente menores, os frutos

também tém metade ou um ter¢o do volume e cor vermelho-vivo e bastante brilhantes.
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A inflorescéncia é um cacho com tamanho variavel chegando a ultrapassar 25 cm e
ocorre geralmente na axila das folhas ou na base de uma gavinha (FIG.1). O fruto é uma
capsula deiscente e quando maduro tem coloracdo, que vai desde amarelo-alaranjada,
passando por vermelho-amarelada até vermelho-vivo e brilhante. Quando abre, deixa
aparecer a semente castanho-escura envolta parcialmente por um arilo branco. A
maioria das sementes tem forma arredondada. Frutos com um, dois ou trés dévulos
fecundados s&o comuns (Angelo et al., 2008). As sementes de guaranazeiro é que detém
valor comercial, pois sdo secas ou torradas, dando origem ao produto comercial com
alto teor de cafeina (2,5 a 6%), cerca de 2 a 5 vezes mais que as sementes de café

(Souza et al., 2010).

Figura 1 - Caracteristicas morfol6gicas do fruto do guaranazeiro
Foto: Nelcimar Reis
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Quanto a floracdo, ha indicios que flores masculinas e femininas estejam presentes
na mesma inflorescéncia, onde o grau de floracdo € dessincronizado, ou seja, quanto
mais longo for o periodo da inflorescéncia, maior sera a possibilidade de ocorrer mais
de um periodo de floracdo feminina. Isso explica o aparecimento de flores e frutos em
estagios diferentes de maturacdo numa mesma inflorescéncia (Angelo et al., 2007;
Atroch et al., 2009b). A polinizacdo do guaranazeiro esta restrita aos hymenoptera,
sendo as espécies Melipona seminigra, Xylocopa muscaria e Apis melifera os mais
importantes polinizadores, porém existem outros polinizadores ocasionais (Gondin et
al., 1978). Quanto a reproducdo, estudos revelam que a espécie apresenta mecanismos

morfologicos favoraveis a alogamia. (Atroch et al., 2009b).

Além da cafeina, o guarana apresenta outras propriedades quimicas, quais sejam,
flavonoides e taninos, que lhe conferem caracteristicas estimulantes e medicinais.
Ademais, insta salientar que as propriedades farmacologicas do guarana vém sendo
avaliadas e testadas em modelos experimentais in vitro e in vivo. Em face de tais
estudos, foram comprovadas atividades antioxidantes (Portella et al., 2013),
antibacterianas e antifangicas (Basile et al., 2005), além da acdo antiplaquetérias,

diminuindo o risco de trombose e doencgas cardiovasculares (Ravi et al., 2008).

Em relacdo a doengas cancerigenas, 0 guarana apresentou-se como uma alternativa
barata e ndo toxica para auxiliar no tratamento em curto prazo (Campos et al., 2011).
Além disso, possui acdo positiva na memdria e no desempenho cognitivo (Haskell et
al., 2007) e efeito antidepressivo visto em camundongos submetidos a exaustdo fisica
(Campos et al., 2005). Com isso, além de ser um importante produto agricola, o
guaranazeiro tornou um interessante objeto de estudo para pesquisadores de diversas

areas.
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3.2. Importancia sécio-econémica

No amazonas, 0 guarana é explorado ha seculos, haja vista que 0s povos
indigenas faziam o seu uso em rituais sagrados ou como fitoterapicos. Visto isso, 0s
colonizadores da época se interessaram e comecaram a explord-lo de forma
comercialmente. Até a década de 80, o Estado do Amazonas era 0 maior produtor de
guarana no Brasil, sendo o Municipio de Maués o principal responsavel por essa
demanda. Porém, problemas fitossanitarios afetaram a cultura na regido, fazendo com

que a mesma perdesse 0 posto para o Estado da Bahia (Bentes et al., 2011).

Atualmente, o Amazonas é o segundo maior produtor do Brasil, onde grupos
empresariais sdo donos de plantios que variam de 80 a 500 hectares, e 0S pequenos
produtores sdo familias que residem no Municipio de Maués (AM) e possuem uma area
média de trés hectares de plantio, representando 35% da area plantada e da producdo

estadual (Atroch et al., 2009b).

O Brasil é o Gnico produtor mundial de guarana, sendo 70% dessa producéo
empregado na fabricagcdo de refrigerantes e o restante comercializado na forma de
xarope, bastdo, pd, extrato e outras (Antonelli-Ushirobira et al., 2010). Vale lembrar
que, além do Amazonas e Bahia, Acre, Para, Rondbnia, Roraima e Mato Grosso e
Amapa produzem guarana comercialmente, porém em menor escala (Nascimento-Filho
et al., 2009). Segundo dados do IBGE, a producdo de guarana em grdos da safra 2013
ficou em torno de 3.676 toneladas (Tabela 1). Porém, pode-se observar uma reducéo
com o volume colhido na safra do ano passado. Ja em relagdo a média dos ultimos cinco
anos, ela apresentou um recuo da ordem de 8,29%, tendo em vista a ocorréncia de

problemas de ordem climatica, doencas e pragas, que prejudicaram, sobremaneira, a
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produtividade dos guaranazeiros nos Estados com maior producdo, especialmente no

Amazonas, onde se registrou a maior perda (Figura 2).

Area colhida Produtividade Producéo Participacdo na
(hectares) (kg/hectare) (toneladas) producéo (%)
Brasil 11.884 309 3.676 100%
Bahia 6.669 401 2.682 72,7%
Amazonas 4.753 156 740 20,1%

Tabela 1- Producéo do guarana ano 2013
Fonte: IBGE/2014
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Figura 2 - Producéo do guarana no Brasil de 2009 a 2013
Fonte: IBGE/2014

3.3. Estrutura Gendmica

O conhecimento sobre a estrutura gendmica é essencial para se conhecer origem,
domesticacdo e evolucdo de qualquer espécie. Estudos realizados por Freitas et al.,
(2007) revelam gue o guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) € um polipléide, com 210
cromossomos e contetdo médio de DNA por nacleo dipléide de 22,8 pg. Esses

resultados confirmam as contagens iniciais de Nascimento-Filho et al., (2007).
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Em razdo do numero e tipo de cromossomos e a auséncia de outras espécies
proximas que se semelham a essa estrutura, estudos indicam que o guaranazeiro é de
origem complexa, que incluiu eventos de poliploidizacdo e rearranjo numeérico,
sugerindo que é um autoalopolipléide derivado da combinagdo de pelo menos duas
espécies. (Freitas et al.,2007). Esse conhecimento e outros que virdo sera de grande
importancia para a compreensdo da origem evolutiva dessa espécie (Atroch et al.,

2009).

