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PAIVA, Raíssa Maria Sampaio de. Caracterização agronômica e molecular de genótipos

de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh provenientes da Amazônia Setentrional. 2019. 79f.

Tese (Doutorado em Biodiversidade e Conservação) – Universidade Federal de Roraima,

Roraima, 2019.

RESUMO

O camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) ou caçari é uma espécie

frutífera nativa da bacia Amazônica que têm se destacado mundialmente pela riqueza em

compostos antioxidantes, como o ácido ascórbico. Diante disso, a EMBRAPA-RR e a UFRR

vêm realizando diversos estudos com o objetivo de caracterizar a variabilidade genética e

assim avançar no melhoramento da espécie. Entretanto, ainda há falta de informações geradas

usando técnicas de marcadores moleculares que permitam abreviar esse processo. Sendo

assim, objetivou-se com este estudo identificar com base em características agronômicas e

marcadores moleculares indivíduos com perfis genéticos diferentes da Coleção de

Germoplasma de camu-camu da Embrapa-RR. Para isso, a pesquisa foi dividida em três

etapas: 1) Primeiramente foi comparado e modificado protocolos para extração de DNA do

camu-camu de Roraima. 2) Em seguida, foi analisada a variabilidade genética de 55

subamostras por meio de iniciadores ISSR e 3) por último as informações moleculares de 53

subamostras foram associadas a dados agronômicos para identificação mais completa dos

genótipos da Coleção. As adaptações nos processos permitiram estabelecer um protocolo de

extração de DNA para o camu-camu de acordo com as condições de trabalho apresentadas em

Roraima possibilitando assim, analisar a variabilidade genética presente na Coleção de

Germoplasma e constatar que AT08, AB08, AT13, BQ28, EV10, LR12 e IAB01 são os mais

divergentes geneticamente. Ao unir os dados agronômicos com os dados moleculares notou-

se que mais subamostras se diferenciaram, sendo elas: AB08, AT08, AT10, AT13, BQ04,

EV10, LR12, IAB04, BQ28, MU06 e LR05. Dessa forma, é extremamente importante avaliar

em campo o desenvolvimento vegetativo e a pós-colheita dessas subamostras, podendo

verificar outros atributos agronômicos e selecionar genótipos que se desenvolvam bem no

campo e ao mesmo tempo mantenham a variação presente do ambiente natural.

Palavras-chave: Amazônia, camu-camu, ISSR, variabilidade genética.



PAIVA, Raíssa Maria Sampaio de. Agronomic and molecular characterization of

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh genotypes from Northern Amazonia. 2019. 79f.

Thesis (Doctorate in Biodiversity and Conservation) - Federal University of Roraima , Boa
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ABSTRACT

Camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) or Caçari is a native fruit

species from the Amazon basin that has been noted worldwide for its richness in antioxidant

compounds, such as ascorbic acid. Given this, EMBRAPA-RR and UFRR have been

conducting several studies aiming to characterize the genetic variability and thus advance in

the improvement of the species. However, there is still a lack of information generated using

molecular marker techniques to abbreviate this process. Thus, the objective of this study was

to identify, based on agronomic characteristics and molecular markers, individuals with

different genetic profiles from the Embrapa-RR Camu-Camu Germplasm Collection. For this,

the research was divided into three stages: 1) Firstly, we compared and modified protocols for

DNA extraction from Roraima camu-camu. 2) Next, the genetic variability of 55 subsamples

was analyzed using ISSR primers and 3) Finally, information from 53 subsamples was

associated with agronomic data for more complete identification of the genotypes of the

Collection. The process adaptations allowed us to establish a DNA extraction protocol for

camu-camu according to the working conditions presented in Roraima, thus allowing to

analyze the genetic variability present in the Germplasm Collection and to verify that AT08,

AB08, AT13, BQ28, EV10, LR12 and IAB01 are the most genetically divergent. By

combining the agronomic data with the molecular data, it was noted that more subsamples

differed: AB08, AT08, AT10, AT13, BQ04, EV10, LR12, IAB04, BQ28, MU06 and LR05.

Thus, it is extremely important to evaluate in the field the vegetative development and

postharvest of these subsamples, being able to verify other agronomic attributes and to select

genotypes that develop well in the field and at the same time maintain the present variation of

the natural environment.

Keywords: camu-camu, ISSR, breeding, Roraima.
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1 INTRODUÇÃO

Desde meados da década de 70, o camu-camu (Myrciaria dubia) é encontrado

naturalmente e vem sendo estudado em países como o Brasil e o Peru. Em 2017, uma

iniciativa do Ministério do Meio Ambiente chamada “Plantas para o Futuro” identificou o

camu-camu como uma espécie nativa com potencial alimentício, medicinal e ambiental

(CORADIN; CAMILO; PAREYN, 2018)

Considerado um alimento funcional, os frutos do camu-camu possuem o maior

teor de vitamina C registrado, auxiliando no combate aos radicais livres e contribuindo para

proteção celular, especialmente em condições de inflamação e estresse oxidativo (PINEDO et

al., 2010).

Devido a sua ampla distribuição pelas margens dos corpos hídricos do estado de

Roraima, uma proposta produtiva, industrial e de exportação baseada principalmente no

aproveitamento da polpa do camu-camu têm sido construída pela Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuária (Embrapa – RR) e suas parceiras através do projeto “Domesticação,

melhoramento e valoração de frutos Nativos da Amazônia”.

No ano de 2016, a Coleção de Germoplasma de camu-camu foi instalada na

Embrapa-RR com genótipos provenientes de populações naturais dos estados de Roraima,

Amazonas e Rondônia e que reúne a rica variabilidade genética do camu-camu. Desde então,

diversas pesquisas utilizando descritores morfológicos e/ou agronômicos têm sido realizadas

com o intuito de caracterizar a variabilidade existente e poder subsidiar o uso prático desse

recurso em programas de melhoramento genético.

Porém, para acelerar a caracterização, o uso de ferramentas biotecnológicas como

os marcadores moleculares é essencial pois, permitem selecionar genótipos baseados

diretamente em informações contidas no DNA (FALEIRO; AMABILE; SILVA, 2018).

Para isso, se faz necessário o estabelecimento de protocolos de extração do DNA

genômico. A extração de DNA é a primeira etapa para a utilização deste material em

diferentes técnicas da genética molecular, e a sua pureza e qualidade são sempre os pré-

requisitos principais (ARBI et al., 2010).

Posteriormente, a escolha do marcador molecular depende do objetivo proposto.

Atualmente existe uma diversidade de marcadores disponíveis no mercado, dentre os quais

podemos destacar os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que têm sido amplamente

utilizados na caracterização de espécies que apresentam potencial econômico, devido a sua
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eficiência na identificação de polimorfismos ao longo de todo genoma vegetal permitindo a

diferenciação entre os individuos.

Desta forma, ao longo do processo de caracterização da Coleção de Germoplasma,

descritores agronômicos e os marcadores moleculares podem ser utilizados para monitorar a

variabilidade genética dos genótipos e aumentar a eficiência do programa de melhoramento

contribuindo para o desenvolvimento de novos materiais (OLIVEIRA, 2018).

Identificar indivíduos com bom desenvolvimento no campo é extremamente

importante. No entanto, jamais devemos esquecer da necessidade de conservar a variação

presente no ambiente natural e assim manter os alelos existentes, garantindo a preservação da

espécie perante adversidades ambientais e potencializando o uso desses recursos nos

programas de melhoramente genético.
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2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Recursos genéticos de fruteiras tropicais

Os recursos fitogenéticos podem ser considerados como qualquer elemento

vegetal com valor de uso atual ou potencial para o homem. Os recursos genéticos incluem a

variabilidade genética existente entre as espécies vegetais, que sejam de interesse

socioeconômico para serem utilizadas em programas de melhoramento, a fim de alcançar o

desenvolvimento sustentável, tanto no âmbito agrícola quanto na indústria alimentícia e

farmacêutica (NASS, 2001; BARBIERI, 2003; GOEDERT & WETZEL, 2007;

GONÇALVES, 2016).

O marco inicial de estudos com foco na conservação e no uso dos recursos

genéticos aconteceu na década de 1920 através do pesquisador Nikolai Vavilov, que foi um

dos primeiros a definir o conceito de diversidade genética. Em suas expedições pelo mundo,

Vavilov estabeleceu os centros de origem de espécies cultivadas através da relação entre sua

diversidade e localização geográfica (BORÉM & MIRANDA, 2013; GONÇALVES, 2016).

Dentre os recursos genéticos vegetais voltados para a alimentação e agricultura, as

espécies frutíferas se sobressaem pela grande diversidade e potencial que apresentam, sendo o

Brasil o terceiro maior produtor mundial de frutas tropicais (PÁDUA & FERREIRA, 2012;

SANTANA, 2016).

A região norte do país se destaca por possuir 44% da diversidade de frutas nativas

do território nacional, no entanto, apenas 8% contribuem economicamente para o mercado

brasileiro, ficando fora dessas estatísticas a maioria das espécies que ainda são pouco

conhecidas quanto ao potencial de exploração econômico (CLEMENT et al., 2000; POLL et

al., 2011).

Devido à pressão antropogênica, a introdução de espécies exóticas e a erosão

genética, a diversidade de frutas tropicais está cada vez mais ameaçada (CRUZ-CRUZ;

GONZÁLEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2013) e por serem a base do melhoramento de

plantas, a conservação, a caracterização e a avaliação dos recursos genéticos vegetais, são

etapas necessárias e imprescindíveis à manutenção e a utilização desse material que

constituem o germoplasma vegetal (DREW, 2000; FERREIRA & PINTO, 2010; NORMAH;

CHIN; REED, 2013).

2.2 Germoplasma Vegetal: Conservação e caracterização
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O termo germoplasma é definido como a base física da herança genética,

transmitida de uma geração para outra por meio de células reprodutivas. Dependendo da

espécie, são considerados germoplasmas: células, embriões, sementes, óvulos,

espermatozoides, polén, estacas, entre outros (IPGRI, 1991; COSTA & SPEHAR, 2012).

A escolha do germoplasma é de fundamental importância para um programa de

melhoramento genético, pois suas características determinarão o potencial máximo ao qual a

população submetida ao processo pode alcançar (HALLAUER & MIRANDA-FILHO, 1988;

FONSECA, 2017).

Devido a expansão da fronteira agrícola sem a preocupação de preservar o meio

ambiente e a domesticação de muitas espécies de plantas com a possibilidade de exaustão da

variabilidade genética, a comunidade científica no final da década de 1960 promoveu a

conservação do material hereditário de muitas espécies vegetais, especialmente aquelas de

importância econômica (RIBEIRO, 2000; NASS et al., 2012).

Sendo assim, duas estratégias básicas de conservação foram definidas pela

convenção sobre a diversidade biológica: a “in situ” e a “ex situ” (GROSS; JOHNSTON;

BARBER, 2005).

A manutenção de espécies de plantas em seu habitat natural, bem como a

conservação de espécies domesticadas e cultivadas “on farm” ou nos ambientes onde

desenvolveram suas características distintivas representam as estratégias “in situ” (CRUZ-

CRUZ; GONZÁLEZ-ARNAO; ENGELMANN, 2013). Em vários países, a principal

estratégia adotada para este tipo de conservação é em forma de áreas protegidas, também

denominadas unidades de conservação (SCARIOT & SEVILHA, 2007).

