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Introducao

O guaranazeiro € uma dicotiledbnea nativa da Amazonia e pertencente
a familia Sapindaceae. O género Paullinia possui aproximadamente 147
espécies, distribuidas pela América Tropical e Subtropical, das quais nove
ocorrem na Amazbnia brasileira, inclusive P cupana (H.B.K.), sendo a
variedade sorbilis, o guarana verdadeiro, cultivado comercialmente. A
Embrapa Amazonia Ocidental mantém, em Manaus (AM)}, um Banco de
Germoplasma com 250 acessos de guaranazeiro e um programa de
melhoramento desta espécie, ha mais de vinte anos.

Parte da variabilidade apresentada por plantas de guaranazeiro esta
disponivel para a anélise e 0 aproveitamento racional em projetos de pesquisa
nos Bancos de Germoplasma da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus/AM.
A manutencdo dos Bancos de Germoplasma e o reconhecimento da
diversidade genética existente entre as plantas preservadas € importante para
selecdo de acessos de colecdo para os programas de melhoramento, para a
construcado de colecOes nucleares, para realizar estudos béasicos de evolucao
da espécie e para o planejamento eficiente da introducdo de novos acessos na
colecdo (Moreiraet al., 1994).

Uma maneira de acessar a diversidade genética presente em um grupo
de plantas é utilizando marcadores moleculares. Entre os marcadores
moleculares, tendo em vista a expressao co-dominante e o multialelismo, os
marcadores microssatélites possuem o mais elevado conteudo de informacéao
de polimorfismo, sdo abundantes, apresentam ampla distribuicdo no genoma
e apresentam a possibilidade de detectar variacdes de sequéncia por meio de
um ensaio simples (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Grattapaglia, 2001}, com a
vantagem de serem realizados independentes dos fatores ambientais (Souza,
2001). Os dados gerados pelo emprego dos marcadores microssatélites na
caracterizacdo do grau de diversidade genética entre as plantas dos Bancos de
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Germoplasma poderdo ser correlacionados com dados morfoldgicos e
fisidlogicos para apoiar a selecdo de acessos utilizados nos programas de
melhoramento. Além disto, uma vez desenvolvidos, os marcadores
microssatélites poderdao ser empregados na identificacdo das cultivares
desenvolvidas por melhoristas e ainda na verificacdo da pureza varietal de
lotes de sementes (Grattapaglia, 2001; Souza, 2001). Dependendo do grau
de polimorfismo encontrado em cada espécie, utilizando dados de poucos /oc/
microssatélites é possivel genotipar populacdes inteiras de plantas. O
trabalho teve por objetivo avaliar o nimero de alelos informativos para a
genotipagem de quatro microssatélites de guaranazeiro

Material e Métodos

Foram construidas quatro bibliotecas gendmicas enriquecidas para
dinucleotideos CA, CT, CA + CT e AT, utilizando sondas com 12 repeticdes.
O enriquecimento das bibliotecas gendmicas e isolamento de microssatélites
foi realizado conforme protocolo descrito por He et al. (2003), para a
biblioteca enriquecida em AT e por Tenzer et al. {1999) modificado por
Gautschi et al. (2001) e Farias et al. (2003) para as demais. Pares de
"primers" especificos para quatro /oci foram sintetizados com média de 20
bases cada “primer” e marcados com fluorocromo HEX. O padrdo de tamanho
para bandas amplificadas utilizado foi o ET400-ROX (Amersham - GE
Healthcare). As genotipagens foram realizadas em seqUenciador automatico
MegaBASE {(Amersham - GE Healthcare) e a analise dos genétipos foi
realizada utilizando o aplicativo Fragment Profiler (Amersham - GE
Healthcare).

Resultados e Discussao

Das 15 placas de sequéncias clonadas com 96 pocos cada uma, foram
seqlenciadas 10. Entre as sequéncias que apresentaram pelo menos 100
bases com qualidade acima de 20 (PHRED) nao foi observado microssatélite
com mais de 11 repeticbes. Das sequéncias selecionadas da biblioteca
enriquecida em CT, 6,1% continham microssatélites, sendo 75% deles do
tipo esperado, ou seja, complementares a CT. Da biblioteca enriquecida por
CT + CA, 7,3% das sequéncias continham microssatélites, sendo 75%
destes do tipo esperado. Nos dois casos, 25% dos arranjos eram de
repeticoes AT, ndo esperadas.