Diferencas comuns em plantas polipldides podem explicar as diferencas claras
entre P. cupana e outras espécies como o guaranarana. Saber o tipo de ploidia se faz
necessario quanto a analise biométrica, uma vez que o guaranazeiro é um alopolipldide,
a abordagem biométrica deve ser similar a de diploide, ou no caso for um
autopoliploide, os modelos genéticos empregados devem ser outros, isto porque nao é
possivel estimar a variancia genética aditiva e a herdabilidade individual no sentido
restrito, baseado apenas na avaliacdo de progénies de meios-irmaos ou de progénies e

filhos (Resende et al., 2002).

3.4. Variabilidade Genética

O guaranazeiro apresenta variabilidade fenotipica baseada em caracteres
morfolégicos, sendo esta usada para selecionar genétipos superiores para o programa de
melhoramento da espécie. No entanto, estudos realizados com marcadores moleculares
aplicados até 0 momento ndo conseguiram acessar esse polimorfismo. Essas diferencas
dadas pela analise fenotipica e genética ainda ndo estdo bem claras, porém, deve-se
considerar que o guaranazeiro € um poliploide complexo e ha indicios que sua
domesticacdo foi recente, ndo tido tempo suficiente para realizar todos os rearranjos

cromossomicos para restabelecer seu genoma (Clement et al., 2010). Pode-se considerar
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também a epistasia, fenbmeno onde varios genes codificam um mesmo produto,
influenciando assim nas caracteristicas morfologicas, aléem da plasticidade fenotipica

que os polipldides tendem a apresentar (Freitas et al., 2007).

3.5. Recursos Genéticos

A Embrapa Amazonia Ocidental € a instituicdo responsavel pela conservacdo dos
recursos genéticos do guaranazeiro no Brasil e possui um banco de germoplasma clonal
com 270 subamostras clonais de guaranazeiro. A colecdo encontra-se no campo
experimental da Embrapa Amazonia Ocidental, localizado na rodovia AM-010, Manaus
— Itacoatiara, no km 29, no municipio de Manaus. Todo germoplasma de guaranazeiro
em cultivo comercial no Brasil € originario do Municipio de Maués - Amazonas, € 0
germoplasma que deu origem aos programas de melhoramento genético foram coletados
em poucas populacdes de cultivo comercial, em locais proximos as cidades de Maués e

de Manaus (Atroch et al., 2009).

3.6. Programa de melhoramento do guaranazeiro

O melhoramento de plantas surgiu junto com a pratica da agricultura, sendo que
ambas evoluiram paralelamente na direcdo de aumento na qualidade e na produtividade
das culturas domesticadas pelo homem (Borém et al., 2009). O principal objetivo do
melhoramento é a identificacdo e a selecdo de genétipos superiores quanto a

produtividade, visando a um ideotipo de planta (Atroch et al., 2009b).

O guaranazeiro possui um unico programa de melhoramento, coordenado pela
Embrapa Amazénia Ocidental e tem como objetivos selecionar clones de guarand com
produtividade acima de 1,0 kg de sementes por planta, ampla adaptabilidade, boa

estabilidade, resisténcia as principais doengas como a antracnose e superbrotamento,
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com melhor qualidade de frutos (alto teor de cafeina), resisténcia a queda na maturagao

e maturacdo mais uniforme (Souza et al., 2012).

No melhoramento do guaranazeiro, os métodos utilizados até o momento
variaram de acordo com 0 objetivo do programa, recursos humanos, materiais e
infraestrutura disponiveis para a conducdo dos trabalhos (Atroch et al., 2009b).
Atualmente, seguem-se duas abordagens complementares: selecdo clonal e
melhoramento populacional. A selecdo recorrente esta sendo adotada para obtencdo de
populacdes melhoradas com caracteristicas morfo-agrondmicas desejaveis e

recomendadas para os produtores regionais.

3.7. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA que revelam polimorfismos
entre individuos geneticamente relacionados, transmitidos de uma geracdo para a
seguinte. E uma importante ferramenta utilizada em programas de melhoramento, pois
sdo estaveis e detectaveis em todos os tecidos, independentemente do crescimento,
diferenciacdo ou desenvolvimento da célula e sdo invariaveis com efeitos do meio

ambiente, pleiotropicos e epistaticos, (Agarwal et al., 2008).

Um marcador molecular pode ser codominante ou dominante. Marcadores
codominantes sdo mais informativos, conseguem distinguir alelos homozigoto e
heterozigoto e os marcadores dominantes acessam regides polimdrficas, porém ndo
conseguem distinguir os alelos, de forma que o resultado da amplificacdo é auséncia ou

presenca da banda num determinado loco (Lopes et al., 2002).

Varios tipos de marcadores moleculares de DNA estdo disponiveis, diferenciando

quanto habilidade de detectar polimorfismo, custo de aplicacdo, facilidade de uso e
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confiabilidade dos resultados. Esses marcadores vém sendo utilizados em estudos de
diversidade genética, fingerprinting, analise de pureza, melhoramento assistido,
mapeamento genético, marcacdo de genes (Borém et al., 2009). Além disso, o uso de
marcadores moleculares em programas de melhoramento pode ser associado com
caracteristicas fenotipicas de uma dada espécie, possibilitando um melhor entendimento
de como o genoma estd organizado e como 0s genes estdo se expressando no ambiente

em que Vive.

Os estudos de genética de populacbes avancaram significativamente na década de
60, a partir do desenvolvimento de técnicas de marcadores moleculares. Ha& uma
variedade de ferramentas que podem ser utilizadas em trabalhos de caracterizacdo de
diversidade genética, como os marcadores fenotipicos e moleculares: lIsoenzimas,
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) e microssatélites (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Grande parte
desses permite a caracterizacdo de forma rapida e facil da variabilidade genética nas

espécies de interesse (Agarwal et al., 2008).