Diversos motivos levam ao estabelecimento de reservas genéticas para

conservação “in situ”, tais como: a manutenção de um banco genético de espécies de interesse

econômico ou potencial, como, por exemplo, uma floresta com altas densidades de

castanheiras (Bertholletia excelsa Bonpl.) na Amazônia; conservação em larga escala de um

grande número de espécies e indivíduos a um custo relativamente baixo; proteção do

ecossistema como um todo, preservando as interações ecológicas e evolutivas entre as

espécies, entre outros (SIMON, 2010).

Em contrapartida, a conservação “ex situ” significa a proteção de componentes da

diversidade biológica fora do seu habitat natural. A conservação “ex situ” é apropriada para a

conservação das culturas e seus parentes selvagens (ENGELMANN, 2012), estando

atualmente ≈16.500 espécies de plantas conservadas em 1750 bancos de gene em todo o

mundo (FAO, 2010; SONINO, 2017).
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As principais modalidades da conservação “ex situ” são: coleção de base, coleção

ativa, coleção de campo, coleção “in vitro", coleção em criopreservação, coleção nuclear e

banco genômico (VALOIS, 1999). Essas modalidades são responsáveis por coletar, preservar,

caracterizar, avaliar e posteriormente fazer o intercâmbio do germoplasma das espécies

conservadas (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2007).

No entanto, segundo Valois (1998), menos de 8% dos recursos constantes em

bancos ou coleções de germoplasma são efetivamente utilizados pelos melhoristas. Entre os

principais fatores da baixa utilização de genitores nos programas de melhoramento está o

desconhecimento dos recursos genéticos disponíveis nos bancos de germoplasma por parte

dos pesquisadores (CARELLI et al., 2006; MARIM et al., 2009).

A caracterização das subamostras depositadas nas coleções é de extrema

impotância, pois incentiva a utilização desses recursos. A palavra "caracterizar" é também um

sinônimo de "distinguir", isto é, marcar como separado ou diferente. Na terminologia

acordada dos bancos de genes e gerenciamento de germoplasma, o termo "caracterização"

representa a descrição de caracteres que geralmente são altamente hereditários, facilmente

vistos pelo olho e igualmente expressos em todos os ambientes (IPGRI/CIP, 2003; VICENTE

et al., 2005).

A partir dos dados de caracterização, e com o uso de metodologias genético-

estatísticas especificas, é possível analisar a diversidade genética das diferentes subamostras e

avaliar seu potencial de uso em programas de melhoramento (MARIM et al., 2009). Os

descritores utilizados podem englobar tanto dados morfológicos (anatomia da planta, folhas,

flores, etc.), agronômicos (ciclo de maturação, produtividade, etc.), genéticos (citológicos,

DNA, etc.) e fisico-químicos (aroma, sabor, acidez, etc.) (VELGA et al., 2012).

A caracterização das subamostras por meio dos descritores morfológicos e

agronômicos são imprescindíveis, desde que as características sofram pouca influência de

fatores abióticos e não apresentem dificuldades na identificação e avaliação dos caracteres

(COSTA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2017).

A caracterização morfológica e agronômica é a primeira a ser realizada no

germoplasma depois que ele é incorporado às coleções. Um aspecto importante é a

padronização desses descritores. A Bioversity International (IPGRI) é o órgão que tem

contribuído para a elaboração de descritores de várias espécies, cuja terminologia tem sido

padronizada para facilitar o intercambio e a utilização do germoplasma, constituindo uma

importante ferramenta na detecção de materiais duplicados (BURLE, 2010).
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A descoberta de características de interesse torna-se essencial aos programas de

melhoramento, uma vez que, permite a avaliação quantitativa e qualitativa de um caráter em

relação a outro (FERREIRA et al., 2012; ARAÚJO, 2016).

Porém, os descritores morfológicos e agronômicos podem ter limitações, sendo

necessária a utilização de técnicas complementares ou mais abrangentes. Assim, os

marcadores moleculares são ferramentas capazes de avaliar a diversidade genética mesmo

entre indivíduos morfologicamente iguais (SILVA, 2017).

Diversas pesquisas têm combinado o uso de marcadores morfológicos e

moleculares podendo subsidiar os trabalhos de melhoramento, na busca de cultivares mais

produtivas e com características de superior qualidade (SOUZA, 2011).

2.3 Marcadores moleculares

Nas últimas décadas, o desenvolvimento e a aplicação das técnicas de marcação

molecular induziram transformações consideráveis em diversos ramos da biologia (CARRER;

BARBOSA; RAMIRO, 2010).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como um locus polimórfico que

informa sobre o genótipo do individuo, baseados na detecção de isoenzimas ou sequências de

DNA. A análise desse polimorfismo por meio da biologia molecular é endereçada ao genoma

como um todo, traduzido ou não em proteínas (ROCHA et al., 2003; FALEIRO et al., 2011).

Os marcadores moleculares apresentam várias vantagens sobre os marcadores

morfológicos, por fornecer um número ilimitado de polimorfismos distribuídos

aleatoriamente ao longo de todo o genoma e por serem independentes dos efeitos ambientais e

do estádio fisiológico da planta, permitindo a identificação precisa dos genótipos em estádios

iniciais do desenvolvimento (LANZA; GUIMARÃES; SCHUSTER, 2000).

O uso de marcadores moleculares tem tido cada vez mais destaque como uma

ferramenta importante para o melhoramento genético de plantas, visando o mapeamento de

genes, à análise de diversidade genética, os diagnósticos de doenças e os estudos taxonômicos

e evolutivos (WÜNSCH & HORMAZA, 2007; SILVA et al., 2016).

Estudar a variabilidade genética é uma atividade de grande relevância para a

melhoria das plantas e a conservação de muitas espécies. Através deste conhecimento, é

possível identificar diferentes genótipos, com características de interesse, como fontes de

resistência a doenças e alta produtividade e utilizá-los em programas de melhoramento

(CRUZ & CARNEIRO, 2006; CHIMELLO et al., 2017).
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Entre os marcadores moleculares que se baseiam na análise do DNA genômico,

estão o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), os Minissatélites ou VNTR

(Variable Number Tanden Repeats), o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), o

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), os microssatélites e os ISSR (Inter

Simple Sequence Repeat) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; SANTANA, 2016).

A técnica conhecida como ISSR tem se destacado como uma alternativa eficiente

para a caracterização de genomas complexos, o que permite a detecção de polimorfismos em

regiões flanqueadas por DNA microssatélite, sem a necessidade de isolar e sequenciar

fragmentos específicos de DNA. A detecção de elevado grau de polimorfismo, alta

reprodutibilidade, custo relativamente baixo e necessidade de pequenas quantidades de DNA

são algumas das vantagens da técnica de ISSR (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA,

1994; CANÇADO et al., 2012). A principal desvantagem deste marcador é a sua dominância

(GONZÁLES; AGUIRRE, 2007), impossibilitando a diferenciação de locos homozigóticos

e/ou heterozigóticos (LOPES et al., 2002).

Os iniciadores ISSR normalmente apresentam um comprimento entre 16 e 25

pares de bases, de modo que as repetições microssatélites usadas podem ser di, tri, tetra ou

pentanucleotídicas. A temperatura de anelamento varia em torno de 45 a 60°C e os iniciadores

podem apresentar duas formas: os não ancorados que consistem apenas de um motivo

repetido; e os ancorados na ponta 5’ ou na 3’, que apresentam, além do motivo repetido, um

ou mais nucleotídeos em cada uma das extremidades (VIJAYAN, 2005; TIWARI et al., 2015;

GOMES, 2017).

Diversos trabalhos na literatura revelam que o uso dos marcadores moleculares

está complementando a caracterização morfológica e agronômica tradicional (TOPPA &

JADOSKI, 2013). Os marcadores ISSR tem se demonstrado eficientes em revelar a

diversidade genética entre e dentro de plantas que apresentam importância ecônomica

(ARAÚJO, 2016).

Goulão & Oliveira (2001) afirma que a utilização de marcadores de DNA pode

reduzir o tempo requisitado para a caracterização de novos cultivares e/ou híbridos,

principalmente em espécies frutíferas com longo período juvenil. Os mesmos autores afirmam

que os marcadores microssatélites e ISSR são úteis na identificação de cultivares, devido a

alta reprodutibilidade, apresentando assim, vantagens sobre outros métodos baseados em PCR

(Reação em Cadeia da Polimerase). No mesmo sentido, Borba et al. (2005) dizem que a

técnica de ISSR pode ser empregada para diferenciação rápida entre indivíduos aparentados,
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devido ao elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e também por ter um baixo custo

(TOPPA & JADOSKI, 2013).

Em um estudo realizado com banana (Musa spp.) foram analisados 21 genótipos

através de marcadores ISSR que se demonstraram eficientes em estimar a diversidade

genética entre as espécimes analisadas (SILVA et al., 2017).

Outras investigações com uso de marcadores ISSR também têm sido realizadas

com maracujá (PEREIRA; CORREA; OLIVEIRA, 2015), maçã (OCKU et al., 2015),

espécies cítricas (SHARAFI; ABKENAR; SHARAFI, 2017), manga (ROCHA et al., 2012),

umbu-cajazeira (SANTANA et al., 2011), goiaba (RAI et al., 2012), entre outros.

A jabuticabeira (Plinia sp.) é uma frutífera nativa também de importância

econômica que pertence à família Myrtaceae. Em uma pesquisa, foi avaliado o perfil genético

de 35 genótipos através de marcadores ISSR possibilitando verificar a existência de

diversidade genética entre as populações analisadas (CRUZ et al., 2016).

Dentro da família Myrtaceae, outra espécie que encontra-se em processo de

domesticação e têm se destacado economicamente é o camu-camu, como é conhecido

popularmente, sendo considerado uma das fontes mais ricas de ácido ascórbico (vitamina C)

de todas as espécies de plantas (ZAPATA & DUFOUR, 1993; ANDRADE et al., 1995;

JUSTI et al. 2000; PINEDO et al., 2004; CHIRINOS et al., 2010; SMID et al., 2017).

O conhecimento sobre sua diversidade morfológica e genética é importante para a

caracterização da espécie podendo ajudar a decidir quais populações devem ser protegidas e

quantas plantas devem estar na população para evitar endogamia. A preservação do material

genético é atualmente uma prática comum, e definir diversidade dentro e entre populações

naturais é o primeiro passo para implementar um programa de melhoramento genético

eficiente (VAISHALI & SHARMA, 2010; SMID et al., 2017 ).

2.4 Aspectos gerais do camu-camu

A região amazônica apresenta grande quantidade de espécies vegetais nativas

produtoras de frutos comestíveis, que constituem um grupo muito importante tanto por seu

consumo na dieta diária da população rural e urbana, como na alimentação de animais

silvestres e domesticados (BACELAR-LIMA, 2009). Dentre estas espécies está o camu-camu

que é também conhecido como caçari, araçá-d’água e araçá-de-igapó (FERREIRA, 1986;

MERA, 1987).

2.4.1 Classificação taxonômica e ocorrência
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O camu-camu é classificado botanicamente como uma planta da divisão

Fanerógama; subdivisão Magnoliophyta (Angiosperma); classe Magnoliophysida

(Dicotiledôneas); ordem Myrtales; família Myrtaceae; genêro Myrciaria; espécie Myrciaria

dubia (Kunth) McVaugh (YUYAMA & VALENTE, 2011; BARDALES et al., 2014).

