Boletim de Pesaui

eDesenvolvimento 5%,

Microssatélites e o
Guaranazeiro: Diversidade
Submersa em Um Mar de
Alelos

A

[g [ ()
B
c

7

000

100 200 300 40
Q2 C_(ricro_GRNIZIFCRT 02

100
3 C_(ricro_GRNDZ)IMIORT Q3

Lo u]hl

10 20 3o 490

300 40

== , B
r__

[t
wl—

3







ISSN 1517-2457
Dezembro, 2013

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Embrapa Amazénia Ocidental
A A iria e

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Microssatélites e o Guaranazeiro:
Diversidade Submersa em Um
Mar de Alelos

Paula Cristina da Silva Angelo
Maria do Perpétuo Socorro Lira
Manuella Villar Amado

Ana Takagaki Yamaguishi
Gilvan Ferreira da Silva

Jorge Ivan Rebelo Porto
Spartaco Astolfi-Filho

Andre Luiz Atroch

Embrapa Amazonia Ocidental
Manaus, AM
2013



Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Amazénia Ocidental

Rodovia AM-010, Km 29, Estrada Manaus/Itacoatiara
Caixa Postal 319

Fone: (92) 3303-7800

Fax: (92) 3303-7820

http://www.cpaa.embrapa.br

Comité de Publicacdes da Unidade
Presidente: Celso Paulo de Azevedo
Secretéria: Gleise Maria Teles de Oliveira

Membros: André Luiz Atroch, Edsandra Campos Chagas, Jony Koji Dairiki, José Clério
Rezende Pereira, Kétia Emidio da Silva, Lucinda Carneiro Garcia, Maria Augusta Abtibol
Brito, Maria Perpétua Beleza Pereira, Rogério Perin, Ronaldo Ribeiro de Morais e Sara de
Almeida Rios.

Revisor de texto: Maria Perpétua Beleza Pereira

Normalizacdo bibliografica: Maria Augusta Abtibol Brito de Sousa
Diagramacao: Gleise Maria Teles de Oliveira

Fotos da capa: Murilo Rodrigues de Arruda

12 edicdo

12 impressao (2013): 300

Todos os direitos reservados.
A reproducao nao autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte,
constitui violacdo dos direitos autorais (Lei n°® 9.610).

CIP-Brasil. Catalogacéo-na-publicacéo.
Embrapa Amazénia Ocidental.

Microssatélites e o guaranazeiro: diversidade submersa em um mar de alelos /

Paula Cristina da Silva Angelo... [et al.]. — Manaus: Embrapa Amazoénia
Ocidental, 2013.
44 p. : il. color. - (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa

Amazonia Ocidental, ISSN 1517- 2457; 18).
ISSN 15617-2457

1. Paullinia cupana. 2. Guarana. 3. Marcadores moleculares. |. Angelo,
Paula Cristina da Silva. Il. Lira, Maria do Perpétuo Socorro. lll. Amado, Manuella
Villar. IV. Ciampi, Ana Yamaguishi. V. Silva, Gilvan Ferreira da. VI. Porto, Jorge
lvan Rebelo. VII. Astolfi-Filho, Spartaco. VIII. Atroch, André Luiz. IX. Série.

© Embrapa 2013



Sumario

ReSUMO..... oo 5
ADSTract. ... 7
INtrodUCEO0. .. ..o 9
Material e Métodos.............coooiniiiiiii 11
Resultados € DiSCUSSA0...............ccovuiiiiiiiiiiiiiiee, 14
CONCIUSOES. ... ...iviiiii e 34
Referéncias...........c.oouiiiiii 35
ANEXO ..o 42

ANEXOS L. .o 43






Microssatélites e o
Guaranazeiro: Diversidade
Submersa em Um Mar de
Alelos

Paula Cristina da Silva Angelo’
Maria do Perpétuo Socorro Lira’
Manuella Villar Amado’®

Ana Takagaki Yamaguishi’
Gilvan Ferreira da Silva’

Jorge Ivan Rebelo Porto®
Spartaco Astolfi-Filho’