O marcador RFLP foi a primeira técnica a ser desenvolvida, sua metodologia é
complexa e demorada para analise genémica (Agarwal et al., 2008). Vale ressaltar que
esse foi o primeiro marcador a ser aplicado em programas de melhoramento vegetal
(Alzate-Marin et al., 2005). Com o advento da PCR (Polimerization Chain Reation),
outros marcadores foram desenvolvidos, entre eles 0 RAPD (Random Amplification
Polymorphism DNA), uma técnica de baixo custo com capacidade de detectar
polimorfismo de modo simples e rapido, bastante utilizado em fingerprinting,
distinguindo divergéncias minimas entre espécies ou clones (Agarwal et al., 2008). Na

caracterizacdo do banco de germoplasma do guaranazeiro com marcadores RAPD,
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porém, foi observada pouca diversidade entre os clones, ndo associando — 0s com 0s

locais de coleta (Sousa et al., 2003).

As técnicas de PCR, clonagem e sequenciamento de DNA tém possibilitou um
rapido acumulo de informacGes de genomas e tem contribuido para a caracterizacédo de
cultivares (Ferreira e Grattapaglia, 1998). A disseminacdo do seu uso contribuiu para a
descoberta e estudo de diversas classes de seqiiéncias de DNA repetitivos, como 0s

microssatélites.

Os marcadores microssatélites consistem em seqiiéncias curtas de nucleotideos
repetidas na mesma ordem, cujo nivel de polimorfismo produzido é devido a variagdo
no nimero de unidades de repeticdo em um determinado l6cus (Salla et al., 2002). A
técnica envolve o desenvolvimento de primers especificos, um processo elaborado e
caro. Mas, uma vez que estes estejam disponiveis, o custo da técnica assemelha-se a de
RAPD, com excecdo dos géis para separar os fragmentos de DNA devem ser de
poliacrilamida e esses sdo de custo mais elevado. A maior vantagem dessa técnica € a
distingdo dos alelos em homozigoto e heterozigoto, o que a torna uma das melhores
opcdes para uso na caracterizacdo de cultivares, especialmente em germoplasma
aparentado e de baixa variabilidade (Agarwal et al., 2008). Estudos relatam a aplicacédo
desses marcadores em andlise da diversidade genética na bananeira (Amorin et al.,
2009), mandioca (Pereira et al., 2007), acerola (Salla et al., 2002). Em guaranazeiro,
foram desenvolvidos dez locos microssatélites, sendo que cinco deles apresentaram
padroes monomorficos e 0s outros cinco apresentaram polimorfismo, porém

insuficiente para analise de diversidade genética (Atroch et al., 2009b)
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Os marcadores moleculares estdo evoluindo rapidamente a proporcao que dados de
genoma vem sendo disponibilizado, o que contribuiu para o desenvolvimento de

técnicas mais avancadas de marcadores conhecido como p6s-gendmico.

3.8. TRAP (Target Region Amplyfication Polymorfism)

O TRAP (Target Region Amplyfication Polymorfism) é um marcador derivado de
sequéncias depositadas em bancos gendmicos, voltado para locos especificos ou
familias génicas. Sua técnica é baseada no uso de dois primers: o fixo e o aleatorio. O
primer fixo é desenhando a partir de EST (Expressed Sequence Tag) e o primer
aleatorio ¢ uma sequéncia rica em CG que possibilita o anelamento em regides de
introns ou éxons (Hu et al., 2003). Com isso, os amplicons gerados pela combinacéo
desses primers estardo relacionados com regides expressas e, esse diferencial torna o
TRAP uma ferramenta valiosa para estudos de diversidade genética em programas de
melhoramento (Agarwal et al., 2008). O potencial desse marcador para estudos de
diversidade genética foi confirmado em cana-de-acucar (Alwala et al., 2006), café (Al-
Murish et al., 2013), caqui (Luo et al., 2013), trigo (Barakat et al., 2013), espinafre (Hu

et al., 2007)

3.9. SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism)

O SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) é uma técnica que utiliza dois
primers, o forward e o reverse, com sequéncias aleatorias, porém com um motivo de
CCGG para forward e AATT para reverse. Esses motivos aumentam a possibilidade de
anelamento dos primers em regiGes ORFs (Open Region Frame) devido as repeti¢des
de CG para codificantes de proteinas e AT nas regides de UTRs (Untranslated Region)

(Poczai et al.,, 2013). A técnica combina simplicidade, confiabilidade, sofisticagdo
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moderada e 0 nimero relativamente elevado de produtos amplificados e bem definidos.
E juntamente com outros marcadores, vem sendo aplicado com sucesso na construcao
de mapas genéticos, marcacdo de genes e analise da variabilidade genética (Li et al.,

2012; Zhou et al., 2011).

3.10. Selecdo assistida por marcadores moleculares

Em programas de melhoramento, o0s marcadores moleculares permitem
compreender e organizar a variabilidade genética de forma Unica, isto é, acessando a
variabilidade do DNA que néo é influenciada pelo ambiente. Uma das vantagens disto é
a possibilidade de planejar os cruzamentos de um programa, de forma a maximizar as
diferengas genéticas entre gendtipos elites, diferencas essas que muitas vezes ndo
podem ser observadas em nivel de fendtipo. Outra vantagem é a possibilidade de
organizar o germoplasma do programa em “pools” génicos, facilitando a escolha de
parentais e diminuindo o nimero de combinaces a serem feitas pelos melhoristas.
Como consequéncia do estudo da variabilidade genética, muitas vezes é possivel
identificar o padrdo molecular (fingerprinting) de genoétipos de interesse, que podem
ser, posteriormente, utilizados para a manutencdo da diversidade do germoplasma

(Milach et al., 1998).
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40. MATERIAL E METODOS

4.1. Material estudado

Foram analisados 60 subamostras clonais do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) e
seis progénies de meios-irmdos do programa de melhoramento de guaranazeiro da
Embrapa Amazonia Ocidental situada no Km 29, da Rodovia AM-010, Manaus-AM. O
trabalho foi dividido em duas partes de acordo com o tipo de material estudado. A
primeira para testar o potencial dos marcadores TRAP e SRAP usando 60 subamostras
do BAG, representando trés grupos de gendtipos clonais: 18 cultivares clonais
divergentes, oito clones similares para caracteres morfoagronémicos (Nascimento-Filho
et al., 2001) e 34 gendtipos clonais de trés origens geograficas (Tabela 2). E a segunda
parte se concentrou na analise de diversidade genética de seis progénies de guaranazeiro
(PGRN: 305, 207, 70, 319, 64 e 382) selecionadas por Atroch et al., (2009) no
programa de melhoramento desenvolvido pela Embrapa Amazoénia Ocidental. Foram

analisados 40 gendtipos de cada progénie utilizada no presente estudo.

