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1. RESUMO
A grande variabilidade de caracteristicas morfologicas das populacdes
espontaneas de tucuma-do-Amazonas constitui uma fonte de genes para o
melhoramento da especie. Ateé o momento, informacdes geneticas sobre esta
palmeira eram escassas, principalmente em relacao a diversidade, distribuicao
da variabilidade e dinamica evolutiva. Atraves da utilizagdo do protocolo de
extracdo de DNA de Doyle & Doyle (1987), com modificacbées, obteve-se DNA
de qualidade para a amplificacdo de 20 pares de primers de segmentos de
cpDNA desenvolvidos por Scarcelli et al. (2011), de onde destacaram-se 5
pares com significativas mutacdes. Atraves do uso de marcadores moleculares
baseados em DNA de cloroplasto (cpDNA), péde-se obter dados relevantes
sobre sistematica molecular, filogeografia e genética de populacdes da planta,
alem de sequéncias gendmicas altamente mutaveis. A obtencdo dessas
sequéncias nos permite inferir sobre o centro de diversidade e o padrao de
dispersao da especie, auxiliando o manejo sustentavel da mesma e orientando

futuras bioprospeccées.

Palavras chave: Filogeografia, cpDNA, marcadores moleculares, Astrocaryum

aculeatum, monocotiledéneas.

2. INTRODUCAO

Dentre as palmeiras tropicais de importancia econémica na Amazoénia,
destaca-se o Tucuma-do-Amazonas (Astrocaryum aculeatum, Arecaceae).
Trata-se de uma cultura perene, de grande potencial para o desenvolvimento
agricola sustentavel da regido, ocorrendo com frequéncia em areas
descampadas, de solo pobre e degradado. Suas populacdes espontaneas
apresentam grande variabilidade de caracteristicas, constituindo fontes
altamente significativas de genes para melhoramento. Devido a escassez de
informacdes sobre a espécie, torna-se necessaria a ampliacao de estudos para
o melhor conhecimento da distribuicao da variabilidade genetica e da dinamica
evolutiva da mesma para apoiar sua conservacao e manejo.

Muitas destas informacbes podem ser obtidas rapidamente com o uso

de marcadores moleculares de varios tipos (Souza, 2001; Ferreira et al., 2007),



permitindo um grau de compreensao da variabilidade e estrutura genetica das
populacdes Uteis e ainda silvestres. Dentre estes, os marcadores moleculares
baseados em sequéncias do DNA de cloroplastos (cpDNA) tém se mostrado
uma ferramenta atrativa para estudos de filogeografia (Scarcelli et al., 2011),
pois apresentam heranca uniparental, auséncia de recombinacao e conteudo
génico conservado. Todas estas caracteristicas do cpDNA permitem elucidar
as contribuicGes relativas do fluxo de sementes e poélen na estrutura genética
de populacdes naturais pela comparacao com marcador nuclear e mitocondrial
(Provan et al, 2001), gerando informacao essencial para melhoristas e
curadores de colecdes de recursos geneticos.

A Embrapa Agroenergia considera o tucuma uma prioridade para P&D
para determinar seu potencial como oleaginoso para atender demanda futura
para biodiesel. Um projeto financiado pelo CNPq iniciou a prospeccao de
recursos genéticos, selecao de matrizes, transferéncia de microssatélites de
pupunha para tucuma e estudo do sistema de reproducao (Lopes et al., 2009),
e esta proposta expandira um componente deste projeto, identificando as
regibes do genoma cloroplastidial que serao uteis na caracterizacdao da
variabilidade e estrutura genética do Tucuma-do-Amazonas para orientar
futuras prospeccdes, apoiar a colecao e tentar identificar o centro de
diversidade da espécie.

Portanto, o objetivo deste estudo sera selecionar e caracterizar o
polimorfismo de regides codificadoras e nao codificadoras de cloroplasto de
monocotiledéneas em populagdes de Tucuma-do-Amazonas, para aplicar em
estudos de filogeografia e genética de populacdes da espéecie. Para tanto, sera
testada a amplificacdo de 20 segmentos de cpDNA disponiveis na literatura,
das quais serao selecionadas duas regiées mais informativas para as analises

de diversidade.

a. Marcadores moleculares
Os genomas de organelas, mitocondrial (mtDNA) e de cloroplasto
(cpDNA), apresentam uma menor diversidade em suas sequéncias génicas se
comparados ao genoma nuclear e sao mais afetados pela selecao por efeito
carona. Devido aos baixos niveis de variagdo nas sequéncias, para se

encontrar niveis uteis de variacao intraespecifica, deve-se procurar regiées



mais mutaveis, como regides nao-codificadoras. (Ennos et al,, 1999). O mtDNA
em plantas apresenta uma taxa de substituicdo muito baixa que reduzem sua
utilidade como fonte de marcadores, sendo utilizado mais frequentemente o
genoma do cloroplasto (Avise, 1998; Provan, 1999).