Andre Luiz Atroch®

Resumo

Microssatélites podem gerar bons marcadores moleculares
codominantes para anélise de diversidade e determinacao de taxa de
autofecundacao utilizando progénies de polinizacdo aberta oriundas de
gendtipos selecionados. O enriquecimento de bibliotecas gendmicas
para microssatélites estava em andamento quando a poliploidia do
guaranazeiro foi definitivamente documentada: é um alopoliploide com
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210 cromossomas. Os experimentos foram concluidos com sondas
(CA),,, (CT),, e (TC),, e foi realizada busca por blocos repetitivos no
banco de ESTs (expressed sequence tags) de frutos com sementes.
Grande nimero de blocos repetitivos foi identificado, e isso foi
considerado consequéncia da poliploidizacao recente. No entanto, blocos
com oito ou mais repeticoes foram muito raros. A saturacao das sondas
por blocos curtos explica a escassez dos longos nas bibliotecas
gendmicas, mas nao a raridade destes nas ESTs. Quinze cultivares
clonais foram genotipadas em dez dos /oci/ identificados, em triplicata,
por causa da complexidade dos padroes de alelos observados. Pela
mesma razao, nas analises subsequentes procedeu-se como naquelas
para marcadores dominantes. Um dos /oc/ é relacionado ao tempo para
germinacao e apresentou arranjo estrutural bastante peculiar. Concluiu-
se que os alelos descritos neste trabalho podem distinguir cultivares de
guaranazeiro. Os fingerprintings podem ser adicionados aos tracos
morfolégicos e agrondmicos como caracteristicas descritivas.

Palavras-chave: Amazénia, Sapindaceae, guarand, poliploide, SSR.



Microsatellites and the
Guarana Plant: Diversity in
a Sea of Alleles

Abstract

Microsatellites can produce good co-dominant molecular markers for
diversity analysis and determination of self pollination rates on progenies
originating from open pollination of selected genotypes. The enrichment
of genomic libraries for microsatellites was on course when the
polyploidy of the guarana plant was definitely reported.: it is a polyploid
with 210 chromosomes. The experiments were concluded using (CA),,
(CT),, and (TC),, probes and the ESTs (expressed sequence tags) in the
data bank of seeded fruits were screened as well. A huge number of
repetitive blocks was identified, and this was considered a consequence
of the recent polyploidization. However, blocks with eight or more
repeats were very rare. Saturation of the probes with short blocks can
explain their scarcity in genomic libraries, but cannot explain why they
were rare in the ESTs. Fifteen clonal cultivars were genotyped in 10 of
the loci identified, with three replicates, due to the complexity of the
observed allele patterns. For the same reason the subsequent analyses
were conducted as proper for dominant markers. One of the assessed
loci is related to the time needed for seeds germination and displayed a
very peculiar structural organization. It was concluded that alleles
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described in the present work can distinguish guarana cultivars. The
fingerprintings can be added, as descriptors, to morphological and
agronomic characteristics.

Key words: Amazon, Sapindaceae, guarana plant, polyploid, SSR.
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Introducao

O uso de marcadores moleculares tem sido uma ferramenta importante
para auxiliar os programas de melhoramento genético de plantas.
Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), as aplicacdes de marcadores
moleculares no melhoramento de plantas podem ser divididas em
aplicacdes de curto, médio e longo prazo. Em curto prazo, a
identificacado e discriminacdo de genétipos; a médio e longo prazo, os
marcadores permitem quantificar a variabilidade genética existente ao
nivel de DNA e correlaciona-la com a expressao fenotipica. Essa
informacao molecular integrada as metodologias de selecao e
recombinacdo de gendtipos permite obter avangcos genéticos nos
programas de melhoramento de forma mais répida.

Em plantas perenes, marcadores moleculares tém sido usados para
avaliar o grau de heterozigosidade em busca de vigor hibrido
(GRATTAPAGLIA, 2001). Além disso, a selecao precoce em culturas
perenes e a selecdo indireta para caracteres de dificil avaliagao sao
facilitadas pelo uso de marcadores moleculares, quando estao
associados as caracteristicas selecionadas.