Cultivares Clones Germoplasma
Clonal similares Clonal
BRS-CG372  BRS- Maués CMA222 CMA186 CMU385 CMU625 CMU948
BRS-CG505 BRS-Manaus CMA223 CMA375 CMU389 CMU623 CMU952
BRS-CG608 BRS-Amazonas CMA224 CMA436 CMU500 CMU628 CIR196
BRS-CG610  BRS-Andira CMA225 CMA498 CMU502 CMU862 CIR202
BRS-CG611 BRS-Luzeia CMA227 CMA514 CMU607 CMU872 CIR215
BRS-CG612  BRS-Marabitana CMA228 CMA604 CMU609 CMU874 CIR217
BRS-CG648  BRS-Mudurucania CMA274 CMA831 CMU614 CMU899 CIR819
BRS-CG850  BRS-Ceregaporanga CMAZ276 CMA838 CMU617 CMU908 -
BRS- CG882 BRS-Sateré - CMU381 CMU619 CMU932 -

* locais de coleta: CMA (Manaus), CMU (Maués) e CIR (Iranduba)

Tabela 2 - Identificagdo das subamostras clonais do BAG de guaranazeiro da Embrapa Amaz6nia
Ocidental.
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As amostras do material vegetal foram preparadas para extracdo de DNA no

Laboratdrio de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental. A extracdo do

DNA gendmico seguiu as recomendacdes de Doyle e Doyle (1990) pelo método CTAB

2% com algumas modificacbes para a espécie. A quantificacdo foi realizada no

Nanodrop e confirmada em gel de agarose 0,8%. A diluicdo do DNA para uma

concentracdo final de 50ng foi padrao para todas as amostras.

Primer

Fixo Sequéncias Homologos Funcéo
HAP F: GTATCGGTTCCCTCCTCACA HAP3 transcriptional- Floragdo
R: GCATTATTCGGACGACGATT activator
LEAFY F: TCTTTTCCTTCACCGTCACC Leafy cotyledonl-like Floragéo
R: GTCATGTTCTCTTACGGTGC protein
LHY F: GACAAAGACTGCTGTGCAG Late elongated hypocotyl- Controle da
R: GCTCATCCTCTGTCCATCGT lhy Floragéo
AUX F: TACTCGTTGGTGACGATCCA Auxin response Crescimento
R: CACAGACCCCGCCTTATAAA factor Vegetal
AUX-A F: CAGCAGTATGGACTTGCCAA Auxin/aluminum- Crescimento
R: CATCATCACCCGCTTGTATG responsive protein Vegetal
AUX-l  F:TAAGGCAGCATTTACCCAGG Auxin-induced protein Crescimento
R: CCACAAGGACCACTCCAACT Vegetal
CYST F: AAGAGGTGGTCATGGTCCTG Cysteine proteinase Desenvolvimento
R: CACTCTCGCAACTCCAACA inhibitor da planta
CYST F: GGTGAAGCCATGGATGAATT Cysteine proteinase Desenvolvimento
R: TGAGAGTCCTTGCAGTCGTG inhibitor da planta

Tabela 3 - Lista dos primers fixos forward (F) e reverse (R) desenhados e testados em
guaranazeiro.

4.3. Marcador TRAP

Para analises com marcador TRAP, foram desenvolvidos primers fixos a partir de

ESTs, depositadas em banco genémicos do guarand. Para o desenho dos primers,

utilizou-se a ferramenta da bioinformética Primer3. As sequéncias dos primers foram

relacionadas a regides expressas envolvidas no crescimento, desenvolvimento e floracdo

do guaranazeiro (Tabelas 3).
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Das 96 combinacOes testadas entre 16 primers fixos e seis aleatdrios, foram
selecionadas cinco por produzirem locos polimorficos, visivelmente fortes e

reprodutiveis para analise de guaranazeiro (Tabela 4).

Primer Fixo Primer Aleatério Tm
AUXAR (CATCATCACCCGCTTGTATG) T13 (GCGCGATGATAAATTATC) 53
AUXR (CACAGACCCCGCCTTATAAA) TO3 (CGTAGCGCGTCAATTATG) 52
AUXR (CACAGACCCCGCCTTATAAA) T13 (GCGCGATGATAAATTATC) 52
CYSTF (AGGAGGTGGTCATGGTCCTG) TO3 (CGTAGCGCGTCAATTATG) 54
CYSTF (AGGAGGTGGTCATGGTCCTG) T14 (GTCGTACGTAGAATTCCT) 55

Tabela 4 - Combinagdes dos primers TRAP utilizados nas analises de diversidade do
germoplasma clonal e das progénies de guaranazeiro do programa de melhoramento da
Embrapa-AM.

As reacbes de PCR foram padronizadas e otimizadas seguindo o protocolo ja
descrito por Hu e colaboradores (2003) com modificacdes para a presente espécie. Os
ajustes foram nas concentracdes dos reagentes e temperatura de anelamento para
amplificacdo de cada combinacdo de primer. As reacOes foram preparadas para o
volume final de 15uL, com as seguintes concentragfes: 1X de tampé&o; 1,5 mMol de
Cloreto de magnésio (MgCly); 0,8 mMol de dinucleotideos tri-fosfatados (ANTP); 50ng
de DNA; 2,25 pMol de primer Fixo e 1,5 pMol de primer Arbitrario e 1U de enzima
(PROMEGA). O programa de amplificagdo utilizado foi: desnaturagdo a 94°C por 2
minutos, seguido por cinco ciclos de 94°C por 45 segundos, 35°C por 45 segundos e
72°C por 1 minuto. Outros 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, temperatura de

anelamento (Tm) por 45 segundos e 72°C por 1 minuto. Extensdo a 72°C por 7 minutos.

4.4. Marcador SRAP

Para a técnica SRAP foram escolhidos primers descritos na literatura por Li et al.

(2001), sendo dez Forward e dez Reverse, combinados e testados em clones de
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guaranazeiro. Oito combinagbes foram selecionadas para o presente estudo pelo

polimorfismo produzido e pela resolucéo das bandas em gel (Tabela5).