Por seu padrao de herang¢a uniparental, predominantemente materna em
angiospermas (Harris & Ingram, 1991), e modelos de evolugcdo, essa molecula
possui a capacidade de sinalizar eventos histéricos como migracdes, dispersao
de sementes e hibridizacao que nao poderiam ser obtidos apenas com
marcadores nucleares (Ennos et al, 1999) geralmente satisfatorios em

abordagens filogenéticas.

b. Filogeografia

Atualmente, e de grande interesse reconstruir a historia das especies,
visando entender quais foram suas respostas e adaptacdes, tanto na
distribuicao quanto geneticamente, a mudancas climaticas ocorridas no
passado.

Metodos filogeograficos proporcionam os meios de se examinar padrées
de distribuicdo de variacdo genetica, com o potencial de distinguir aqueles
causados por fluxo génico atual entre as populacdes, daqueles derivados de
eventos historicos. Extincao e recolonizacao, efeito gargalo e efeito fundador
sao alguns dos tipos de eventos historicos que deixam sinais genéticos nas
geracdes subsequentes (Hewitt, 1996, Schaal et al., 1998; Dutech et al/., 2003).

Estudos filogeograficos mostram que algumas espécies estao
geneticamente isoladas ha muito tempo (Terauchi et al., 1991; Hong et al,,
1993) e em outras, pouca ou nhenhuma variagcao genética é encontrada
(Demesure et al., 1996). Estudos filogeograficos com especies de plantas na
regiao neotropical ndo sdo muitos se comparados as regibes temperadas.
Olsen & Schaal (1999) e Olsen (2002) realizaram estudos com Manihot
esculenta no norte e centro-oeste do Brasil, encontrando uma estrutura
filogeografica que pode ser explicada pelas alteracdes climaticas apds a ultima
grande glaciacao e sugerem um centro de domesticacdo da espécie no estado

de Rondénia.



¢. Estruturacao genetica de plantas

Estudos tém mostrado que espécies de plantas tropicais mantém uma
grande diversidade genetica e que a maior parte da variacao genética
intraespecifica € encontrada dentro das populacées (Buckley et al., 1988).

Fatores que influenciam os padrées de trocas genéticas dentro e entre
populacbes afetam diretamente a estruturacdo genetica das populacdes de
plantas (Schaal ef a/, 1998), como por exemplo o sistema de cruzamento
(Ritland, 1983).

Um fator de importancia sao os mecanismos de migragao dos genes. O
fluxo génico em plantas ocorre principalmente de duas formas: por meio de
movimento de sementes ou de polen (Ennos, 1994; McCauley, 1994). As
plantas apresentam uma grande variedade de mecanismos de polinizacao e
dispersao. Assim, padrbes de trocas geneticas em plantas resultam de uma
complexa interacao entre sistema reprodutivo e padrées de dispersao (Schaal
etal., 1998).

A troca genética e restrita em muitos grupos, tanto pela larga distribuicao
geografica da especie, quanto por dispersao limitada de pdlen ou sementes
(Ehrlich & Raven, 1969). Nesses casos, eventos histéricos, como expansao,
fragmentacao e efeito gargalo, serao fortes fatores determinantes da estrutura

genética atual dessas populacdes (Schaal et al., 1998; Avise, 2000).

d. Morfologia, biologia e distribuicao de Astrocaryum aculeatum

As palmeiras tropicais nativas da Amazonia e de outras regiées tropicais
da América Latina tém sido objeto de pesquisa e desenvolvimento desde o final
da década de 1970, algumas atingiram o mercado moderno e outras nao
obtiveram sucesso (Clement et a/., 2005). Das especies de grande importancia
econémica, destaca-se o Tucuma-do-Amazonas, uma especie ainda nao
domesticada, nativa da Amazdnia Central, que ocorre comumente em areas
descampadas, com solos pobres e degradados. E uma palmeira comumente
encontrada em pequenas densidades no interior da floresta e, em maior
numero, nas areas abertas, seguindo principalmente a ocupacao humana
(Cavalcante, 1991).

A polpa do seu fruto, rica em amido, 6leo e betacaroteno, € muito

apreciada pela populacao da regiao como alimento, sendo consumida tanto in



natura como recheio de paes e tapioca, e também processada na forma de
sorvetes ou patés. Seu consumo esta em franca expansao em Manaus (Kahn;
Moussa, 1999; Schroth ef a/., 2004). A demanda comercial estimulou a criacdo
de uma cadeia de comercializacdo que traz tucuma de toda a regiao, incluindo
o horte de Ronddnia, leste de Acre, oeste de Para, Roraima e até Venezuela e
Guiana, para abastecer o mercado de Manaus (Costa et al., 2005).