Utilizando marcadores moleculares RAPD e caracteres relacionados a
producao de frutos, Sousa (2003) avaliou parametros genéticos e a
divergéncia genética em clones de guaranazeiro constituintes do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazénia Ocidental e de 27 clones
elite da rede estadual de avaliacdo e selecao de clones de guaranazeiro.
No entanto, marcadores codominantes, como os microssatélites, podem
ter utilizacao mais ampla e ser empregados mais eficientemente para as
andlises de fluxo génico e identificacao de taxas de autofecundacao, por
exemplo.

Tratava-se de encontrar /oci de microssatélites com numero Util de
repeticoes, quando foi confirmada a poliploidia do guaranazeiro
cultivado, Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis (Mart.) Ducke, que tem
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210 cromossomas, é um alopoliploide (FREITAS et al., 2007) e estéa
incluido no clado X (BUERKI et al., 2009)/tribo Paullinieae
(HARRINGTON et al., 2005), da familia Sapindaceae. O evento que deu
origem a variedade sorbilis é muito provavelmente recente (ATROCH et
al., 2009) e bastante extremo, visto que as outras plantas do mesmo
género que foram genotipadas apresentam ndmero basico de
cromossomas igual a 12 e 2n = 24 (SOLIS-NEFFA et al., 2001). Esse
grau de poliploidia, somado ao desconhecimento dos ancestrais, para
gue se possa determinar quantas vezes cada um dos dois genomas esta
representado nas células do guaranazeiro, dificulta a utilizacado dos
microssatélites para andlises de diversidade em populacdes de
polinizacao aberta. Dificuldades semelhantes aquelas encontradas para
as analises no guaranazeiro sao registradas para se trabalhar com
marcadores em cana-de-acgUcar, espécie poliploide com cerca de 130
cromossomas nas cultivares atuais. As cultivares de cana-de-aculcar sao
formadas por cruzamentos entre espécies do mesmo género, com
numeros de cromossomas muito diferentes, o que gera poliploides e
aneuploides com padroes complexos de segregacao nas meioses e
contribui para o aparecimento de nimeros de cépias (doses) diferentes
de cada alelo em diferentes cultivares. Marcadores moleculares de dose
Unica e modelos de segregacao do tipo 01 x OO (presenca e auséncia
dos alelos dose Unica, sendo presenca entendida como carater
dominante nos parentais de cruzamentos controlados) tém sido utilizados
para mapeamento de QTLs (PASTINA et al., 2012). Esse exercicio muito
laborioso, com certeza, deve ser apoiado pelo conhecimento da
ancestralidade e pela disponibilidade de montagens provisorias do
genoma completo de Saccharum officinalis. De qualquer forma, os
resultados de experimentos com marcadores microssatélite em
poliploides complexos podem contribuir para inferir sobre a
representatividade de cada um dos gendtipos ancestrais e, talvez, sejam
Uteis para acelerar a selecdo de caracteristicas agronémicas em
populacoes oriundas de cruzamentos controlados, nos casos em que
ocorrer a cosegregacao.
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Os objetivos dos experimentos aqui descritos foram identificar
microssatélites em guaranazeiro, desenhar primers para amplificar esses
microssatélites, validar e revalidar primers genotipando plantas de
cultivares clonais recomendadas para plantio e avaliar o potencial de
alguns /oci como marcadores para distinguir cultivares e para adicionar
caracteristicas descritivas aos morfolégicos e agronémicos que ja estao
vigentes.

Material e Métodos

Foram realizados o enriquecimento de bibliotecas genémicas Sau3A | e
Mse | com sondas (CA),,, (CT),,, (CA),, + (CT),, e (TC),,, seguindo o
protocolo desenvolvido por Tenzer et al. (1999) e modificado por
Gautschi et al. (2001) e Farias et al. (2003), e a busca por blocos de
repeticoes no banco de ESTs (expressed sequences tags) de frutos e
sementes de guaranazeiro (https://helix.biomol.unb.br/GR/), utilizando os
aplicativos Staden/TROLL (MARTINS et al., 2006), em projeto
coordenado pela Embrapa Amazonia Ocidental, com a colaboracao da
Universidade Federal do Amazonas (Ufam) e do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazoénia (Inpa). Os projetos foram financiados pela
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (Fapeam)
(Auxilio n® 924/2003) e por recursos préprios da Embrapa, por meio do
Programa de Melhoramento do Guaranazeiro (PA 02.10.02.006.00.04 e
aqueles que o antecederam desde 2004).