Primer Forward Primer Reverse Tm
Me02 (TGAGTCCAAACCGGAGC) Em05 (GACTGCGTACGAATTAAC) 53
Me04 (TGAGTCCAAACCGGACC) Em03 (GACTGCGTACGAATTGAC) 52
Me05 (TGAGTCCAAACCGGAAG) Em01 (GACTGCGTACGAATTAAT) 51
Me05 (TGAGTCCAAACCGGAAG) Em03 (GACTGCGTACGAATTGAC) 55
Me0l1 (TGAGTCCAAACCGGATA) Em10 (GACTGCGTACGAATTCAGQG) 54
Mel0 (TGAGTCCTTTCCGGTCC) Em07 (GACTGCGTACGAATTCAA) 52
Mel5 (TGAGTCCAAACCGGCAT) Em03 (GACTGCGTACGAATTGAC) 50
Mel9 (GACTGCGTACGAATTCAA) Em07 (GACTGCGTACGAATTCAA) 53

Tabela 5 - Combinagdes dos primers SRAP utilizados nas anélises de diversidade do
germoplasma clonal e das progénies de guaranazeiro do programa de melhoramento da
Embrapa-AM.

A padronizacdo das reacOes de PCR seguiu as recomendac0es de Li et al. (2001)
com modificag¢Oes para 0 guaranazeiro. O preparo do mix foi realizado para um volume
final de 15 pL com as seguintes concentracfes: 1X de tampdo; 1,5 mMol de Cloreto de
Magnésio (MgCl,); 0,8 mMol de dinucleotideos tri-fosfatado (ANTP); 50ng de DNA,;
0,33 pMol de cada primer e 1U de enzima (PROMEGA). O programa de amplificacdo
foi desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, amplificacdo em duas etapas, uma com cinco
ciclos de 94°C por 30 segundos, 35°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, outra
com 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento (Tm) por 30

segundos e 72°C por 45 segundos, e extensao a 72°C por 7 minutos.

4.5. Eletroforese em gel de agarose

As separacbes dos produtos da amplificagdo foram realizada através da
eletroforese horizontal em gel de agarose tratados com brometo de Etidio. A
concentracédo do gel variou conforme o marcador, sendo 2% para o0 TRAP e 1,5% para o

SRAP. Os géis foram visualizados e fotografados no transluminador de UV e as
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imagens capturadas foram arquivadas em computador, para posterior analise dos

padrdes e contagem de bandas.

4.6. Analises de dados

Para analise de dados, foi construida uma matriz binaria para cada marcador, codificada
para presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos amplificados. O valor do PIC (Polymorphism
Information Content) de cada combinacdo de primers e a média para 0 marcador foram
obtidos atraves do software PICcalc (Nagy et al.,2012). Os niveis de polimorfismo de
cada marcador foram calculados através da média aritmética do numero de locos

polimérficos pelo numero total de locos (Tabela 6).

A diversidade do germoplasma clonal para cada marcador foi estimada pelo
coeficiente de similaridade de Dice, usando o software NTSYSpc-2.02 com 1000
permutacdes (Rohlf et al.,2000). A matriz de similaridade obtida foi utilizada para
agrupamento em dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Averages). Foi também realizado teste de Mantel para estimar a coeréncia dos

agrupamentos dos marcadores TRAP e SRAP.

As analises da diversidade genética das progénies foram realizadas utilizando o
software Popgene versdo 1.32 (Yeh et al., 1997) e o percentual da variacdo genética
dentro e entre as progénies estimadas pela AMOVA (Analysis of Molecular Variance)

usando o sofware Genalex (Peakall et al., 2012).
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50. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise do germoplasma clonal

As cinco combinagfes de primers do TRAP produziram 79% de polimorfismo ao
amplificarem 136 bandas de 200 a 800 pares de bases. A média de locos produzidos por
combinacdo foi de 27,2, sendo AuxR+T13 a combinagdo que produziu maior nimero
de locos (38). Quanto aos niveis de polimorfismo, as combinagdes AuxR+T03(97%) e

CystF+T03(55%) foram as que apresentaram o maior e 0 menor nivel de polimorfismo

(Tabela 6).

Combinacéo dos primers LT LP P (%) PIC

TRAP AuxAr/T13 19 13 68,5% 0,31
AuxR/T03 32 31 97% 0,36

AuxR/T13 38 33 87% 0,35

CystF/TO03 22 12 55% 0,29

CystF/T14 25 18 72% 0,33

SRAP Me02/Em05 16 13 81% 0,37
Me04/EmO03 17 14 82% 0,37

Me05/EmO01 14 10 71% 0,37

Me05/Em03 14 10 71% 0,29

Me01/Em10 10 7 70% 0,37

Mel0/EmO07 19 13 68% 0,35

Mel5/EmO03 18 13 72% 0,35

Mel9/EmO07 14 11 79% 0,34

LT=Locos totais; LP=Locos polimdrficos; P=nivel de polimorfismo.
Tabela 6 - Niveis de polimorfismos e valor do PIC, apresentados pelas combinagdes dos
primers do TRAP e SRAP usados na andlise de diversidade genética em germoplasma clonal de
guaranazeiro.

O PIC mede o conteudo da informacdo como capacidade do marcador em distinguir
gendtipos, ndo é uma medida de diversidade, porém alguns estudos o consideram, por
estar relacionada com a heterozigosidade de um loco (Laurentin et al., 2009). Em
marcadores dominantes o valor do PIC pode chegar a 0,5 no maximo, uma vez que 0
mesmo ndo possui a capacidade de distinguir alelos homozigotos e heterozigotos

(Suman et al., 2008). Considerando o TRAP, os valores de PIC obtidos variaram
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conforme as combinagdes de primers, apresentando uma amplitudes de 0,36 para
AuxR+T03 e 0,29 para CystF+T03. A média foi de 0,33, valor similar aqueles
encontrados pelo mesmo marcador em cultivares de cana-de-acucar (Alwala et al.
2006b) e superior quanto aos valores obtidos em 30 gendtipos de cana (PIC=0,24)
descrito por Alwala et al. (2006a) e em 82 cultivares de cana do Brasil (P1C=0,28)
revelados por Creste et al.(2010), confirmando assim a eficacia desse marcador para

estudos em guaranazeiro.