Apresenta, como sinonímias, Psidium dubium H.B.K., Myrciaria paraensis

(MCVAUGH, 1963), Eugenia divaricata Benth., M. phillyraeoides Berg., M. divaricata

(Benth.) Berg. (MCVAUGH, 1969), M. spruceana Berg. (GUTIERREZ, 1969) e M.

riedeliana Berg. (MERA, 1987).

Porém, em termos taxonômicos, o camu-camu ainda precisa de investigações mais

acuradas, devido à existência de inúmeros variantes morfológicos na espécie. Há indícios de

ocorrência de pequenas populações de diferentes ecótipos em toda bacia do rio

Solimões/Amazonas, chamando-se atenção para a existência de um tipo arbustivo e outro

arbóreo, com status taxonômico ainda não definido (TEIXEIRA; CHAVES; YUYAMA,

2004). O camu-camu é encontrado em populações naturais monoespecíficas nas margens dos

rios, lagos e igapós da Amazônia, porém, a maior concentração e diversidade das populações

de camu-camu encontram-se na Amazônia Peruana (PETERS & VÁSQUEZ, 1988;

VILLACHICA, 1996), tanto nas águas escuras como nas águas claras, sendo sujeito à

inundação periódica (uma vez ou duas a três vezes ao ano), que podem durar de alguns dias

até quatro meses nos grandes rios (YUYAMA; AGUIAR; YUYAMA, 2002).

A espécie distribui-se em parte da Amazônia Brasileira (Pará, Amapá, Amazonas,

Rondônia, Roraima e Mato Grosso), as margens do médio e alto rio Amazonas até a parte

oriental do Peru, ao longo do rio Casiquiare e a parte alta e média da bacia do rio Orinoco

(MCVAUGH, 1969; ALVES; BORGES; MOURA, 2000). Contudo, Yuyama & Valente

(2011) mencionam que seu centro de origem não está bem definido devido há falta de

informações sobre o seu centro de dispersão, sabendo apenas que sua ocorrência natural se

estende desde os rios do Brasil, passando pela Guiana Inglesa, Colômbia e Venezuela, não

havendo nenhuma ligação com o Peru (CHÁVEZ FLORES, 1988).

Segundo Chagas et al. (2012), em Roraima as populações de camu-camu estão

distribuídas por oito municípios do Estado nas áreas de abrangência de florestas, savanas e

também em áreas de transição, porém, sempre associadas às margens de rios, igarapés ou lagos.

2.4.2 Características da espécie

A planta de camu-camu possui hábito arbustivo, podendo alcançar até 8 m de

altura (MCVAUGH, 1958; KOSHIKENE, 2010), formando vários ramos secundários desde a
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base, que por sua vez se ramificam na forma de um vaso aberto. O tronco e os ramos são

glabros, cilíndricos, lisos, de coloração marrom claro ou avermelhada, cuja casca se

desprende facilmente (SUGUINO; ARAÚJO; SIMÃO, 2001). As raízes são profundas

(pivotantes) e do tipo cônica, com muitas raízes secundárias horizontais e pêlos absorventes

(RUIZ, 1994; CORREA, 2000; SILVA, 2006).

As folhas são opostas, simples, sem estípulas, elípticas, ovais ou estreitas, de 4,5 a

10 cm de comprimento e 1,5 a 4,5 cm de largura, base obtusa ou arredondada, ápice longo

acuminado e pecíolo de 3 a 6 mm de comprimento. Inflorescência mais ou menos axilar,

geralmente formada por flores subsésseis, alvas e perfumadas (FERREIRA & RIBEIRO,

2006; OLIVEIRA, 2014). A fruta é uma baga esférica de 2,0 a 3,5 cm de diâmetro, casca fina,

lisa e brilhosa, de cor vermelha passando a negro púrpura ao final da maturação, polpa

suculenta, levemente rosada, com duas a três sementes (DELGADO, 2010).

Figura 1 - Myrciaria dubia apresentando diferentes fases fenológicas. A: Crescimento vegetativo da muda. B:

Florescimento. C: Frutificação. D: Maturação.

Fonte: Almeida (2014)

Alguns trabalhos contêm informações sobre a biologia floral do camu-camu como

o de Peters & Vasquez (1988), Villachica (1996), Maués & Couturier (2002), Bacelar-Lima

(2009), Delgado et al. (2015), que consideram a espécie como alogáma facultativa, tendo

sistema reprodutivo misto, endogamia e apomixia.

A dispersão das sementes é endozoocórica, feita principalmente por peixes como

o tambaqui (Colossoma macropomum) e pela própria correnteza dos cursos d´água

(YUYAMA & SIQUEIRA, 1999).

2.4.3 Utilização, importância ecológica e econômica



22

As populações de camu-camu ocorrem naturalmente as margens de rios, lagos e

igarapés. Seus ramos e raízes protegem as margens dos corpos hídricos e por vezes servem de

abrigo para espécies aquáticas e terrestres. Os frutos fazem parte da alimentação de espécies

da ictiofauna, como o Tambaqui, o Pacu (Mylossoma spp.), o Matrinchã (Brycon cephalus) e

o Curimatã (Prochilodus nigricans) (MERA, 1987; PETERS & VASQUEZ, 1987).

O levantamento etnobotânico realizado por Pinedo et al. (2004) aponta o uso de

diferentes partes do camu-camu para fins medicinais, principalmente por populações

ribeirinhas. Da casca do caule e da raiz podem ser feitas infusões para o tratamento de diarreia

e reumatismo. As raspas da casca podem ser utilizadas para aliviar dores musculares. A parte

das folhas quando trituradas podem ser usadas para febre e dor de cabeça.

Após estudos de caracterização bioquímica e compostos bioativos presentes nos

frutos, o camu-camu passou a ser um recurso químico muito importante. Foi constatado que a

espécie é fonte promissora de polifenóis, antocianinas, ácido elágico, flavonóides,

carotenóides e ácido ascórbico. A alta concentração de ácido ascórbico (que pode conter até

8000 mg de vitamina C para 100g-1 da polpa fresca) e a estabilidade do composto após

processado (GRIGIO et al., 2017), tornou a espécie um potencial econômico para a indústria

alimentícia e farmacológica. Sua polpa in natura ou liofilizada é exportada principalmente

para os Estados Unidos, França e Japão (SAUDÁVEL, 2001; ZANATTA & MERCADANTE,

2007; SMIRDELE & SOUSA, 2008; CHIRRINOS et al., 2010; AKTER et al., 2011;

CHAGAS et al., 2012; SANTANA et al., 2016).

Utilizando a polpa in natura podem ser elaborados sucos e refrescos, sorvetes e

doces, vinhos, coquetéis, vinagres, licores e geleias. Além desses, a polpa pode ser processada

para produção de bebidas gaseificadas, sachê da polpa liofilizada, pastilhas de vitamina C e

cosméticos para rosto, corpo e cabelo (RIVA RUIZ, 1994; YUYAMA; AGUIAR; YUYAMA,

2002; MAEDA & ANDRADE, 2003; RODRIGUES et al., 2004).

2.5 Estudos e conservação de camu-camu em Coleções de Germoplasma: Ferramentas

Moleculares

Instituições de pesquisa brasileiras e peruanas vêm desenvolvendo trabalhos sobre

a domesticação de M. dubia, através de programas de melhoramento genético para cultivo em

terra firme (CLEMENT; MÜLLER; FLORES, 1982; COUTURIER et al. 1999).

No Peru, as pesquisas em relação ao camu-camu se encontram em fases avançadas

de desenvolvimento. As primeiras coleções foram implantadas a partir da década de 80,

resultando hoje em cinco coleções de germoplasma base. O programa de melhoramento
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genético foi construído apenas em 2004 pelo Instituto de Investigaciones de la Amazonía

Peruana (IIAP) e os estudos básicos de caracterização morfológica, propagação, aspectos

reprodutivos, químicos e farmacológicos da espécie já foram realizados (PANDURO et al,

2004; CRUZ & RESENDE, 2008; CANALES, 2013).

No Brasil, no ano de 1978, foram implantadas subamostras de camu-camu no

Banco de Germoplasma (BAG) de Fruteiras Tropicais do INPA - Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazônia (YUYAMA & VALENTE, 2011). Com a descoberta da ocorrência

desta espécie em praticamente toda bacia Amazônica, os pesquisadores interessados em

estudos com camu-camu iniciaram as suas atividades em 1994 e a partir de 1996, o INPA

iniciou a coleção de camu-camu nativo da bacia Amazônica Brasileira (YUYAMA, 2011).

Atualmente, os trabalhos de prospecção de germoplasma, conservação e melhoramento são

realizados pela Embrapa Amazônia Ocidental, Embrapa Amazônia Oriental, Embrapa

Roraima e Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (YUYAMA, 2002; CRUZ &

RESENDE, 2008; SCHWENGBER et al., 2010; CHAGAS et al., 2012).

Os primeiros estudos de variabilidade genética foram realizados através da análise

de caracteres vegetativos, reprodutivos e químicos (SCHWENGBER et al., 2010; CORREA

et al., 2011; PINEDO et al., 2011; NASCIMENTO et al. 2013; NASCIMENTO et al., 2014;

CHAGAS et al., 2015; LOZANO et al., 2016; PANDURO et al., 2017). Esses estudos

estavam em busca de parâmetros que fossem capazes de indicar uma ampla variação genética

entre os indivíduos, permitindo assim, sistematizar as informações obtidas e apontar critérios

para a seleção de plantas superiores.

A avaliação fenotípica do material genético acumula informações abundantes

sobre a resposta genética e ambiental expressa na planta (PANDURO, 2012).

Panduro e Davila (2011) analisaram 108 progênies de camu-camu selecionadas

como promissoras para produção de frutos, verificando se os parâmetros vegetativos estavam

relacionados a precocidade de frutificação. Posteriormente, essas mesmas progênies foram

avaliadas no ano de 2014 em relação ao grau de herdabilidade e a variabilidade dos

parâmetros agrônomicos permitindo selecionar 25 individuos que se destacaram em relação a

produção precoce de frutos e a resistência a pragas (PANDURO et al., 2014).

Em um outro estudo, seis subamostras de camu-camu em uma área de transição de

floresta/savana foram avaliados em relação ao seu desenvolvimento vegetativo (ALMEIDA et

al., 2014), concluindo que as mesmas apresentaram uma boa adaptabilidade nas novas

condições. Chagas et al. (2015) ao analisar 16 populações do estado de Roraima, observaram

que as mesmas continham uma alta variabilidade genética, indicando que o massa média dos
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frutos, o conteúdo de sólidos solúveis e ácido ascórbico são as características mais

discriminantes para seleção intraespecífica de camu-camu nativo.

O conhecimento da diversidade genética existente em subamostras de camu-camu

é de grande importância para o êxito de programas de melhoramento e para a exploração dos

recursos genéticos disponíveis (NUNES et al., 2014). No entanto, ainda há uma falta de

informações geradas usando técnicas de marcadores moleculares para esta espécie (LOZANO,

2013).

O primeiro estudo reportado na literatura foi realizado utilizando marcadores de

isoenzimas de esterase e esterase-D para avaliar três populações de camu-camu (Iquitos no

Peru, Cauamé em Roraima e Uatumã no Amazonas), demonstrando que ocorrem diferenças

genéticas entre elas (TEIXEIRA; CHAVES; YUYAMA, 2004).