Os primers foram desenhados utilizando o aplicativo Primer 3. Para
validacao dos primers, daqui em diante designados iniciadores,
desenhados, estes foram utilizados para amplificar o DNA genémico de
15 cultivares clonais de guaranazeiro desenvolvidas pela Embrapa: 189
(BRS-CG 189), 372, 388 (cultivar Mundurucénia), 505, 608 (BRS-CG
608), 610, 611, 612, 624, 626 (cultivar Luzeia), 648 (BRS-CG 648),
861 (cultivar Cerecaporanga), 871 (cultivar Maués), 882 (BRS-CG 882),
850 (BRS-CG 850). O DNA dos clones foi extraido de folhas utilizando o
kit YGP100 (BMC Technologies). Entre 27 pares de iniciadores, dez
foram selecionados para validacao.
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As reacdes de PCR, em volume total de 13 uL, continham 2,5 mM de
mistura equimolar dos dNTPs, 2,5 mM de MgCL,, 0,25 ug/uL de BSA
(bovine serum albumine), 150 nM de cada iniciador, 150 nM de primer
tail marcado com fluoré6foro FAM, 15 ng de DNA, 1 U de Taq DNA
polimerase, tamp3&o para Taq polimerase (Phoneutria) diluido para 1X. A
extremidade 5 do iniciador F de cada par incluido na Tabela 1, foi
adicionada a sequéncia TGTAAAACGACGGCCAGT, complementar a tail
marcada com o fluoréforo. O termociclador foi programado para 3 min a
95 °C;45sab7°; 30sa72°; 20 s a 95 °C, por 38 ciclos; sintese
final por 30 minutos. ReacOes foram aplicadas em géis de agarose a
2,5% sem adicao de brometo de etideo, para o acompanhamento da
incorporacao da marcacao fluorescente das primer tails aos produtos de
amplificacdo, mediante exposicao a luz ultravioleta. Para as
genotipagens automaticas realizadas em sequenciador ABI 3100, na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em outubro de 2011, as
reacoes de amplificacao foram repetidas por trés vezes.

Os picos/alelos foram identificados automaticamente nos cromatogramas
de genotipagem, utilizando a ferramenta /abel peaks do aplicativo
Genotyper (Applied Biosystems). A ferramenta filter labels foi
programada para aplicacao de dois critérios diferentes para eliminacao de
picos dos cromatogramas: critério 1) picos/alelos que diferiram dos picos
préoximos por 0,1 a 0,8 par de bases eliminados; e critério 2) picos/alelos
que diferiram de picos préximos por 0,1 a 1,5 par de bases eliminados.
Utilizando o critério 2, ficaram preservados apenas picos distando entre
si por niumeros de bases multiplos de dois, porque a maioria dos /oc/
acessados continha repeticdes de dinucleotideos. O nimero de
picos/alelos eliminados e preservados pela aplicacao dos critérios 1 e 2
sobre os resultados obtidos na primeira réplica das genotipagens foi
comparado. O ndmero de picos/alelos eliminados pela aplicacdo do
critério 2 foi anotado. Os dois critérios também foram avaliados
gualitativamente observando-se a eliminacao de artefatos e a
preservacao dos fragmentos utilizados como padrdes de tamanho, que
foram preparados e marcados com fluoré6foros ROX por PCR. Os



Microssatélites e o Guaranazeiro: Diversidade
Submersa em Um Mar de Alelos 13

cromatogramas referentes as cultivares clonais que foram submetidas a
aplicacao dos critérios 1 e 2 descritos acima foram comparados com
resultados anteriores obtidos por genotipagens realizadas na Ufam
(ANGELO, 2007, Anexo ll). A leitura dos cromatogramas, a anotacao
automatica do comprimento dos fragmentos/picos (em ndmero de pares
de bases) e a aplicacado dos critérios 1 e 2 foram realizadas para cada
uma das trés réplicas. Além disso, foram preservados para andlise
apenas alelos presentes em pelo menos duas das réplicas.