O percentual de polimorfismo encontrado pelo TRAP no presente trabalho foi
préximo daqueles encontrados em estudos de diversidade da cana-de-aclcar (Alwala et
al., 2008; Devarumath et al., 2013). Comparando com outros estudos, o polimorfismo
do presente trabalho foi superior aos niveis encontrados em espécies cultivadas (Hu et
al., 2005), em poliploides (Barakat et al., 2013) e germoplasma (Hu et al., 2007).
Porém, inferior quando comparadas aos apresentados em espécies cultivadas e
selvagens (Zhang et al., 2012; Luo et al., 2013). O percentual de polimorfismos gerados
pelas combinacdes dos primers AuxAR, AuxR e CystF indicam diferencas nas regifes
codantes relacionadas ao crescimento e desenvolvimento do guaranazeiro, podendo ser
associado ou ndo, com caracteristicas fenotipicas do guaranazeiro apresentadas no
campo. Estas associacGes é uma das vantagens apresentada pelo TRAP em programas

de melhoramento e selegéo assistida por marcadores (Barakat et al., 2013).

As oito combinacgdes de primers do SRAP produziram 122 locos entre 100 a 700pb
com 74,5% de percentual de polimorfismo. O nivel desse percentual variou de 82%
(Me04+EmO03) e 68% (Mel0+EmO07). A média de locos produzidos por combinagéo foi
15,25 sendo MelO+EmO07(19) e MeOl+Em10(10) representaram a amplitude da

quantidade de locos. Quanto ao valor do PIC obtido na presente analise 50% das
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combinagOes (Me02+EmO05, Me04+EmO03, Me05+EmO1 e Me01+Em10) apresentaram
um PIC de 0,37 e a combinagdo Me05+EmO03 apresentou o menor valor de PIC (0,29).

A média entre combinagdes do marcador SRAP ficou em torno de 0,35 (Tabela 6).

O percentual de polimorfismo revelado pelo marcador SRAP (74,5%) foi superior
aos niveis observados em germoplasma de amora (71,1%) descrito por Zhao et
al.,(2009), em cultivares de tomate (55,10%) encontrado por Ruiz et al., (2005) e
cultivares de plantas ornamentais (65%) encontrados por Yang et al., (2012). Além
disso, 0 nimero de combinac@es de primers descritos nos trabalhos citado acima foram
bem maiores, numa propor¢cdo de 100% ou mais das oito combinagdes utilizadas na
presente analise, indicando o potencial desse marcador para estudo de diversidade,
inclusive em guaranazeiro. Esse potencial foi confirmado pelo valor PIC (0,35) que foi
superior quando comparado com aqueles observado em germoplasma de cana-de-acutcar

e amora (0,22/0,13) respectivamente (Suman et al., 2008; Shao et al., 2009).

O SRAP é um sistema de marcador que, apesar de utilizar primers aleatorios, estes
se anelam a regifes do genoma associadas a transcritos de proteinas, caracteristicas
estas comprovadas com o sequenciamento de seus produtos de PCR (Amar et al., 2011).
Além disso, ele pode ser associado com outros marcadores (Al-murish et al., 2013),
sendo aplicados com frequéncia em estudos de diversidade genética, genotipagem,

fingerprinting, construcdo de mapas genéticos e marcacgdo de genes (Zhao et al., 2009).

Na anélise combinada dos marcadores o coeficiente de similaridade de Dice variou
de 0,64 a 0,87, sendo os clones CMU389, CMU952 e CMA514 os mais divergentes e 0s
clones CMA227 e CMA276 os mais similares (Figura 3). Houve a formagéo de quatro
grupos, sendo o grupo um (G1) o mais importante por concentrar a maior parte do

material estudado (81%).
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O grupo dois (G2) foi composto por trés germoplasma clonal, CMU500, CMU899 e

CMUG617, todos providos do municipio de Maués - AM. O grupo trés (G3) composto

pelo germoplasma clonal CIR215 e pela cultivar BRS-Manaus. E o grupo quatro (G4)



38

composto por dois germoplasma clonal (CMU623 e CMU872) e a cultivar clonal BRS-

CG608 (Figura 3).

O grupo um (G1), formado por 49 das 60 subamostras clonais, dividiu-se em
dois subgrupos (Subl e o Sub2). O Subl agrupou 30% de todo material estudado, sendo
que 12 das 18 cultivares clonais divergentes analisadas se encontravam nesse subgrupo
(Subl). E o Sub2 agrupou 52% de todo material estudado, sendo quatro cultivares
divergente (BRS-CG: 850, 610, 648 e 505) e 27 germoplasma clonais. Dentre esses
germoplasma clonais, houve o agrupamento de oito clones similares para caracteres
morfoagrondmicos CMA (228, 225, 222, 227, 276, 274, 224 e 223) 0s mesmo

encontrados por Nascimento-Filho et al., (2001).

O coeficiente de similaridade de Dice tem sido usado com frequéncia em
estudos de diversidade de germoplasma e cultivares (Laurentin et al., 2009). O resultado
obtido na presente analise revelou um alto grau de similaridade entre as subamostras
clonal, maiores que 0,60, porém, ndo foram observados materiais repetidos apesar dos
clones CMA227 e CMA276 apresentaram um grau de similaridade igual (0,87),

considerando que ainda existem 0,13 de distingo entre elas.

Foi possivel observar também trés germoplasma clonal divergente (CMU389,
CMU952 e CMA514) e indica-los como progenitores dos possiveis cruzamentos
existentes no programa de melhoramento do guaranazeiro. Quantos aos oito clones
similares CMA (228, 225, 222, 227, 276, 274, 224 e 223), recomendam-se avaliacdes
que possam diferencia-las, caso ndo haja diferenca, sugere-se que selecione apenas um,
o clone CMAZ223, por ser a mais divergente entre eles, uma vez que em programas de
melhoramento ndo é viavel manter gendtipos similares ou ocorréncia de duplicacdo de

material.
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Os marcadores TRAP e SRAP apresentaram resultados semelhantes, porém a
combinacdo dos dois marcadores melhorou a eficécia para a avaliacdo da diversidade e
relacfes genéticas do germoplasma e das cultivares de guaranazeiro. Seu alto poder de
resolucgéo, juntamente com o fato de que seus produtos da amplificagdo podem acessar
regides génicas ou relacionadas a genes, fazem dos mesmos uma importante ferramenta
a ser aplicadas no processo de selecdo assistida em programas de melhoramento, mesmo
em espécies com base genética estreita. Os resultados obtidos fornecem uma base para
futuros estudos sobre relacdes filogenéticas do banco de germoplasma, assim como na
identificacdo de possiveis clones a serem melhorado e recomendado como cultivares,
além de auxiliar em estratégias de melhoramento que visam aumentar a produtividade

do guaranazeiro na regiao.