O enriquecimento para CT e CA foi bem sucedido, por exemplo, para
eucalipto {Brondani et a/. 1998), "kiwi" {Huang et a/., 1998), coqueiro (Perera
et al., 1999); oliveira (Carriero et al., 2002), pequi (Collevatti et a/., 1999),
carvalho (Hodgetts et a/., 2001) e para Ophrys araneo/a, uma Orchidaceae
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{Soliva et al., 2000). Em eucalipto, "kiwi", coqueiro e oliveira foram
encontrados microssatélites com ndmeros minimos de 15, 8, 13 e 9
repeticoes do dinucleotideo componente do “nucleo”, respectivamente, e
numero maximo sempre superior a 20 repeticOes, em arranjos perfeitos e,
também, arranjos compostos. Para plantas de arroz (Oryza sativa) os
microssatélites que apresentaram maior diversidade genética tinham
"nucleos”™ GA (Cho et al.; 2004). Para guaranazeiro, ndo houve diferenca
significativa entre o niUmero de clones positivos selecionados pelas duas
estratégias de enriquecimento {utilizacdo de sonda CT ou de sondas CT + CA
em conjunto} e uma frequéncia muito baixa de microssatélites com mais de
sete repeticOes (tanto para arranjos perfeitos e quanto para arranjos
compostos) foi encontrada.

Devido a aparente abundancia de repeticbes AT nas bibliotecas
enriguecidas para CA e CT, uma nova biblioteca enriquecida com sonda (AT),,,
foi construida com o objetivo de encontrar microssatélites com um maior
numero de repeticoes e perfeitos. No entanto, o resultado do seqlienciamento
das primeiras placas desta Utima biblioteca revelou resultados semelhantes
aos obtidos para as bibliotecas anteriores (CT e CA + CT): frequéncia baixa
de microssatélites "ideais” e alta frequéncia dagueles constituidos de quatro
repeticbes do dinucleotideo AT ou de outros dinucleotideos. Quando
encontrados, os microssatélites mais extensos estavam frequentemente
interrompidos, com organizacdo complexa das bases que constituem o
“nacleo” propriamente dito e daquelas que o flangueam. Quatro
microssatélites foram selecionados, embora ndo apresentem arranjos de
“ndcleo” similares aos que sdo comumentemente utilizados para
genotipagem. Pares de “primers” especificos foram sintetizados e utilizados
para genotipar plantas de seis acessos do Banco de Germoplasma (Fig. 1).

Os alelos encontrados no genoma das seis plantas, que representam
os dois maiores picos de fluorescéncia, ou o maior deles, com tamanho
justificado pela localizacédo dos sitios de anelamento dos "primers™ {regido de
abrangéncia), na sequéncia utilizada como modelo {clone da biblioteca
enrigquecida) estédo indicados por “x” na Figura 1.

Ha indicios de que o guaranazeiro é espécie polipldide, com numero de
cromossomas por célula de ponta de raiz estimado, preliminarmente, entre
168 e 210 (Nascimento-Filho, F.J., neste volume). Esta informacéao permitiu
incluir na Figura 1, como quadriculas coloridas, para cada /Jocus um ndmero de
marcacOes para alelos maior que uma (o que seria verificado para
homozigotos dipléides) ou duas {0 que seria verificado para dipléides
heterozigotos), para cada planta. O perfil do focus GRNO1 da planta do
acesso CMU902 é um dos que mais claramente suportam a hipdtese de
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estarem sendo detectados mais de dois alelos por /Jocus: existem quatro picos
{com 122, 124, 126 e 128 pares de bases) de fluorescéncia bem definidos
{Fig. 2),. o que pode ser esperado para individuos polipléides. Note-se, ainda,
que a deteccdo de quatro possiveis alelos neste /ocus nao informa
necessariamente qual € o nUmero de copias de cada um deles. Para as plantas
CIR203, CMUb05 e CMUGB10 foram detectados apenas trés tipos de alelos
{124,126 e 128 pares de bases) no mesmo /ocus.

Para o /ocus GRNO3 foram encontrados trés picos de intensidade
aproximada, na regido de abrangéncia dos “primers” para cada uma das
plantas genotipadas e existe a possibilidade de existirem mais alelos no
mesmo /ocus.