A presenca/auséncia de alelos foi tabulada sob forma de dados binérios.
Para avaliar a capacidade de distincao dos gendtipos, a contribuicao de
cada alelo foi obtida utilizando o aplicativo pars, atribuindo valor 1 a
cada um dos picos/alelos e valor O aos demais, até que todos tivessem
sido testados quanto ao poder de distincao, individualmente. A
comparacao entre os filogramas produzidos foi realizada utilizando o
aplicativo treedist e o exame visual dos filogramas para cada alelo ou
fragmento. O agrupamento das cultivares foi realizado pelo método do
vizinho mais préximo (aplicativos restdist e neighbor), utilizando a
distancia de Nei e Li (1979), com site length = 20 e duas mil permutas
de bootstrap. Fragmentos amplificados com intensidade muito baixa
mas que se repetiram com as mesmas caracteristicas em pelo menos
dois dos cromatogramas de cada /oc/ para cada cultivar foram mantidos
nas analises, mas a estes foi dado um peso equivalente a metade do
peso dado aos alelos com intensidade resolutiva (peso 1 em 1.000
permutas e peso O nas demais; aplicativo seqboot). Esses aplicativos
fazem parte do pacote PHYLIP, versdao 3.6 (FELSENSTEIN, 2004).

Para identificacdo por homologia das sequéncias de ESTs que possuiam
microssatélites foram utilizados os aplicativos BLAST, as sequéncias
disponiveis no site do NCBI e do TAIR (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e
o BioEdit versao 7. O aplicativo Splice Predictor foi utilizado para
estimar a existéncia de sitios de splicing, com base nas sequéncias de
sitios candnicos em genes de Arabidopsis thaliana e também de sitios
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canbnicos em humanos (https://sites.google.com/a/usd.edu/
bioinformatics/projects/splicepredictor). Os aplicativos Softberry
(http://linux1.softberry.com/cgi-bin/programs) alimentados com dados de
A. thaliana e os bancos de dados do projeto Arabidopsis Small RNA
Project — ASRP (http://asrp.danforthcenter.org/) foram utilizados para a
identificacao de sequéncias regulatérias e predicao de ocorréncia de
alvos e fontes de smRNAs (small RNAs) na regidao 3 - nao traduzida do
gene MFT.

Resultados e Discussao

Das sequéncias com qualidade suficiente para analise (688) que
resultaram do enriqguecimento de bibliotecas genémicas, 28%
apresentaram blocos perfeitos com pelo menos quatro repeticdes de
dinucleotideos e ndao houve diferenca significativa entre bibliotecas
guanto a essas caracteristicas (Figura 1). Os blocos perfeitos com quatro
repeticées foram significativamente mais frequentes (80%
aproximadamente, em média) do que blocos com cinco repeticoes (13%)
e com seis, sete e oito repeticdes reunidos (menos de 10% cada).

A porcentagem média de enriquecimento (blocos complementares as
sondas) das bibliotecas foi de 13,8%. No entanto, o enriquecimento com
sondas repetitivas (TC)n e (AC)n é geralmente bem-sucedido para outras
espécies vegetais como pequi (COLLEVATTI et al., 1999), carvalho
(HODGETTS et al., 2001) e Orphys araneola, uma Orchidaceae (SOLIVA
et al., 2000). Em bibliotecas enriquecidas de Eucalyptus as classes com
maior frequéncia de blocos, que constituiram juntas aproximadamente
60%, foram aquelas com 16 a 20 e 21 a 25 repeticoes, e 80% dos
blocos selecionados eram perfeitos (BRONDANI et al., 1998). Para as
andlises de diversidade em kiwi (HUANG et al., 1998), coqueiro
(PERERA et al., 1999), oliveira (CARRIERO et al., 2002) e macaranduba
(AZEVEDO et al., 2004), foram utilizados microssatélites com numeros
minimos de 15, 8, 13 e 9 repeticoes de dinucleotideos, respectivamente,
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e nimero maximo sempre superior a 20 repeticdes, em arranjos
perfeitos, e também arranjos compostos. Parece haver evidéncias de
que variacdes em /oci com nuimeros grandes de repeticdes sdao mais
frequentes do que em /oc/i com poucas repeticoes (FELSENSTEIN,
2004b). Portanto, apesar de terem sido construidas quatro bibliotecas
gendmicas enriquecidas em sequéncias repetitivas, nao foram
identificados /oc/i com a estrutura ideal para avaliar a diversidade de
populacdes de polinizacdo aberta em nimero sequer aproximado ao que
é relatado para outras espécies.