No Peru, Garcia-Davilla et al. (2008) analisaram a variabilidade genética entre e

dentro de cinco populações naturais (Napo, Tigre, Ucayali, Curaray e Putumayo) de camu-

camu através de marcadores DALP (Amplificação Direta de Polimorfismo de Comprimento),

encontrando diferentes níveis de diversidade genética intrapopulacional.

Os marcadores microssatélites, foram utilizados por Koshikene (2009) para

caracterização dos exemplares existentes no BAG do INPA.

Rojas; Clement; Nagao (2011) analisaram 17 populações de camu-camu de

diferentes rios da Amazônia brasileira, conservados no BAG de camu-camu do INPA na

cidade de Manaus, utilizando marcadores EST-SSR (Expressed Sequence Tags –

Microsatellite). Foram encontrados dois grupos principais pela análise da distância genética

(Grupo 1 formado pelas populações de Rondônia, Amazônia Oriental, Pará e Fronteira Brasil-

Peru; Grupo 2, populações de Roraima e Amazônia Ocidental), coincidindo com as áreas de

coleta; entretanto, não foi encontrada correlação entre distâncias geográficas e distâncias

genéticas.

Devido a variação observada no conteúdo de ácido ascórbico (Vitamina C) tanto

dentro como entre indivíduos, Castro et al. (2015) objetivou reunir, caracterizar e anotar quais

fatores genéticos presentes nos frutos de M. dubia são reponsáveis por essas variações, a fim

de reconstruir as vias metabólicas e determinar se múltiplas vias contribuem para a biossíntese

da vitamina C.

Recentemente, a diversidade genética entre 94 subamostras de M. dubia coletados

ao longo das margens do Lago Reis, localizado no município de Caracaraí, Roraima, usando

marcadores ISSR foi analisada por Nunes et al. (2017). Neste mesmo ano no Peru, 13
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populações naturais e cultivadas foram caracterizadas em relação aos aspectos morfológicos e

genéticos através de marcadores microssatélites (SMID et al., 2017).

Diante disso, fica evidente que os estudos genéticos através de marcadores

moleculares ainda são escassos com o camucamuzeiro que encontra-se em fase de pré-

melhoramento, sendo importante estimar os parâmetros genéticos para conhecer a estrutura

das populações existentes nas coleções e assim garantir o sucesso do programa de

melhoramento desta cultura (FEHR, 1987; NASCIMENTO et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar através de características agronômicas e marcadores moleculares

subamostras divergentes de M. dubia da Coleção de Germoplasma da Embrapa-RR visando

auxiliar o processo de melhoramento para suprir as demandas futuras desta cultura.

3.2 Objetivos específicos

1. Padronizar um protocolo de extração de DNA para aM. dubia;

2. Caracterizar a variabilidade genética em níveis hierárquicos (interpopulacional e

intrapopulacional) entre subamostras deM. dubia, através de marcadores ISSR;

3. Estimar as distâncias genéticas entre as populações e avaliar sua possível relação com

a distância geográfica;

4. Correlacionar a variabilidade genética e agronômica de variáveis obtidas a partir das

subamostras deM. dubia do estado de Roraima;

5. Indicar subamostras divergentes para futuros programas de melhoramento genético.
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CAPITULO I – COMPARAÇÃO DE MÉTODOS PARA EXTRAÇÃO DO DNA

GENÔMICO DE CAMU-CAMU

RESUMO

O camu-camu (Myrciaria dubia) é um arbusto tropical nativo da Amazônia que

produz frutos com altas concentrações de vitamina C (3 a 8g/100g polpa), além de compostos

fenólicos e carotenoides, tendo grande potencial econômico na produção de derivados

alimentícios e farmacológicos. Porém, apesar de sua importância como recurso natural,

existem poucos estudos referentes a biologia molecular da espécie. Diante disso, objetivou-se

comparar diferentes formas de armazenamento e estabelecer um protocolo para o isolamento

do DNA genômico de camu-camu, adequado para posteriores análises moleculares. Foram

testados três protocolos diferentes baseados no método CTAB e utilizado um kit comercial

como controle. As folhas foram liofilizadas, congeladas e utilizadas frescas a fim de definir a

melhor forma de armazenamento. O protocolo de Gomez et al. (2012) e de Doyle e Doyle

(1987) adaptado pela Embrapa-RR apresentaram os resultados mais satisfatórios, similares ao

kit comercial, com concentrações que variaram de 268 ng/µl a 4095,76 ng/µl. A razão de

pureza estava dentro do esperado com médias de 1,82 e 2,12, respectivamente. Esses

protocolos sofreram modificações em busca de aumentar a quantidade de material obtido,

eliminar o arraste vertical no gel e a contaminação por RNA. Após as alterações foi obtido

uma concentração média de 1071,88 ng/µl e uma razão de pureza média de 2,0, na

visualização em gel de agarose a 0,8% observou-se que o DNA apresentou bandas únicas sem

fragmentação e ausência de contaminação por RNA possibilitando que todas as diferentes

formas de armazenamento demonstrassem um padrão de amplificação similar na PCR.

Palavras-chave: biologia molecular, DNA genômico, protocolo.
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CHAPTER I - COMPARISON OF METHODS FOR EXTRACTION OF CAMU-

CAMU GENOMIC DNA

ABSTRACT

Camu-camu (Myrciaria dubia) is a tropical shrub native to the Amazon producing

fruits with high concentrations of vitamin C (3 to 8g / 100g pulp), as well as phenolic

compounds and carotenoids, with great economic potential in the production of food

derivatives and pharmacological. However, despite its importance as a natural resource, there

are few studies concerning the molecular biology of the species. The objective of this study

was to compare different forms of storage and to establish a protocol for the isolation of

camu-camu genomic DNA, suitable for subsequent molecular analyzes. Three different

protocols were tested based on the CTAB method and a commercial kit was used as a control.

The leaves were lyophilized, frozen and used fresh to define the best form of storage. The

protocol of Gomez et al. (2012) and Doyle and Doyle (1987) adapted by Embrapa-RR showed

the most satisfactory results, similar to the commercial kit, with concentrations ranging from

268 ng / μl to 4095.76 ng / μl. The purity ratio was within expected range with averages of

1.82 and 2.12, respectively. These protocols were modified in order to increase the amount of

material obtained, eliminate the vertical drag on the gel and RNA contamination. After the

changes an average concentration of 1071.88 ng / μl and an average purity ratio of 2.0 was

obtained in the 0.8% agarose gel visualization the DNA showed single bands without

fragmentation and absence of RNA contamination allowing all different forms of storage to

demonstrate a similar PCR amplification pattern.

Keywords: molecular biology, genomic DNA, protocol.
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INTRODUÇÃO

O Camu-Camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh), também conhecido no

Brasil como “Caçari” (CHAGAS et al., 2012), é um arbusto de ampla distribuição geográfica

pela Amazônia Peruana, Colombiana, Brasileira e Venezuelana, tendo despertado interesse

cientifico e comercial pela alta concentração de ácido ascórbico (que pode conter até 6000 mg

de vitamina C para 100g da polpa fresca) e pela estabilidade do composto após processado

(GRIGIO et al., 2017), tornando a espécie um potencial econômico para a indústria

alimentícia e farmacológica (BARDALES et al., 2014; CHAGAS et al., 2015; RIBEIRO et

al., 2016). Seus frutos são principalmente comercializados em vários mercados mundiais

como os do Japão, França, Alemanha e Estados Unidos (GARCÍA-DÁVILA et al., 2008;

IMÁN et al., 2011).

No entanto, apesar de toda sua importância econômica, são ainda incipientes os

trabalhos onde buscam informações sobre a variação genética/molecular que auxilie o

processo de melhoramento, permitindo a obtenção de cultivares com caracteres selecionados

para suprir as demandas futuras desta cultura (PANDURO et al., 2004; ROJAS et al., 2011).

A análise da variabilidade genética com marcadores moleculares enfrenta

barreiras no processo de extração de DNA. A presença de polissacarídeos, fenóis e compostos

secundários se tornam um obstáculo na extração de um DNA vegetal de boa qualidade

(ROMANO & BRASILEIRO, 1999; GRUTZMACHER et al., 2002; SILVA, 2010).

Segundo DANNER et al. (2011) a maioria dos protocolos de extração de DNA de

plantas descritos na literatura utiliza o método baseado no detergente CTAB (Brometo de

Cetiltrimetilamônio), com algumas modificações de acordo com características da espécie

(SCHMITT et al., 2014).

O procedimento para isolar o DNA deve cumprir alguns requisitos importantes. A

coleta e o armazenamento do tecido, assim como o estado do mesmo são fundamentais para o

sucesso da extração, permitindo obter uma boa quantidade de DNA que seja necessária para

cada técnica molecular a ser utilizada posteriormente. Outro aspecto a considerar é que o

material genético deve ser integro e com alto grau de pureza (COSTA & MOURA, 2001;

GOMEZ et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi otimizar um protocolo de extração para o isolamento

de DNA genômico de camu-camu armazenado de diferentes formas e que fosse adequado

para posteriores análises moleculares, tecendo comentários sobre as dificuldades encontradas.

MATERIAL E MÉTODOS
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Os procedimentos para a extração do DNA de camu-camu foram realizados no

Laboratório de Biologia Molecular (LaBMol) do Programa de Pós-Graduação em Recursos

Naturais (PRONAT) da Universidade Federal de Roraima (UFRR). As amostras de folhas

para a realização dos testes foram retiradas da Coleção de germoplasma de camu-camu

localizada no Campo Experimental Serra da Prata da Embrapa-Roraima. As mesmas foram

lavadas com água destilada, acomodadas em sacos de papel filtro já identificados e

acondicionadas em sacos plásticos com fecho hermético. Os sacos plásticos foram mantidos

em caixa com gelo durante a coleta e o transporte até o LaBMol-UFRR, sendo conservadas

em freezer à -80ºC até o momento da realização dos procedimentos de extração de DNA.

Os testes para definição do melhor protocolo constaram de duas etapas:

Primeiramente foram testados três protocolos diferentes (Tabela 1) baseados no método

CTAB sendo substituído do protocolo original apenas o uso do nitrogênio líquido e de

centrifuga refrigerada de acordo com as dificuldades locais já descritas por PAIVA et al.

(2014). Os protocolos usados foram o de PAIVA et al. (2014), utilizado na rotina do LaBMol-

UFRR, o de GOMEZ et al. (2012) utilizado para isolamento de DNA da espécie em estudo, e

por último um protocolo baseado no método de extração de DOYLE & DOYLE (1987)

desenvolvido pelo laboratório de Biologia Molecular da Embrapa-Roraima para extração de

DNA do camu-camu. Foi realizada uma extração controle através do Kit Invisorb® Spin

Plant Mini seguindo as normas do fabricante.

Na segunda etapa, após análise dos resultados dos testes iniciais, foram

selecionados os protocolos de GOMEZ et al. (2012) e o da Embrapa-Roraima baseado no

método de DOYLE & DOYLE (1987), pois apresentaram melhor qualidade e quantidade do

DNA por amostra extraída.

Foram coletadas novas amostras da mesma Coleção de germoplasma para serem

submetidas a diferentes formas de armazenamento (liofilizadas, congeladas e frescas) na

realização dos novos testes de extração. Foi utilizado como controle positivo uma espécie da

mesma família botânica, mas pertencente a outro gênero Psidium guajava L. (Goiaba).