O género Astrocaryum agrupa algumas das palmeiras neotropicais mais
espinhosas, com espinhos longos, pretos e afiados que chegam a 30 cm. As
folhas sao pinadas, em numero de trés a trinta, espinhosas com a superficie
abaxial esbranquicada, o que o diferencia do género Bactris. As raquilas sao
numerosas, suportando flores unissexuadas (Henderson et al., 1995). Quase
todas as suas partes sao aproveitadas, seja como alimento ou para uso
artesanal, medicinal e na construcao de casas pelas populacdes do interior do
Amazonas (Mendonc¢a & Araujo, 1999; Miranda et al., 2001).

O genero em questdao compreende 24 especies amazonicas, das quais
cinco pertencem ao subgénero Pleiogynanthus e 19 ao subgénero
Monogynanthus, sendo A. aculeatum inserida no subgénero Pleiogynanthus
(Kahn & Millan, 1992).



3. MATERIAL E METODOS
a. Material

Foram amostrados os 40 individuos de A. aculeatum, propostos pelo
projeto, pertencentes a 5 localidades da Amazonia brasileira. As amostras de
folhas foram selecionadas de individuos de populacdes espontaneas nas
seguintes localidades: 1) Ronddnia (ROa); 2) Interfluvio Norte (IN); 3) Solimbes
(SOL); 4) Rio Negro (RN); 5) Roraima (RR), sendo 5 amostras de cada
populacdo. A amostragem foi realizada com apoio do Projeto Evolucao
Aplicada aos Cultivos Amazdénicos (CT/AMAZONIA 575588/08-0).

b. Extracao, diluicdo e quantificacao do DNA

Para a extracao de DNA foi utilizado foi tecido vegetal proveniente de
folhas, o qual, apds a coleta, foi seco, acondicionado em recipientes contendo
silica gel e armazenado a -20°C no Laboratério de Evolucao Aplicada na
Universidade Federal do Amazonas. O DNA gendmico total foi extraido a partir
de amostras das folhas, usando o método CTAB (Doyle & Doyle, 1987), com
modificacOes, atraves da utilizacdao do disruptor celular Precells 24 (Bertin
Technologies, USA) para maceracdo das amostras.

A quantificacao do DNA gendmico foi realizada por comparacao com
padrées de massa molecular conhecida (DNA Fago Lambda), em gel de
agarose 0,8 % corado com Brometo de Etidio (Ferreira & Grattapaglia, 1998),
analisados em transiluminador sob luz ultravioleta e fotodocumentados com
Easy Doc (Bioagency, USA). Apos a quantificacao, as amostras foram diluidas

em agua ultrapura e padronizadas a uma concentracao de 10ng/l.

c. Amplificacdo das sequéncias cpDNA

Foram testados para amplificacdo 20 pares de primers de segmentos de
cpDNA desenvolvidos por Scarcelli et al. (2011) para estudos de genetica de
populacées e filogenia em Monocotiledéneas, os quais foram selecionados com
base no seu conteudo de informaciao de polimorfismo para a familia
Arecaceae. A amplificacio foi realizada via Reacdo em Cadeia da Polimerase —
PCR, segundo Williams et a/. (1990), num volume total de 25ul contendo 2l de
cada primer Foward e Reverse (Zpmol/ul); 0,2pl de Tag DNA Polimerase
(BU/uN); 1,54l de dANTP (2,5mM/ul); 2,5 pl de Tampao 10x KCL; 2ul de BSA



(Bovine Serum Albumin)2,5mg/ul); 1,5yl de MgClz (25mM/ul);, 3upl de
DNA(10ng/pl) e 8l de agua ultrapura.

As reacbGes foram realizadas no termociclador Veriti (Applied
Biosystems, German), nas seguintes condi¢cdes: (1) desnaturacao inicial a 94°C
por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de (2) desnhaturacdo a 94°C por 30
segundos; (3) anelamento na temperatura especifica de cada primer por 30
segundos; (4) extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma etapa de extensao final a
72°C por 10 minutos.

A amplificacdo dos /focus foi confirmada pela analise de fotodocumentos
de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etidio e
visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.

Apoés o ajuste das condicdes de PCR e o teste de amplificacao dos 20
segmentos de cpDNA. Foram selecionadas cinco amostras de DNA (uma de

cada localidade) para as analises de polimorfismo.

d. Sequenciamento dos produtos amplificados

Para o sequenciamento foram utlizados primers desenvolvidos por
Scarcellietal. (2011), selecionados nas etapas de testes de amplificacdo. Apos
a amplificacao, o produto de PCR foi purificado com ExoSAP (USB, Cleveland,
Ohio, USA) e utilizado na reacdo de sequenciamento. Para a obtencdo da
sequéncia nucleotidica final, o DNA do item anterior foi submetido a um
sequenciador automatico ABI (Life Technologies), seguindo a metodologia
padrao do fabricante.