0.9
0.8 77—
0.7 +—
0.6 —
0.5 —
0.4 —
0.3 1T
0.2 —

Frequéncia

4 5 6 7 8 15

Repeticdes por bloco

Biblioteca (CA)12 Biblioteca (CT)12
Biblioteca ((CA)12+(CT)12)) M Biblioteca (TC)12

Figura 1. Frequéncia relativa (nimero de blocos em cada classe/total de
fragmentos clonados em cada biblioteca) dos blocos repetitivos de
dinucleotideos por classes de nimero de repeticdes, selecionados em bibliotecas
gendmicas de guaranazeiro por busca utilizando os aplicativos Staden/TROLL.

Entre ESTs de frutos com sementes de guaranazeiro foram identificados
4.999 blocos repetitivos, sendo 3.814 blocos de dinucleotideos (Figura
2), 1.093 blocos de trinucleotideos e 92 blocos de tetranucleotideos.
Os dinucleotideos merecerao mais atencao neste trabalho porque a
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maioria dos /oc/ utilizados para genotipagens continha blocos de
repeticoes de dinucleotideos. Entre os dinucleotideos, os blocos mais
frequentes foram compostos de repeticoes AG/TC, seguidos por
repeticoes de AC/TG, TA e GC (Figura 2).

10000
OAC/TG HAGTC HBEAT HEGG

Ndmero de blocos

Numero de repetices por bloco

Figura 2. Numero de blocos repetitivos perfeitos de dinucleotideos, identificados
no banco de ESTs de frutos e sementes de guaranazeiro por busca utilizando os
aplicativos Staden/TROLL.

Frequéncias baixas de blocos perfeitos de dinucleotideos podem ser
relacionadas ao tamanho dos genomas. As frequéncias de blocos
perfeitos de dinucleotideos com pelo menos trés repeticoes no DNA
gendmico (43,4 por Mpb) e em ESTs (61,0 por Mpb) de trigo, que tem
genoma haploide de 5.600 Mbps, foram menores que aquelas
observadas no genoma com 125 Mpbs de Arabidopsis thaliana: 77,7 e
137,0 por Mpbs, em DNA gendémico e ESTs, respectivamente. Supondo
gue os microssatélites teriam surgido antes das expansdes gendmicas
gque acometeram aparentemente todas as espécies vegetais nos ultimos
cinco milhdes de anos (portanto, comecando no Periodo Tercidrio), eles
seriam mais frequentes em genomas menores, com menores quantidades
de junk DNA. E que, nos periodos evolutivos posteriores, as expansdes
dos genomas das plantas e o aparecimento do junk DNA teriam sido
muito influenciados pela amplificagao de retrotransposons. Esses
elementos modveis sao eliminados com mais eficiéncia de regides
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hipometiladas, nao repetitivas e ricas em sequéncias transcritas dos
genomas. Por isso, as regides transcritas teriam sido menos afetadas
pela amplificacdo dos retrotransposons do que as regides repetitivas,
hipermetiladas dos genomas. Se os microssatélites ja existiam nas
regioes transcritas antes das expansodes por poliploidizacao que
comecaram no Periodo Terciario, explica-se a correlacao positiva entre a
frequéncia de microssatélites e a porcentagem de DNA cépia Unica ou
com numero baixo de cdépias, melhor representado nas ESTs do que no
genoma (MORGANTE et al., 2002). Para o guaranazeiro, com genoma
estimado em 22 Gpbs (22,8 pg por nucleo diploide, segundo Freitas et
al., 2007), o que foi dito acima poderia explicar, pelo menos
parcialmente, a dificuldade no isolamento dos microssatélites. Mas, no
entanto, para a analise do transcriptoma de frutos com sementes foram
acessados 15.387 ESTs com comprimento médio de 773 bases
(ANGELO et al., 2008). Entao, estimando grosseiramente, foram
encontrados cerca de 320 blocos com pelo menos quatro repeticoes de
dinucleotideos por Mpb no guaranazeiro. Isto é, 2,3 vezes os 137
blocos por Mpb registrados para Arabidopsis, incluidos ai blocos com
trés repeticoes, e Arabidopsis tem genoma cerca de 6 mil vezes menor
do que o guaranazeiro e contradiz frontalmente o que seria esperado se
a correlacao negativa com o tamanho dos genomas fosse absoluta. No
entanto, é preciso pensar que a poliploidizacdo foi um evento muito
mais recente que expansoes terciarias que possam ter sofrido os
genomas das espécies que deram origem ao guaranazeiro. E, se os
genomas dos dois ancestrais do guaranazeiro foram amplificados em
curtissimo espaco de tempo apds o advento da hibridacao inicial,
obviamente incluindo as regides transcritas, entdo os microssatélites
que naqueles genomas ja existiam passaram a existir em nimero
igualmente amplificado em uma mesma célula alopoliploide da variedade
cultivada.