Através da espectofotometria foi determinada a quantidade e a qualidade do DNA

extraído, em espectrofotômetro FEMTO Cirrus 80 MB. A razão entre 260nm/280nm foi

utilizada para determinação do grau de pureza. Além disso, as amostras de DNA foram

submetidas a eletroforese em gel agarose 0,8%, coradas com GelRed™ (1:500) e utilizado um

padrão de concentração conhecida (Lambda DNA cl857 Sam7) como referência. Os géis

foram visualizados e documentados em fotodocumentador digital EasyDoc 200.



41

Tabela 1 - Diferenças entre as etapas dos protocolos baseados no método CTAB utilizados para extração de

DNA de camu-camu.

Foi testado um primer de ISSR (UBC811) obtido da Universidade de British

Columbia (UBC set nº 9) para amplificação inicial via PCR. As reações de amplificação
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foram realizadas com o volume final de 25 µl constituído por 1x de buffer, dNTP’s (200µM),

2µM do primer, Taq DNA polimerase (2,5U) (Sigma-aldrich) e 3µl de DNA genômico de M.

dubia.

As condições de temperatura do termociclador foram: 3 minutos a 94ºC, seguido

de 35 ciclos de 94ºC a 1 minuto, 53,4ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 minutos, seguida de 1 ciclo

a 72ºC por 7 minutos para extensão final. A reação de amplificação foi realizada em

termociclador GenCycler (Biosystems).

Os produtos da amplificação foram analisados por meio de eletroforese em gel de

agarose 1,5%, corados com Blue Green Loading Dye I (1:10) submetidos a eletroforese por 2

horas e 30 minutos a 5V/cm. A observação das amostras foram realizadas com excitação por

luz ultravioleta e através do registro fotográfico pelo fotodocumentador digital EasyDoc 200.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os três protocolos baseados no método CTAB e o kit comercial apresentaram

resultados diferentes para o isolamento de DNA de M. dubia na primeira etapa dos testes. O

protocolo de GOMEZ et al. (2012) e de DOYLE & DOYLE (1987) adaptado pela Embrapa-

RR apresentaram os resultados mais satisfatórios, similares ao kit comercial, com

concentrações que variaram de 268 ng/µl a 4095,76 ng/µl (Tabela 2). A razão de pureza

estava dentro do esperado com médias de 1,82 e 2,12, respectivamente. A análise visual

através da eletroforese complementou os dados obtidos pelo espectrofotômetro (Figura 1).

Quando comparou-se cada protocolo de forma separada notou-se que o protocolo

de DOYLE & DOYLE (1987) adaptado pela Embrapa-RR permitiu a obtenção de um DNA

em maior quantidade. Durante o procedimento de extração foi observado um precipitado bem

translúcido evidenciando a ausência de contaminação por polifenóis. Em contrapartida, o

protocolo de GOMEZ et al. (2012) apresentou uma boa razão de pureza porém na análise

visual fica evidente que o DNA ainda está contaminado com outros compostos.

Apesar do protocolo de PAIVA et al. (2014) já estar bem adaptado para o

LaBMol-UFRR e ser eficiente na extração de diversas espécies vegetais ele não apresentou

resultados desejáveis para extração de camu-camu, com média de 1,2 para o grau de pureza e

baixa concentração (53,40 ng/µl). Embora a maioria dos protocolos incorporem a proteinase

K para digestão das proteínas sua adição tem afetado negativamente o produto da extração,

produzindo bandas tênues e estreitas, além da degradação completa do DNA de algumas

amostras (SHI et al., 2004; SILVA et al., 2015), o que pode ter afetado a eficiência deste

protocolo. De acordo com SILVA et al. (2013) a qualidade do DNA obtido é suscetível a
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concentração de proteinase K e ao tempo de incubação em banho-maria, podendo afetar

negativamente o processo de extração.

Tabela 2 – Valores de concentração e pureza das amostras extraídas por cada protocolo.

Protocolo Amostras Razão (260/280) Concentração (ng/µl)

Paiva et al. (2014)

1 1,09 66,57

2 1,25 36,35

3 1,33 52,93

4 1,38 57,77

Média 1,2 53,40

Gomez et al. (2012)

1 1,75 448,22

2 1,86 268,57

3 1,95 374,64

4 1,75 508,35

Média 1,82 399,94

Doyle e Doyle (1987) adaptado

1 1,99 1348,68

2 2,06 1496,89

3 2,35 4095,76

4 2,08 411,13

Média 2,12 1838,11

Kit Invisorb® Spin Plant Mini

1 2,24 170,19

2 2,22 282,99

3 2,07 315,15

4 2,06 682,68

Média 2,14 362,75

A associação de PVP (polivinilpirrolidona) e β-mercaptoetanol no tampão de

extração auxiliaram no processo de isolamento do DNA. O PVP é utilizado por formar um

complexo com polifenóis através de ligações de hidrogênio, permitindo sua remoção das

amostras antes que oxidem irreversivelmente a molécula de DNA (MALIYAKAL, 1992). O

agente redutor β-mercaptoetanol inibe a atividade de polifenóis, atua na remoção dos resíduos

celulares e na precipitação das proteínas por centrifugação (ROMANO & BRASILEIRO,

1999). A eficiência dessas duas substâncias em conjunto em concentrações que variam de 0,2
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a 2% de β-mercaptoetanol e de 1 a 2% de PVP, foi relatada por SILVA, 2010; SILVA et al.,

2015; ARRUDA et al., 2017.

Figura 1 – Análise eletroforética do DNA genômico de M. dubia extraído através de três protocolos manuais e
um kit comercial. ƛ = Dna Lambda (10ng/µl). De 1 a 8 amostras de M. dubia.

Nos resultados da segunda etapa dos testes, após modificações nos protocolos de

DOYLE & DOYLE (1987) adaptado pela Embrapa-RR e o de GOMEZ et al. (2012) descritos

na Tabela 3, notou-se que o armazenamento da folha congelada foi eficiente para o processo

de extração de DNA de camu-camu em ambos os protocolos (Figura 2). A maior parte dos

protocolos descritos na literatura utiliza o nitrogênio líquido durante a maceração devido ao

rápido congelamento do tecido vegetal, evitando a degradação do DNA das amostras. O

intuito de macerar o tecido foliar é facilitar o rompimento das paredes e membranas celulares

do tecido e a separação e exposição do material genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,

1998).

Os protocolos testados já haviam sido modificados pelos autores que excluíram o

uso do nitrogênio líquido, apenas o protocolo de DOYLE & DOYLE (1987) adaptado pelo

Embrapa-RR foi modificado nesta pesquisa em relação a esse passo. Para extração de DNA

de M. dubia, conservar a folha a -80ºC por no mínimo 24hrs e macerar em cadinho e pistilo

congelados é a melhor alternativa, pois possivelmente ao diminuir a temperatura ocorre a

inibição da atividade de alguns compostos fenólicos que podem degradar o DNA no momento

da extração.

As modificações permitiram diminuir o tempo total de cada método, eliminar o

RNA das amostras, diminuir o arraste vertical no gel e aumentar a quantidade de DNA

extraído em ambos os protocolos.

De acordo com FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) usando-se os

procedimentos do método CTAB, foi possível obter concentrações de 10 a 200 ng/μL a partir
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de 50 a 200 mg de tecido foliar. Neste trabalho obtivemos uma média de 1071,88 ng/µl a

partir de 150 mg de folha. A razão de pureza também estava dentro do esperado com média

de 2,0.

Tabela 3 – Modificações nos protocolos selecionados para extração de DNA de camu-camu.

Apesar das amostras de folhas liofilizadas extraídas com o protocolo de DOYLE

& DOYLE (1987) adaptado pela Embrapa e LabMol-UFRR não terem apresentado bandas no

gel de agarose, através do espectrofotômetro constatamos a presença de material genético pelo

valor de concentração de 1737,11 ng/µl de DNA e uma pureza de 2,0.

Figura 2 – Extração de DNA de folhas de M. dubia armazenadas de diferentes formas. ƛ = DNA lambda

(10ng/µl). FL = folha liofilizada. FC = Folha congelada a -80ºC. FF = folha fresca. FGC = folha de goiaba

congelada.



46

Finalmente, no teste realizado com o iniciador ISSR (inter simple sequence repeat)

UBC 811, as alíquotas de cada tipo de armazenamento que apresentaram melhor qualidade

foram submetidas ao processo de amplificação (Figura 3).

A integridade do DNA é de fundamental importância para uma boa

reprodutibilidade dos produtos de amplificação dos marcadores moleculares. Porém a

quantidade de contaminantes presentes no material extraído pode inviabilizar a obtenção de

padrões nítidos e reprodutíveis por meio da PCR (FALEIRO et al., 2003). Neste estudo, todas

as amostras apresentaram um resultado satisfatório, demonstrando um padrão de amplificação

similar para as três formas de armazenamento.

Figura 3 – Comparação dos produtos de amplificação de DNA genômico de folhas de camu-camu armazenadas

de diferentes formas. L = Marcador de peso molecular de 100pb (Ludwig). FL = folha liofilizada. FC = folha

congelada. FF = folha fresca. FGC = folha de goiaba congelada.

CONCLUSÃO

As adaptações nos processos permitiram estabelecer um protocolo de extração de

DNA para o camu-camu de acordo com as condições de trabalho apresentadas em Roraima,

sendo selecionado o protocolo de DOYLE & DOYLE adaptado (Tabela 4) para ser utilizado

nos trabalhos com a espécie. Ressaltamos que em locais onde a biodiversidade é mais
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conservada geralmente o acesso é mais difícil e sem a infraestrutura adequada para a

manutenção da qualidade das amostras. Essas alterações possibilitaram minimizar esses

efeitos e garantir o crescimento das futuras pesquisas nesta área.

Tabela 4 – Protocolo de extração de DNA de camu-camu.
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CHAPTER II - VARIABILITY OF MYRCIARIA DUBIA GENOTYPES

(MYRTACEAE) IN THE GEOGRAPHIC GRADIENT OF THE NORTHERN

AMAZON RAINFOREST1

ABSTRACT

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Myrtaceae) is a native species of the Amazon

Rainforest that has been attracting attention worldwide and arousing great interest of the food

and pharmacological industries due to the high concentrations of ascorbic acid in its fruits.

Characterizing different materials of M. dubia by means of molecular markers allows the

integration of agronomic and molecular information in search of more promising individuals

of this species. In this sense, the objective of the research was to characterize the genetic

variability of 55 sub-samples of this species present in the Embrapa Roraima Germplasm

Collection through ISSR initiators. The five initiators tested generated a total of 64 fragments,

with a 98.3% polymorphism rate. The greatest genetic variation was expressed within the

populations (66.6%), while the lowest divergence was determined among the populations

(33.4%) of the collection. The Mantel test scored a correlation between genetic and

geographical distances (r = 0.3% and P = 0.01). The analysis by the UPGMA method allowed

the formation of four subgroups suggesting that the AT08, AB08, AT13, BQ28, EV10, LR12

and IAB01 individuals are genetically divergent and can be targeted to genetic breeding

programs because they accumulate high variation.

Keywords: ISSR Markers; Camu-camu. Roraima; Genetic Variability.