5.2. Analises das progénies de meios irmaos do guaranazeiro

Nas progénies, o TRAP gerou 154 locos com 85% de polimorfismo. As
combinagfes, AuxR+T03 e CystF+T03, foram as que apresentaram maior (97%) e
menor (81%) nivel. A média de locos produzidos foi de 30,8/combinacdo de primers.
Os pares AuxR+T13 produziram 44 bandas enquanto CystF+T03 produziram 23
bandas, com nivel de polimorfismo de 86% e 70%, respectivamente. O SRAP gerou
128 locos com 75% de polimorfismo. As combinagdes Me04+Me03 e Mel0+EmO07
apresentaram polimorfismo méaximo (82%) e minimo (68%) gerado pelo marcador. A
média de locos entre as combinagdes de primers foi de 16, sendo 0 maior numero locos
observado em MelO+EmO07 (19). Para ambos marcadores, o tamanho dos fragmentos
amplificados foram entre 100 a 800 pb e o valor PIC variou entre 0.31 a 0.37 para o

TRAP e 0,30 a 0,37 para 0 SRAP (Tabela 7).
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Combinacéo de primers LT LP P (%) PIC

TRAP AUXAr/T13 27 22 81% 0,37
AuxR/T03 33 32 97% 0,37

AuUxR/T13 44 38 86% 0,33

CystF/T03 23 16 70% 0,31

CystF/T14 27 23 85% 0,35

SRAP Me02/EmQ5 16 13 81% 0,37
Me04/EmO03 17 14 82% 0,37

Me05/EmO01 18 14 7% 0,37

Me05/EmO03 14 10 71% 0,30

Me01/Em10 12 9 75% 0,37

Mel0/EmO7 19 13 68% 0,35

Mel15/Em03 18 13 72% 0,35

Mel9/EmOQ7 14 11 78% 0,34

LT=Locos totais; LP=Locos polimdrficos; P=nivel de polimorfismo.

Tabela 7 - Nivel de polimorfismo e valor do PIC apresentados pelas combinacgdes dos primers
do TRAP e SRAP, usado na andlise de diversidade genética em seis progénies de guaranazeiro.

Considerando o marcador TRAP, as medidas de diversidade genética variaram
pouco entre as progénies estudadas. A média de diversidade de Nei (H) foi de 0.18 e 0
indice de Shannon (I) de 0.26. Observou-se que as progénies PGRN305 e PGRN70
apresentaram maiores indices de diversidade genética (Ho = 0.19 e | = 0.28) enquanto a

progénie PGRNG64 apresentou o nivel mais baixo de diversidade (Ho = 0.16 e | = 0.24).

No SRAP, as médias de diversidade genética entre as progénies foram de 0.24 e
0.35 pelo indice de Shannon. As progénies PGRN305 e PGRN207 apresentram 0s
maiores indices de diversidade (H = 0.26/ | = 0.37) e a progénie PGRN64 obteve o
menor (H = 0.22 e 1=0.31). Baseada na analise combinada dos marcadores, a
diversidade genética de Nei (H) foi de 0,20 e o indice de Shannon (I) de 0.30. A
progénie PGRN207 apresentou maiores indices de diversidade (H= 0,22 e 1=0,32)

enquanto PGRNG64 apresentou os menores indices (H= 0,18 e 1=0,27) (Tabela 8).
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Marcador Progénies Na Ne H |

TRAP PGRN 305 1.55+0.49 1.32+0.37 0.19+0.20 0.28+0.28
PGRN 207 1.49+0.50 1.28+0.35 0.17+0.19 0.25+0.28
PGRN 70 1.49+0.50 1.33+£0.40 0.19+0.21 0.28+0.30
PGRN 319 1.48+0.50 1.31+0.38 0.18+0.20 0.27+0.29
PGRN 64 1.43+0.50 1.28+0.37 0.16+0.20 0.24+0.29
PGRN 382 1.48+0.50 1.33+£0.40 0.18+0.21 0.27+0.30

Média 1.48 1.30 0.18 0.26
SRAP PGRN 305 1.61+0.49 1.47+0.41 0.26+0.22 0.37+0.31
PGRN 207 1.61+0.49 1.47+0.41 0.26x0.21 0.37+0.30
PGRN 70 1.61+0.49 1.46+0.41 0.25+0.21 0.37+0.30
PGRN 319 1.55+0.50 1.44+0.43 0.24+0.23 0.35+0.32
PGRN 64 1.52+0.50 1.40+0.41 0.22+0.22 0.31+0.31
PGRN 382 1.54+0.50 1.45+0.43 0.24+0.23 0.34+0.32

Média 1.57 1,44 0.24 0.35
TRAP & SRAP PGRN 305 1.54+0.50 1.37£0.40 0.21+0.21 0.30£0.30
PGRN 207 1.58+0.49 1.40+0.40 022+0.21 0.32+0.30
PGRN 70 1.54+0.50 1.39+0.40 0.21+0.22 0.31+0.30
PGRN 319 1.52+0.50 1.39+0.42 0.21+0.22 0.31+0.31
PGRN 64 1.47+0.50 1.33+0.40 0.18+0.21 0.27+0.30
PGRN 382 1.51+0.50 1.37+0.41 0.21+0.21 0.30£0.31

Média 1.52 1,37 0.20 0.30

Na = nurpero de alelos ohservados; Ne = nimeros de alelos efetivos; H = Indice de diversidade de
Nei; 1 = Indice de Shannon.

Tabela 8 - indices de diversidade genética (média e desvio padrdo) obtida pelas analises com
marcadores TRAP e SRAP e analise combinada em seis progénies do guaranazeiro (Paullinia
cupana) do programa de melhoramento da Embrapa Amazénia Ocidental.