A mesma tendéncia foi observada entre ESTs. Um nimero muito
reduzido de blocos com oito ou mais repeticoes de dinucleotideos em
guaranazeiro foi identificado (Figura 2). A frequéncia relativa de blocos
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com nUumero maior ou igual a oito foi 0,77% (66 blocos repetitivos/
8.597 sequéncias examinadas) no banco de ESTs e 0,29% (2/688) nas
bibliotecas gendémicas, valores que nao diferem estatisticamente (P >
0,05, teste Z). Arabidopsis, soja, trigo, milho e arroz apresentaram,
todos, niUmero médio de repeticdes de dinucleotideos por bloco de cerca
de nove (MORGANTE et al., 2002). Mas o simples exame da Figura 2
permite inferir que uma frequéncia muito mais alta de blocos com
numero de repeticOes acima de oito seria necessaria para aproximar a
média do guaranazeiro das nove repeticoes nas outras espécies. Isso
reforca a afirmativa feita anteriormente de que muito poucos blocos
ideais para a anélise de diversidade em populacdes de polinizacao aberta
foram identificados. Mas a explicacdo para essa caracteristica do
guaranazeiro nao é facil. Se tem alguma relacdo com a poliploidizacao,
nao é uma relacao dbvia. A existéncia de muitos blocos com poucas
repeticoes ficou evidente até mesmo pelo exame visual dos fragmentos
clonados apds enriquecimento (Figura 3) e pode-se supor que estes
blocos curtos, que sdo muito mais frequentes e devem ser muitissimo
numerosos no genoma com cerca de 22 Gpbs do guaranazeiro, tenham
saturado as sondas utilizadas para o enriquecimento de bibliotecas
gendmicas, impedindo a hibridizacdo com blocos de nimero mais alto de
repeticoes. Em um genoma tdo grande, pode-se considerar que nem
mesmo experimentos de reenriquecimento devem surtir efeitos muito
significativos. No entanto, a influéncia dos métodos de enriquecimento
nao pode ser aventada como razao para explicar a raridade de blocos
com oito e mais repeticoes em ESTs. Teoricamente, pode-se pensar que
blocos com niimero muito alto de repeticdes podem interferir mais
ubiquamente na conservacao evolutiva de segmentos codificadores do
genoma e por isso seriam mais raros ai. Mas a diferenca com relacao as
espécies citadas acima é marcante e precisa ser analisada com mais
profundidade.