LOCI NUCLEO AL CIR203 | CMA372 | CMU505 | CMU609 | CMU610 | CMU902
GRN01 (CA),(CA),
204
GRNO3 | (AC),t(TA),(TG), m— = = = = = =
226
246 X X X X X X
140
218
222
GRN04 Ca(CCA) ca(CCA) 228
231
236
239
242 X X X X X X
258 X
259
260
GRNO5 (TA),(AT), — =
262 X X X X X
263

Fig. 1. Denominacao de quatro loci de microssatélites; composicdo do "ndcleo";
tamanho, em pares de bases, das bandas amplificadas (candidatos a alelos - AL} e
gendtipo de plantas representantes de seis acessos do Banco de Germoplasma do
Guaranazeiro. Os fragmentos amplificados que apresentaram os maiores picos de
intensidade de fluorescéncia, com tamanho justificado pela localizacdo dos sitios de
anelamento dos “primers" na sequéncia utilizada como modelo, estdo marcados com
X. (Embrapa Amazdnia Ocidental, Manaus. 2005).

Para o GRNO4, um alelo de cerca de 140 pares de bases, fora da regido
de abrangéncia esperada para os “primers” especificos, esteve presente como
pico bem definido, nos perfis de genotipagem de todas menos uma (CMA372)
das plantas. Dentro da regido de abrangéncia dos “primers” para GRNO4, a

P

interpretacdo dos gendtipos € dificultada pela diferenca extrema de
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intensidade dos picos de fluorescéncia que indicam a amplificacdo de um
mesmo fragmentos (alelo 239, por exemplo) em plantas diferentes (Fig. 3).

1000

1 AN g

120 130

Fig. 2. Perfil de genotipagem da planta do acesso CMU902 do Banco de Germoplasma
da Embrapa Amazénia Ocidental para o /Jocus de microssatélite GRNO1. Os picos de
fluorescéncia marcados com asteriscos sao os alelos indicados por “x” na Figura 1.
Os quatro picos estdo marcados com quadriculas coloridas na Figura. O pico
representado em vermelho é um dos fragmentos do padrao ET-ROX.

A complexidade dos nucleos dos microssatélites analisados e a
presenca de interrupcbes sao fatores que complicam a definicdo dos
genotipos (Fig. 1, NUCLEO). Para o GRNO5, por exemplo, as bases que
constituem a interrupcédo do “ndcleo” (representadas por um ponto) podem
ter contribuido para que alelos com diferenca de uma base e ndo de duas,
como esperado para variacdes do numero de repeticdes de dinucleotideos,
fossem identificados (Fig. 1). Variac6es de uma e de trés bases entre alelos
também foram consideradas como hipdtese para a analise de outros /oc/,
embora as bibliotecas tenham sido enriquecidas para repeticoes de
dinucleotideos.
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Fig. 3. Perfis de genotipagem do /focus GRNO4 para plantas de guaranazeiro. A planta
de guaranazeiro encontrada no campus da UFAM. B planta do acesso CIR203 do
Banco de Germoplasma da Embrapa Amazénia Ocidental. O alelo 239 (marcado com
asterisco) estd presente em intensidades diferentes nos dois perfis. Os picos
representados em vermelho sdo fragmentos do padrao ET-ROX.
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A genotipagem de mais individuos, o aprimoramento das condicdes
utilizadas para as amplificacOes, a repeticdo das genotipagens e a definicdo da
ploidia do guaranazeiro vao contribuir para elucidar hipéteses, como por
exemplo, da existéncia de oito alelos para a planta do acesso CIR203 no /ocus
GRNQO4. A busca por microssatélites de nucleo perfeito, que continua,
justifica-se pelo objetivo de minimizar esta complexidade.

Situacdo semelhante, quanto a dificuldade de encontrar
microssatélites “ideais” por enriquecimento de bibliotecas gendémicas, e a
geracdo de padroes complexos de alelos, foi relatada por Silva (2001), para a
cana-de-acucar que é polipléide. Para esta espécie, a estratégia que surtiu
melhor resultado foi a busca por microssatélites alojados em ESTs
{(“expressed sequence tags”) de 28 bibliotecas de cDNA construidas para o
projeto SUCEST. Foram encontrados 402 Joci e 20 deles foram utilizados para
analises preliminares de alguns genétipos de duas espécies de cana-de-acUcar
e de hibridos cultivados. Buscas do mesmo tipo estdo sendo realizadas no
banco de ESTs da biblioteca de frutos/sementes do guaranazeiro, mantido
pelo Projeto Genoma Funcional/REALGENE.
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