1 Artigo submetido a revista Genetics and Molecular Biology.
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CAPITULO II – VARIABILIDADE DE GENÓTIPOS DE Myrciaria dubia

(MYRTACEAE) EM GRADIENTE GEOGRÁFICO DO NORTE DA AMAZÔNIA

BRASILEIRA

RESUMO

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Myrtaceae) é uma espécie nativa da

Amazônia que vem se destacando mundialmente e, despertando grande interesse das

indústrias alimentícias e farmacológicas em função das altas concentrações de ácido ascórbico

em seus frutos. Caracterizar diferentes materiais de trabalho de M. dubia por meio de

marcadores moleculares possibilita a integração de informações agronômicas e moleculares

em busca de indivíduos mais promissores dessa espécie. Nesse sentido, o objetivo da pesquisa

foi caracterizar a variabilidade genética de 55 subamostras dessa espécie presentes na Coleção

de Germoplasma da Embrapa Roraima por meio de iniciadores ISSR. Os cinco iniciadores

testados geraram um total de 64 fragmentos, com 98,3% de polimorfismo. A maior variação

genética foi expressa dentro das populações (66,6%), enquanto a menor divergência foi

determinada entre as populações (33,4%) da coleção. O teste de Mantel pontuou correlação

entre as distâncias genéticas e geográficas (r= 0,3% e P= 0,01). A análise pelo método

UPGMA possibilitou a formação de quatro subgrupos sugerindo que os indivíduos AT08,

AB08, AT13, BQ28, EV10, LR12 e IAB01 são divergentes geneticamente e podem ser

direcionados para programas de melhoramento genético por acumularem alta variação.

Palavras-chave:Marcadores ISSR. Camu-camu. Roraima. Variabilidade genética.
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INTRODUCTION

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Myrtaceae) is native of South America,

occurring in the flooding margins of the water bodies of Peru, Guyana, Colombia, Venezuela

and Brazil (YUYAMA, 2011; PANDURO et al., 2017). As the largest known source of

vitamin C (3 to 8g in 100g pulp-1) in the Amazon and compounds with antioxidant activity is

widely used in the northern region, with a high commercial potential (SUGUINO et al., 2001).

Its lyophilized pulp is mainly marketed to Europe, Japan and the United States, generating

food, pharmacological and cosmetic products (PANDURO et al., 2004; AKTER et al., 2011).

However, although the species has several positive characteristics, it is in the process of

domestication.

Knowledge of genetic distances is an important step for species of commercial

interest and in the process of domestication such as M. dubia. Depending on the distribution

of genetic variability, strategies can be defined for in situ conservation of populations with

greater variation, selection of mother plants for implantation and supplementation of ex situ

collections, as well as identification of the existence of gene flow (NEGREIROS et al., 2008).

In the northern Amazon, studies with morphological and agronomic markers have

been performed for the implantation and establishment of M. dubia collections, through the

analysis of vegetative, reproductive and chemical characters (CHAGAS et al., 2015;

LOZANO et al, 2016; PANDURO et al., 2017). However, information generated through

molecular markers is scarce. A tool to study the genetic variability of M. dubia is the use of

microsatellite markers, such as ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), as they determine the

genetic distances allowing access to the genotype without influence of environmental

conditions, as well as to verify the patterns of distribution of genetic variability within and

between populations, and the existence of a possible gene flow between them (GONZALES

and AGUIRRE, 2007; PADMESH et al., 2012). Therefore, the present study evaluated the

genetic structure within and among 11 populations of M. dubia dispersed along the Rio

Branco river basin, with the use of ISSR markers.

MATERIAL ANDMETHODS

Study area: The hydrographic basin of the Rio Branco river is located in the

extreme north of Brazil, between the border areas of Venezuela and Guiana. The basin is the

main drainage system of the state of Roraima, occupying around 83% of its territory (187

Km2 being a sub-basin of the Negro river, which is a part of the big Amazon System rivers.
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The Rio Branco basin is formed by the confluence of the rivers Tacuatu and Uraricoera,

cutting almost the entire extension of Roraima in the north-south Direction. Its Waters are

classified as White because of the concentration of sediments in the period of largest rainfall

incidence (IBGE, 1996).

Sampling: The genotypes of M. dubia used in this study are located at the Serra

da Prata Experimental Field, Embrapa Roraima, located at Vicinal da Pratinha, km 07,

Mucajaí municipality (02º 22 '36 "N, 60º 59' 48.5" O). The populations were collected

through cuttings along the Rio Branco basin (Figure 1) and implanted in the field by Chagas

et al. (2015), composing the Germplasm Collection of the species. Each one received a code

with the abbreviation of the name of the river or stream of origin, defining the populations

under study (Table 1). From this material, genetic variability information was generated based

on ISSR markers and correlated with the geographic distances of the populations.

Figure 1 - Geographic location of the 11 different populations of M. dubia throughout the Rio Branco basin,
Roraima state.
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Extraction of DNA from the M. dubia: For the extraction of the DNA were

collected young leaves of each subsamples. After the collection, the leaves were stored in

paper bags previously identified and transported in a thermal box with ice. In the laboratory,

the material was stored in a freezer at -80º C until extraction. DNA isolation was performed

following the method of Paiva-Rodrigues et al. (in press) described for M. dubia. The quality

and quantity of DNA present in the samples was analyzed by a 0.8% agarose gel

electrophoresis and by spectrophotometry in the CIRRUS 80 MB (FEMTO) apparatus.

Table 1 - Populations ofM. dubia prospected at the state of Roraima, according to geographic coordinates.

Identification
of the

population
Water body of origin

Number of
subsamples

Geographic coordinates

BRB AB Água Boa stream / Branco river 5 1º9’52,56”N 61º20’21,90”W
BRB ABU Água Boa do Univini river 2 0º30’0”N 61º45’0”W
BRB AT Açaí Tuba stream 5 0º41’22,26”N 61º31’58,56”W
RB BQ Bem Querer/ Branco river 9 1º55’16,86”N 61º0’26,10”W
BRB EV Estirão do Veado stream 4 0º47’10,86”N 61º27’11,46”W
IAB Água Boa stream / Mucajaí

river
6 2º40’1,30”N 60º45’57,11”W

RB LM Morena lake 8 2º27’27,30”N 60º50’0,84”W
BRB LR Dos Rei lake 5 1º30’10,44”N 61º15’44,64”W
BRB MU Muçum lake 3 0º41’17,10”N 61º34’2,82”W
RQ Quitauau river 3 2º25’44,22”N 60º45’57,11”W
RUR Urubu river 5 2º12’28,73”N 60º2’28,62”W

Amplification of the extracted fragments: For the molecular variability analysis,

were used initiators UBC 811, UBC 812, UBC 817, UBC 868 and UBC 880 by the

Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Amplification reactions were performed with

the final volume of 25 μl, consisting of approximately 80 ng of genomic DNA, 2.0 μM of

each initiator, 1X Reaction Buffer (pH 8.5), 1.0 mM MgCl2, 1 , 0 mM dNTPs and 0.75 U of

Taq Hot Start Polymerase (Promega). The annealing temperatures varied from 50 to 60 ° C.

The amplification reaction was performed in a GenCycler thermocycler

(BYOSISTEMS) and its products were submitted to 1.5% agarose gel electrophoresis. Gels

were visualized by excitation under ultraviolet light (302 nm) and documented by EasyDoc

200 digital photo documentator.

Data analysis: From the amplified bands, a binary matrix (absence = 0 / presence

= 1) was constructed by observing the number and percentage of polymorphic bands per

initiator, thus determining the amount of polymorphic locus. The generated matrix was used

as the basis for the analysis through the Computational Program in Genetics and Statistics

GENES version 2017.3.25 (CRUZ, 2006).
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The minimum number of tags required to obtain stable associations between the

subsamples was estimated through bootstrap analysis. The genetic similarity for each pair of

individuals was carried out using resamples of different sizes with 10,000 permutations,

performed with the aid of the Genetics and Statistics Computational Program GENES (CRUZ,

2006).

The distribution of genetic variability among and within the subsamples

populations was estimated through Molecular Variance Analysis (AMOVA) based on the

method of Excoffier et al. (1992), carried out with the help of the Computational Program in

Genetics and Statistics GENES, version 2017.3.25 (CRUZ, 2006). The distance matrix was

used for cluster analysis using a hierarchical method by the UPGMA technique. To verify the

consistency of the clusters, 1,000 permutations were used. The coefficient of cophenetic

correlation (r) was also calculated to verify the adequacy of the cluster pattern of the

accessions. The consistency of the nodes and bifurcations was obtained from the bootstrap

technique, with the aid of the Genetics and Statistics Computational Program GENES, version

2017.3.25 (CRUZ, 2006).

To verify if there is any correlation between the geographic distances and the

genetic distances estimated by the Nei and Li coefficient (1979), the Mantel test with 10,000

permutations was used by the statistical program R version 2017.3.4.0 using the vegan data

package.

RESULTS

From the tags obtained on the gel a total of 64 fragments were generated using 5

ISSR initiators (Table 2).

Table 2 - Sequence of initiators with their respective annealing temperatures (TA), number of bands generated
(NB), number of polymorphic bands (BP), percentage of polymorphic bands per initiator (% BP), Approximate
amplitude (in base pairs) of the amplified fragments (APb).

Initiator Sequence (5’ 3’) TA (ºC) NB BP %BP APb
UBC 811 (GA)8C 53,4 12 12 100 110 -900
UBC 814 (CT)8ª 49,8 11 11 100 200 -900
UBC 817 (CA)8ª 52,2 12 11 91,6 110 - 1600
UBC 868 (GAA)6 49,8 16 16 100 250 -1250
UBC 880 (GGAGA)3 49,2 13 13 100 150 - 1250
Total - - 64 63 98,32 250 -1300

The optimal number of tags occurred with a sample size of 51 fragments, reaching

a level higher than 97% correlation. The percentage of polymorphism for all initiators in the

55 sub-samples of M. dubia analyzed was 98.3%. The AMOVA indicated that the greatest
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genetic variability is expressed among the individuals within the populations (66.6%), and a

smaller divergence among the populations (33.4%) of M. dubia from the collection with p =

0.01 .

The UPGMA cluster analysis allowed the separation of the 55 sub-samples of M.

dubia into two main groups called G1 and G2, with a 86.4% consistency rate and four

subgroups (I, II, III and IV) separated by cut point in the dendogram of 78.22% of observed

average distance (Figure 2).

Figure 2- Grouping the 55 sub-samples of M. dubia by the UPGMA method from the distance matrix obtained
by the complement of the similarity coefficient of Nei and Li (1979).

The subgroup I allocated 41 subsamples, with structuring of part of the accesses

from the locations of Bem Querer, Lago da Morena, and Rio Urubu. The subgroup II

presented all the subsamples from the locations of Água Boa and Água Boa do Univini and

four subsamples of the Acai Tuba. Subgroups III and IV were formed by only two and one
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subsample respectively, allocating the most divergent. Subsamples present in the same group

are considered genetically closer. The coefficient of cophenetic correlation (CCC) was 86%

correlation, 2.8 and 16.7 stress distortion. The correlation coefficient between geographical

distances and genetic distances for the 55 sub-samples of M. dubia was 0.3 with a significant

result of p = 0.01.

DISCUSSION

Studies by Goulão and Oliveira (2001) describe that the use of ISSR markers are

useful in the identification of cultivars of fruit species that usually present a long juvenile

period due to high reproducibility, providing advantages over other methods. The ISSR

markers were effective in determining the genetic variability of M. dubia, in the same way as

in other studies applied to the family Myrtaceae, as described by Oliveira et al. (2014) with

Psidium guajava L. (guava), Alves et al. (2016) with Myrcia ludiana (Sw.) and Cruz et al.