Ap6s o sequenciador automatico gerar as sequéncias nucleotidicas de
cada reacao, as sequéncias de cada individuo foram conferidas e editadas com
0 programa Geneious Trial 6.0.1.

As sequéncias foward e reverse de cada individuo foram organizadas
em Assembly, de onde foi utilizado o consenso da sequéncia para alinhamento.
Foram contados os polimorfismos em cada sequéncia e a quantidade total de

pares de bases, alem de demarcadas as localizacdes de cada variacao.



4. RESULTADOS
A extracao do DNA gendmico total de A. aculeatum foi realizada com

sucesso, obtendo-se amostras de DNA integro e sem degradacao, e com
concentracdes entre 50 a 100 ng/ul (Figura 1).
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Fgura 1. Gel de quantifica odoDNAgen micototal. Regpectivamente, 20, 50, 100, 200eos
individuosde A. aculeatum

Ap6s a otimizacao das condicées de PCR para a amplificacdo das
regides de cpDNA (Tabela 1), foram amplificados 20, dos 100 pares de primers
de cpDNA desenvolvidos por Scarcelli et al. (2011) utilizando-se inicialmente a
amostra ‘Sol 9" (Figura 2). Dos 20 pares de primers utilizados, confirmou-se a
transferabilidade de 18 marcadores para A. aculeatum.



Tabela1. Condi¢des de amplificacdo dosprimers, em que: LSC—regido de copiaunica
grande; S3C—-regido de copia Unicapequena; IR—redéo repetidainvertida; Econ —regido
codificadora; Intron e IGS-regdesnio-codificadoras.

ldentificacio Nome Tec Localizacao Tipo
&l 1 trnK-rps16 62 LSC 1GS
&l 2 rps16-trnQ 64° L SC IGS
&l 3 trnQ-psbK 60° | SC IGS
&l 4 psbK-trnS 62 | SC IGSHene
&l S trnGlintron 62° LSC Intron
=l 6 atpF-atpH 62" | SC 1GS
| 7 rpoB-trnC 587 LSC 1GS
&l 8 trnT-psbD 60~ | SE IGS
&l 9 psbZ-trnf M o3 LSC IGSHene
! 10 trnLIntron 62° = Intron
&l 11 trnl-ndhdJ o8 | SC IGSHene
&l 12 rbcl-accD o8” | SC 1GS
<l 13 petD-rpoA oB | SC 1GS
&l 14 rpl16-rps3 62" L SE IGS
oS rrnn4.5-trniN B2 IR IGCSHene
&l 16 rps15-ycf1 62° sSsO IGS
b2 o 1 ndhA Intron 58° < Intron+Exon
&l 18 ndhH Exon 5b° SC Exon
&l 19 ndhG-ndhl o8" SSC 1GS
&l 20 ccsA BExon o3 S Exon
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= 2 ‘7‘ 8 31-. ‘1%- uﬁ.} 17 19

1000 1 . 6 . & ¢ 20

750 . ? F e 16

10

250

Fgura 2. Gel de amplificacdo do 20 pares de primers utilizados na amosra "ol 9'.
Marcador: 1 Kb DNA Ladder.




O sequenciamento dos produtos de PCR forneceram sequéncias
nucleotidicas finais com boas condicbes de alinhamento para a maioria dos
marcadores. Obtiveram destaque as regidées de amplificacdao em tnK-rps16
(Scl 1), atpF-atpH (Scl 6), petD-rpoA (Scl 13), rps15-ycf1 (Scl16) e ndhA Intron
(Scl 17), que apresentaram maior quantidade de substituicGes, insercdes e
delecGes em suas sequéncias (Tabela 2).

Tabela 2. Frimers que apresentaram quantidades mais significativas de paimorfismo, com
onumero de pares de base e mutagdes.

|dentificacao Nome Paresde bases| Mutagdes
Xl 1 trnK-rps16 433 3
! 6 atpF-atpH 624 4
d 13 petD-rpoA 909 4
d 16 rps15-ycf1 422 5
Sd 17 ndhA Intron 364 7




5. CONCLUSAO

Das18 sequencias de regides cpDNA, cinco apresentaram -se variaveis
quanto a presenca de delegdes, adicSes e substituicGes de base, das quais
serao selecionadas duas mais variaveis para analises de dez individuos.

O projeto atingiu seus objetivos, no entanto, a obtencao de sequencias
com qualidade para o alinhamento avancou o cronograma, o que alterou o
cronograma, nhao permitindo o cumprimento de uma das metas de
caracterizacao dos dados testacdos a partir dos 20 regides de cpDNA, o que
sera concluido para apresentacao final.
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