Baseadas nas trés andlises, observou-se que as médias de diversidade encontradas
foram préximas, indicando pouca divergéncia entre as progénies. Como 0 guaranazeiro
é espécie alégama e as progénies sdo de meio irmdo, geneticamente aparentadas, ha
possibilidade de que esteja ocorrendo endogamia, como consequéncia baixos indices de
diversidade, contribuindo para a homogeneidade dentro das progénies (Borém et al.,

2009).

As matrizes de distancia e identidade de Nei foram usadas para gerar 0
dendrograma, considerando cada analise. Baseado no TRAP, o dendrograma separou
dois grupos: um com as progénies PGRN305, PGRN207 e PGRN382 e outro grupo

formado pelas progénies PGRN70, PGRN319 e PGRNG64. Observou-se tambem, que as
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progénies PGRN305 e PGRN207 formaram um subgrupo, sugerindo que elas estdo

altamente relacionadas (Figura 4).

PGRN305 7

PGRMNANT J

PGRN382

PGRMNOT0

PGRMN319

PGRMNDG4

Figura 4 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na distancia de Nei entre
progénies de guaranazeiro usando marcador TRAP.

O dendograma gerado pelo marcador SRAP também separou as progénies em
dois grupos. O primeiro formado por PGRN305, PGRN207, PGRN70 e PGRN319 e o
segundo grupo formado por PGRN64 e PGRN382. Pode-se observar que as progénies
PGRN305 e PGRN207 se separaram em um subgrupo, mostrando uma maior

similaridade entre elas (Figura 5).

PGRM }Jil
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PGRNDSS ——

PGRNIEZ

Figura 5 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na distancia de Nei entre
progénies de guaranazeiro usando marcador SRAP.

J& na anélise combinada considerando os dois marcadores, houve a formacéao de

dois grupos: um com as progénies PGRN (305, 207 e 70) e 0 outro com as progénies
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PGRNG64 e PGRN382. A progénie PGRN319 ndo se agrupou, sugerindo que seja a mais

distinta entres elas (Figura 6).

PGRNI0S |

PGRN20T |

PGRNDTD
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Figura 6 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na distancia de Nei entre
progénies de guaranazeiro usando a analise combinada dos marcadores.

Considerando que a distancia genética é inversamente proporcional a identidade
genética, ou seja, quanto menor for a distancia maior sera a identidade ou similaridade
genética. Baseado nesses conceitos, as progénies PGRN305 e PGRN207 sdo as mais

similares e PGRN 319 foi a mais distinta entre as progénies (Liu et al., 2012).

Na analise de variancia das progénies (AMOVA), observou-se que a maior variagao
se encontra dentro das progénies (54%), porém essa diferenca € minima, mostrando que

progénies geneticamente aparentadas, por isso, quase nédo se diferenciaram (Figura 7).

Figura 7 - Percentual de varidncia molecular AMOVA dentro e entre as progénies de
guaranazeiro
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Em geral, os resultados obtidos pelos presentes marcadores revelaram uma estreita
diversidade entre as progénies, porém, ndo pode-se afirmar que 0 guaranazeiro nao
possui diversidade suficiente para programas de melhoramento pois deve se considerar
que os marcadores moleculares usados no presente estudo acessaram uma determinada
regido do genoma. Alem do mais, 0 guaranazeiro apresenta variabilidade fenotipica em
campo o que possibilita a selecdo dos mesmos nos programas de melhoramento tanto

clonal quanto populacional (Atroch et al., 2010).

Estudo realizado por Gulsen et al.,(2009) indicam que a diversidade genética pode
estd relacionada com o nivel de ploidia da espécie, porém em guaranazeiro esta
associacdo ainda nao foi entendida. O fato é que o numero de combinagbes de primers
de ambos marcadores, aplicados no presente estudo foi pouco e insuficiente quando
comparados com outros estudos que obtiveram ampla diversidade em polipldides. Além
do mais, ndo da para sugerir se a diversidade aumenta com o nivel de ploidia em

guaranazeiro, pois 0 mesmo ndo apresenta outros niveis de ploidia que possa comparar.

Avaliacbes em torno das progénies PGRN305 e PGRN207 sdo necessarias para
diferencia-las, pois em todas as analises elas se apresentaram altamente relacionadas,
sugerindo que se trata de uma Unica progénie. E destacar a PGRN319 por apresentar 0s
maiores indices de diversidade e maior distancia genética, sendo a progénie que mais
agrega diversidade dentro do melhoramento. Além disso, pode-se indicar as progénies
PGRN305 ou PGRN207 e PGRN319 como possiveis progenitores para selecdo
recorrente, pois quanto mais divergentes forem o0s genitores, maior a variabilidade
resultante da populacdo segregante e maior a probabilidade de reagrupar os alelos em

novas combinacdes favoraveis (Ferreira et al., 2012).
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E, por fim, recomenda-se 0 TRAP e 0 SRAP como marcadores a serem utilizados
em estudos genéticos nos programas de melhoramento, eficazes por acessarem regides
relacionadas a genes, e os dados obtidos podem ser associados as caracteristicas
fenotipicas. Indicando-os para estudos de diversidade genética, genotipagem,

mapeamento génico, inclusive para selecao assistida por marcadores em guaranazeiro.

6.0. CONCLUSAO

Em guaranazeiro, o conhecimento sobre a diversidade genética é importante para a
conservacdo e melhoramento da espécie, uma vez que 0 mesmo apresenta poucos
estudos baseados em dados obtidos por marcadores moleculares. Considerando-o um
poliploide complexo com base genética relativamente estreita, faz-se necessario um
numero elevado de marcador/primers para a maior cobertura do seu genoma e 0
entendimento sobre sua diversidade. Os marcadores TRAP e SRAP foram eficazes para
separar as 18 cultivares divergentes e agrupar os oito clones similares para caracteres
morfoagrondmicos. Recomenda-se analises em torno dos clones CMU389, CMU952 e
CMADS514, os quais podem revelar se a diversidade encontrada no presente trabalho esta
associada a alguma caracteristica fenotipica que as diferenciam em campo. Quanto as
progénies, os dados da presente analise demonstraram uma alta relacdo entre elas, ao
apresentarem pouca diversidade. Ressalta-se que as progénies sdo de meio-irméo, sendo
a matriz progenitora comum entre 0s gendtipos. Assim, pode-se concluir que as
estimativas de similaridade genética com base em marcadores molecular fornecem
informacdes precisas que podem ser usados no programa de melhoramento do

guaranazeiro.
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