(2016) with Plinia cauliflora (Brazilian grape tree). This emphasizes that the use of molecular

biology techniques in the evaluation of little studied species, such as M. dubia, allows the

selection of genotypes with greater divergence for new studies of backcrossing of the species

in a short period of time (GOIS et al., 2014).

The inter- and intra-population genetic variability was similar to that found by

Nunes et al. (2017) when analyzing 10 populations of M. dubia from Lago dos Reis, in

Roraima, finding greater variability within (65%) than among populations (35%), with the use

of 14 ISSR markers. The distribution patterns of genetic variability are highly correlated with

the reproductive systems of plants (MARTINS, 1987). It is expected that cross-fertilization

and long-lived species accumulate greater genetic variability within populations, with average

values of 28% among populations when estimated by analysis of molecular variance based on

dominant markers, as emphasized by Nybom and Bartish (2000). Considering that the values

of variation among the populations of M. dubia were relatively high, of 33%, it is possible to

infer that a partial form of self-fertilization occurs for this species, which has already been

reported by Bacelar-Lima (2009).

The genotypes AT08, AT13 (Acai Tuba locality), AB08 (Água Boa locality),

BQ28 (Corredeira Bem Querer locality), EV10 (Estirão do Veado locality), LR12 (Lago do

Rei locality) and IAB01(Igarapé Água Boa locality) were grouped in an isolated manner,

sometimes forming groups of a single individual. This characteristic is indicative of

genetically divergent individuals in relation to the other genotypes of their group (GOIS et al.,

2014). Such genotypes, which presented greater genetic divergence in this study are also part
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of the populations that have been highlighted in relation to the phenotypic characteristics

analyzed by Chagas et al. (2015).

The authors concluded that the populations AB (Água Boa locality), AT (Açaí

Tuba Locality), EV (Estirão do Veado locality) and LR (Lago do Rei locality ) contained the

highest levels of ascorbic acid and that BQ populations (Corredeira Bem Querer locality) and

IAB (Igarapé Água Boa locality ) were the most promising for the average fruit weight. In this

way, the crossing of this information indicates that the selection of combined subsamples can

generate higher individuals, preserving or accentuating characteristics of agronomic interest,

in the same way as pointed out by Nascimento et al. (2014).

The correlation by geographic and genetic distance suggests that there is a gene

flow connecting the populations, which implies in the genetic approximation of distinct

populations and increase of the genetic variability within the populations (GOIS et al., 2014).

The grouping of subsamples from distinct regions, such as the Lago Muçum (MU, Baixo Rio

Branco) that was allocated to the subgroup I, together with subsamples from Alto Rio Branco

River, Quitauau (RQ) and Rio Urubú (RUR ) confirm the existence of gene flow connecting

the populations, through the dispersion of their seeds. As the dispersal system of the species

occurs in a hydrochoric and zoocorical form, the populations are enriched with migratory

flow of seeds carried by the ichthyofauna and the stream (YUYAMA; MENDES; VALENTE,

2011), in this way, the populations share alleles with each other maintaining genetically.

Gene flow, which is one of the evolutionary factors responsible for limiting the

speciation process, restricting the effects of genetic drift and natural selection, and therefore

divergence among populations through the incorporation of alleles throughout the occurrence

of the species (VALVA & COELHO, 1998; NASCIMENTO, 2008). The high genetic

variability found in the Working Collection reflects the origin of the subsamples that were

derived from natural populations under different ecological conditions. These conditions are a

natural feature throughout the Rio Branco basin, where it presents areas of tension represented

by the contact between savannahs (lavrado – a type of savannah), forests and campinas /

campinaranas (CARVALHO, 2014), each population being adapted to specific environmental

conditions of their place of origin.

CONCLUSIONS

The genetic variability among the populations of M. dubia that occur along the Rio

Branco basin have a low correlation with the geographic distance, due to the mode of

dispersion of the species to increase the gene flow among the populations. The analyzes
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suggest that the individuals AT08, AB08, AT13, BQ28, EV10, LR12 and IAB01 are the most

genetically divergent, enabling them to be targeted to breeding programs because they

accumulate high genetic variation, allowing new crosses.
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CAPITULO III – VARIABILIDADE GENÉTICA E AGRONÔMICA DO CAMU-

CAMU DO ESTADO DE RORAIMA

RESUMO

Em Roraima, há grande ocorrência de populações nativas de camu-camu, as quais

estão distribuídas em diversas partes do Estado. Essa riqueza, ainda pouco estudada, necessita

de investimento para estabelecimento de um programa de melhoramento genético eficiente.

Sendo assim, grupos de pesquisa em Roraima tem realizado diversos estudos com o objetivo

de caracterizar a variabilidade usando caracteres vegetativos, reprodutivos, químicos e

genéticos. No entanto, ainda existe uma falta de estudos que combinem o uso de marcadores

moleculares com outras variáveis permitindo avançar nos trabalhos de melhoramento e assim,

desenvolver cultivares mais produtivas e com características de qualidade superior. Diante

disso, objetivou-se com este trabalho combinar as variáveis moleculares e agronômicas do

camu-camu presente na coleção de germoplasma da Embrapa-RR com a intenção de

identificar indivíduos potenciais para os programas de melhoramento. Sendo assim, matrizes

de dissimilaridade foram geradas para os dois conjuntos de dados, correlacionadas e

combinadas para análise. A correlação indicou que a variação encontrada pelos dados

agronômicos não está relacionada a variação encontrada pelos dados moleculares. A matriz

obtida pela combinação das diferentes medidas de dissimilaridade foi representada pelo

método de agrupamento UPGMA. Ao analisar o dendograma identificou-se que as

subamostras AT13, BQ04, EV10, LR12, IAB04, AT08, BQ28, MU06 e LR05 são as mais

divergentes sendo extremamente importante em programas de melhoramento selecionar

indivíduos que apresentem bom desempenho em campo, mas que não sejam relacionados

geneticamente possibilitando conservar uma maior variabilidade na coleção. Sugerimos que

estas subamostras sejam avaliadas em campo para análise de desenvolvimento vegetativo e

pós-colheita podendo incluir outros atributos.

Palavras-chave: domesticação, Myrciaria dubia, ISSR.
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CHAPTER III - GENETIC AND MORPHOLOGICAL VARIABILITY OF THE

CAMU-CAMU OF THE STATE OF RORAIMA

ABSTRACT

In Roraima, there are significant occurrences of native camu-camu populations,

which are distributed in various parts of the state. This wealth, still little studied, requires

investment to establish an efficient breeding program. Thus, research groups in Roraima have

carried out several studies with the aim of characterizing the variability using vegetative,

reproductive, chemical and genetic characters. However, there is still a lack of studies that

combine the use of morphological and molecular markers, allowing us to progress in breeding

work and, therefore, to find more productive cultivars with superior quality characteristics.

The objective of this work was to relate the molecular and agronomic characteristics of the

camu-camu present in the Embrapa-RR germplasm collection with the intention of identifying

potential individuals for the development of its productive chain in the State. For this,

dissimilarity matrices were generated for the two sets of data being combined through the sum

of matrices. The matrix obtained by the sum of the different measures of dissimilarity was

represented by the UPGMA grouping method. By joining the vegetative propagation data

with the molecular data, we noticed that the sub-samples AT13, BQ04, EV10, LR12, IAB04,

AT08, BQ28, MU06 e LR05 are the most divergent and it is extremely important in breeding

programs to select individuals that perform well in the field, not genetically related.

Key words: domestication, Myrciaria dubia, ISSR.
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INTRODUÇÃO

Os recursos fitogenéticos podem ser considerados como qualquer elemento

vegetal com valor de uso atual ou potencial para o homem (NASS, 2001; GONÇALVES,

2016). Dentre os recursos genéticos vegetais voltados para a alimentação e agricultura, as

espécies frutíferas se sobressaem pela grande diversidade e potencial que apresentam, sendo o

Brasil o terceiro maior produtor mundial de frutas tropicais (PÁDUA & FERREIRA, 2012;

SANTANA, 2016).

A região norte do país se destaca por possuir 44% da diversidade de frutas nativas

do território nacional, no entanto, apenas 8% contribuem economicamente para o mercado

brasileiro, ficando fora dessas estatísticas a maioria das espécies que ainda são pouco

conhecidas quanto ao potencial de exploração econômico (CLEMENT et al., 2000; POLL et

al., 2011).

O camu-camu [Myrciaria dubia (Kunth McVaugh)] ou caçari (denominação

local) é uma espécie nativa da bacia Amazônica que cresce nas margens inundáveis dos

corpos hídricos e ainda é pouco explorado (YUYAMA & VALENTE, 2011). Os frutos da

espécie se destacam mundialmente pela valiosa fonte de polifenóis, antocianinas, ácido

elágico, flavonóides, carotenóides e ácido ascórbico (GRIGIO et al., 2017).

No entanto, a domesticação do camu-camu já possui ações organizadas de

pesquisa visando obter informações básicas de manejo e melhoramento, tanto no Brasil

quanto no Peru (PANDURO et al., 2004). A demanda crescente do mercado está ocasionando

níveis mais intensos de extração da espécie no meio natural, com risco de erosão genética e

impactos negativos sobre outros organismos e no meio ambiente (PANDURO et al., 2001).

Em Roraima, é significativa a ocorrência de populações nativas de camu-camu, as

quais estão distribuídas em diversas partes do Estado (CHAGAS et al., 2012). Essa riqueza,

ainda pouco estudada, necessita de investimento para estabelecimento de um programa de

melhoramento genético eficiente.

Sendo assim, no ano de 2016, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária

(EMBRAPA-RR) em parceria com a Secretaria Estadual de Planejamento (SEPLAN),

incluíram no Plano Plurianual estudos com o camu-camu.

Desde então, diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de caracterizar a

variabilidade usando caracteres vegetativos, reprodutivos, químicos e genéticos (CHAGAS et

al., 2015; LOZANO et al., 2016; SOUZA et al., 2019 – Dados ainda não publicados) com o

intuito de identificar parâmetros que fossem capazes de indicar uma ampla variação entre os
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indivíduos, permitindo assim, sistematizar as informações obtidas e apontar critérios para a

seleção de plantas superiores.

No ano de 2017, foi lançado pelo governo o projeto 'Caçari de Roraima', que visa

promover o desenvolvimento da cadeia produtiva do camu-camu incentivando o cultivo e a

produção de mercadorias provenientes do fruto.

Os estudos de divergência genética através de marcadores morfológicos e

moleculares são um dos mais importantes parâmetros avaliados pelos melhoristas de plantas

na fase inicial, pois, se adequadamente explorada, pode acelerar o progresso genético para

determinados caracteres (NEGREIROS et al., 2008).

Diante disso, o presente estudo teve por finalidade avaliar as características

moleculares e agronômicas da M. dubia presente na coleção de germoplasma da Embrapa-RR

com o intuito de identificar indivíduos potenciais para os futuros programas de melhoramento

genético.

MATERIAL E MÉTODOS

As subamostras de camu-camu (Figura 1) utilizadas nesta pesquisa são oriundas

de populações nativas do estado de Roraima e foram selecionadas por Chagas et al. (2015)

como promissoras pelos altos teores de ácido ascórbico, rendimento de polpa, massa de fruto

e arquitetura de copa tipo taça.

Com o intuito de continuar as pesquisas, Lozano (2016) coletou estacas lenhosas

destas subamostras para realização de experimentos de propagação vegetativa podendo assim

mensurar o número médio de brotos, comprimento do maior broto, número médio de raízes,

comprimento da maior raiz, percentagem de brotação, percentagem de estacas enraizadas e

percentagem de mudas formadas.

Em junho de 2016, a Coleção de Germoplasma foi criada implantando essas

subamostras no Campo Experimental Serra da Prata sob condições de irrigação controlada.

O delineamento experimental da coleção foi montado em blocos ao acaso

constituído por 53 tratamentos, três blocos com duas repetições (Apêndice 1).

Diante disso, Souza et al. (in press) coletou folhas jovens das mesmas

subamostras iniciando estudos através de ferramentas moleculares para análise da

variabilidade genética. O DNA foi extraído, quantificado e amplificado através de marcadores

ISSR (UBC 811, UBC 814, UBC 117, UBC 868, UBC 880).
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Figura 1 - Localização georreferenciada das 11 populações de camu-camu em diferentes regiões edafoclimáticas

Análise dos dados: Os dados obtidos por ambos os trabalhos (agronômicos +

moleculares) foram então utilizados nesta pesquisa para se obter uma análise mais completa

acerca da diversidade genética existente na coleção. Matrizes de dissimilaridade entre os 53

acessos de camu-camu, foram obtidas para cada uma das categorias de dados. A matriz de

dissimilaridade dos dados agronômicos foi gerada a partir da distância generalizada de

Mahalanobis (D2ii), utilizando o critério proposto por Singh (1981), calculando a contribuição

relativa dos caracteres avaliados para a diversidade genética existente. A matriz de

dissimilaridade dos dados moleculares foi obtida a partir do complemento do coeficiente de

similaridade de Nei & Li (1979), através da análise de presença e ausência das bandas

produzidas por cada iniciador. A distribuição da variabilidade genética entre e dentro das

populações da espécie foi estimada através da Análise de Variância Molecular (AMOVA). As

diferentes medidas de distância entre os acessos foram combinadas através da soma de

matrizes. A associação entre as medidas de dissimilaridade obtidas das duas classes de

variáveis (agronômicos e moleculares) foi analisada através da correlação entre matrizes, cuja

significância foi testada através do teste de Mantel. As diferentes medidas de dissimilaridade

foram comparadas quanto aos padrões de agrupamento dos acessos, produzidos pelo método

de otimização de Tocher. A matriz obtida pela soma das diferentes medidas de
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dissimilaridade, de cada conjunto de dados foi representada pelo método de agrupamento

UPGMA. Todas as análises foram realizadas pelo Programa computacional em genética e

estatística GENES versão 2017.3.25 (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste estudo, por meio das distâncias generalizadas de Mahalanobis (D2ii) foi

possível verificar a contribuição relativa de cada variável para a diversidade genética das 53

subamostras analisadas através dos dados de propagação vegetativa (Tabela 1). A variável que

mais contribuiu para diversidade genética foi a percentagem de estacas enraizadas (47,1%)

seguido do número médio de raízes (26,38%).

A influência do componente genético na capacidade de enraizamento por estaquia

tem sido descrito em vários estudos e com diversas espécies, tais como Guaranazeiro

(ARRUDA et al., 2007; ALBERTINO et al., 2012), Oliveira (OLIVEIRA et al., 2012) e

Nogueira-macadâmia (ENTELMANN et al., 2014). Para cada uma dessas espécies, os autores

indicaram a existência de variabilidade genética para o caráter percentagem de enraizamento.

Tabela 1 – Contribuição relativa das variáveis agronômicas para a divergência genética entre as 53 subamostras
deM. dubia.

Variável S.j Valor (%)
Número médio de brotos 67895.738819 8.5537

Comprimento do maior broto 12660.271773 1.595
Número médio de raízes 209422.362415 26.3837

Comprimento da maior raiz 10352.582595 1.3043
Percentagem de brotação 91326.567476 11.5056

Percentagem de estacas enraizadas 373864.537669 47.1007
Percentagem de mudas formadas 28233.84205 3.557

Separadamente, os dados moleculares gerados através da amplificação de 64

fragmentos utilizando 5 iniciadores ISSR foram analisados através de uma AMOVA que

indicou que a maior variabilidade genética encontra-se expressa entre os indivíduos dentro

das populações (66,6%), e uma menor divergência entre as populações (33,4%) de camu-

camu da coleção com p = 0,01.

Os padrões de distribuição da variabilidade genética estão altamente

correlacionados com os sistemas reprodutivos das plantas (MARTINS, 1987) sendo esperado

que espécies de fecundação cruzada e vida longa, acumulem maior variabilidade genética

dentro das populações como é o caso do camu-camu.
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Nunes et al. (2017) ao analisarem 10 populações de M. dubia provenientes do

Lago dos Reis em Roraima, também encontraram maior variabilidade dentro (65%) do que

entre as populações (35%).

O teste de Mantel constatou que as distâncias genéticas obtidas com base nos

dados agronômicos não apresentaram correlação estatística com os dados moleculares (Tabela

2), indicando que a estimativa da dissimilaridade obtida com marcadores moleculares ISSR

não pode ser extrapolada para a variação encontrada nos dados agronômicos das subamostras

analisadas.

Tabela 2: Coeficiente de correlação e intervalo de confiança entre as matrizes de distância de dados de
propagação vegetativa (matriz 1) e moleculares com base em marcadores ISSR (matriz 2), obtidos a partir da
avaliação de 53 subamostras da Coleção de Germoplasma de camu-camu da Embrapa-RR.

Matrizes Coeficientes de
Correlação

Teste de Mantel – Níveis Críticos
5% 1%

1 x 2 -0.03508 -0.03598 / 0.01696 -0.05027 / 0.02208

Esse resultado pode ser visualizado pela tabela 3 através dos diferentes padrões de

agrupamento apresentado pelo método de otimização de Tocher, para as matrizes de

dissimilaridade de dados agronômicos e moleculares. A matriz 1 foi separada em 11 grupos

distintos e a matriz 2 em 9 grupos, com pouquíssima semelhança entre os agrupamentos

obtidos para cada matriz.

Tabela 3: Agrupamento pelo método de otimização de Tocher, das 53 subamostras de M. dubia, obtidos a partir
da correlação de dados de propagação vegetativa (matriz 1) e moleculares com base em marcadores ISSR (matriz
2), e agrupamento a partir de soma das matrizes 1 + 2.

Grupo Matriz (1) Matriz (2)

1
LM47 LR04 LR11 IAB04 BQ27 BQ29

BQ26 LM26 AB06 LM27 IAB07 LM39

AB05 AT10 AB04 AB06 AT03 AB07 ABU02

AT07 ABU01 AT08

2
BQ12 BQ28 BQ18 LM31 AT07 RUR04
AT03 RUR05 AB08 LM30 EV09 MU11
EV07 EV10 IAB05 AB07 EV06 BQ03
LR05 LM29 AT08 ABU02 MU17

BQ18 BQ29 BQ12 BQ27 EV07 EV06 LM29

LM31 LM30 LM27 IAB06 LM39 LM08 BQ03

IAB07 BQ26 IAB05 BQ32 BQ04 LR03 EV09

RUR02 LR11 LR04 RQ11 RUR01 RQ14

RUR03 MU17 MU06 MU11 LR05 RQ04

3 AT13 RUR01 BQ04 RUR03 LM26 LM47

4 ABU01 BQ32 LR12 RUR04 RUR05

5 RQ04 RQ11 RQ14 EV10 LR12

6 IAB06 MU06 IAB04

7 AB04 LR03 AT13
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8 AB05 AB08

9 RUR02 BQ28

10 AT10

11 LM08

Esse resultado é semelhante ao observado por Aguiar et al. (2011) para Eugenia

dysenterica DC e entre acessos de Anacardium por Pessoni (2007) a partir de matrizes de

distância genética de dados agronômicos e moleculares obtidos por marcadores ISSR.

Em geral, pode-se esperar uma correlação não muito pronunciada entre a diversidade

molecular e a variação genética quantitativa dentro de populações (BADRI et al., 2008)

devido ao fato de os marcadores serem seletivamente neutros, podendo perder variação

genética mais rapidamente do que os locos envolvidos com a adaptação. Além disso, a

expressão de caracteres fenotípicos é geralmente bastante plástica com respeito aos efeitos

ambientais (MATHER, 1973), reduzindo a correlação entre esses parâmetros.

O agrupamento realizado pelo método UPGMA através da soma de matrizes

permitiu separar as 53 subamostras em dois grupos (G1 e G2), com 5 subgrupos definidos

pelo ponto de corte de 74% de dissimilaridade (Figura 1). No G2 estão representadas apenas

duas subamostras com uma distância genética de aproximadamente 64%.

A análise de agrupamento tem por finalidade reunir, por um critério qualquer de

classificação, as subamostras em vários grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro

do grupo e heterogeneidade entre grupos (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Apesar da ausência de correlação, as variáveis moleculares e agronômicas analisadas

em conjunto trazem respostas complementares sendo possível destacar que as subamostras

mais divergentes são AB08, AT10, AT08, AT13, BQ04, EV10, LR12, IAB04, BQ28, MU06

e LR05.

No trabalho desenvolvido por Lozano (2016) as subamostras LR05 (Localidade Lago

dos Reis) e MU06 (Localidade Lago Muçum) se destacaram por apresentarem as maiores

taxas na percentagem de brotação, percentagem de enraizamento e consequentemente na

percentagem de plantas formadas, representando uma grande potencialidade na obtenção de

subamostras promissoras para a formação de mudas.

As subamostras AT13 (Localidade Açaí Tuba), AB08 (Localidade Água Boa), BQ28 e

IAB04 (Localidade Igarapé Água Boa) se agruparam isoladamente, formando grupos de um

único indivíduo pelo método de otimização de Tocher sendo consideradas as mais divergentes.
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Na prática agronômica vale ressaltar a importância da obtenção de indivíduos com

bom desenvolvimento no campo mas que acumulem variação genética significativa. Essa

manutenção da variabilidade pode ser mantida através da preservação de indivíduos que

possuem desenvolvimento mediano, mas que podem ajudar a manter a variabilidade da

espécie através da manutenção dos seus alelos.

Figura 2 - Agrupamento das 53 subamostras de M. dubia pelo método UPGMA a partir da soma de matrizes de

dados vegetativos (matriz 1) e moleculares com base em marcadores ISSR (matriz 2).
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CONCLUSÃO

A técnica de marcadores ISSR associada com os dados agronômicos foi eficaz

para se investigar a diversidade entre as subamostras de camu-camu, indicando que as

populações estudadas possuem ampla variabilidade genética.

A variável que mais contribuiu para diversidade genética foi a percentagem de

estacas enraizadas não havendo correlação entre a diversidade encontrada através de dados

agronômicos com os dados moleculares. As subamostras que mais divergiram através do

agrupamento UPGMA baseado na soma de matrizes foram AB08, AT08,AT10, AT13, BQ04,

EV10, LR12, IAB04, BQ28, MU06 e LR05.

A partir desses dados, sugere-se que os mesmos sejam avaliados em campo para

analises de desenvolvimento vegetativo e pós-colheita, podendo verificar outros atributos

agronômicos.
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APÊNDICE
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APÊNDICE 1 – Croqui dos acessos de M. dubia implantados no campo experimental Serra da
Prata, Vicinal da Pratinha Km 7, Mucajaí.
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