Entre 27 pares de iniciadores desenvolvidos, 10 foram selecionados para
a validacao e utilizacdo nas genotipagens (Tabela 1).
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TGGAAGAGAC
TCCCGACTTA
CGGGAAGGTT
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AGGTGGTGCG
CGTATCCGTG
CTGATGTGAA
ATATATAATA
AGAGCTCAAC
ATACATTAAT
ATCATACACC

TCCCTAGGGC
TCGTTCGGAA
TTTATAAAAC
CGCTTGATTA
TTGAGGGAGG
GGGAGGGgag
TAGGGATGCC
GGAGGATAGG
GTTAAatata
AAACTATAAT
AACTATATAT
TATTAAATCA

TGTCATATTG
TAGGGCGGTA
GCAACGTCGT
TACAGCAAGA
GTGAGAAGAG
agagagaAAG
TATATGGTGG
TGGGGAAGGG
tatTAATAAA
AGTCAACTTA
TTTAATAACA
TATAACACAA

Diversidade

CTATCGGTGA
ATCTCACTGT
TAGACCAAGA
AAGATAATTA
ATACAAGAGG
TGTGTATGAT
GGTGGTATGG
GAGAAGTGAA
AATAACAAAA
TTACTCTCTT
TGTTCTTGAT
TAAAATAAAA

Figura 3. Sequéncia de fragmento selecionado por enriqguecimento de bibliotecas
gendmicas de guaranazeiro com sondas repetitivas CA.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para a genotipagem de cultivares clonais de
guaranazeiro recomendadas para plantio no Amazonas, no ano de 2011.

GRNO1 (CA),.(CA), AGAACTGGTCCAACCGTCTC e CGTGAAAGGTCTGAGTGAAGC B GEN

GRNO4 CA(CCA),CA(CCA) CATCCATTGTCACCTCTTGG e TGGCATGAGACAATTTGTGG B GEN

GRNO5 (TA),.(AT), GATCAGGTGCCACTCCAAGT e TTGTGTGAGTCCTCAGCCTCT B GEN

GRNO7 (TA),, GGTTCTTTTCAGCGCAGTTG e GGCATAGAGCACCGAGAGAC BCESTS
GRNO9 (AT),C(TA),, CTGAATGCTGTCCAAGCA e GCAGCCTTCCCATTTTACC BC ESTS
GRN12 (TG), (TA), TGTCAAACCCCTTTATGTTC e CAATGGTGCCAGTAAATACA BC ESTS
GRN13 (CT),(TA), TCGAAATATATGTGGCATGA e TGCATAAAATCACCAAATCA BC ESTS
GRN14 (TC),, ATGATCATCAGCATCATGG e TATCCAACTCAATTCCCAGA BCESTS
GRN17 (CT), TGCGACTGTGAGTGAGCTA e TTGAGATGAACTCAGCCAAC BCESTS
GRN20 (CGC)..(CGC, TGGGAGGAGAGAACCGTACA e GCCTTCCCTTCCTATCAAGC BC ESTS

OBS: B GEN = enriquecimento de biblioteca genémica e BC ESTs = busca em banco de ESTs.

A utilizacao de primer tail diminui os gastos com relacdo a marcacao de
um dos iniciadores em cada par, mas provoca o aumento do nimero de
variaveis que interferem na obtencao de reacées com a qualidade
necessdaria para uma boa genotipagem. Houve situacdes em que a
amplificacdo dos fragmentos ocorreu com a intensidade esperada
(Figura 4A), mas a incorporacao da ta// marcada com o fluor6foro nao
seguiu o0 mesmo padrao (Figura 4B, especialmente as reacdes marcadas
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com asteriscos). Nestes casos, em que a incorporacao da fluorescéncia
falha ao serem utilizadas as condicdes nas quais os fragmentos
contendo blocos repetitivos sdao amplificados, é necesséario realizar mais
testes de ajuste. Buscar combinacdes ideais de temperaturas de
anelamento e concentracdes de iniciadores e dNTPs (ndo fluorescentes)
com as tails portando os fluoréforos que sao adicionadas nas mesmas
reacdes, de maneira a favorecer estequiométrica e bioquimicamente a
marcacao fluorescente dos fragmentos amplificados, pelo menos nos
ultimos ciclos de amplificacdo, demanda tempo e reagentes. Nos
experimentos com iniciadores para microssatélites de guaranazeiro,
alguns /oci foram eliminados das analises porque as condicOes ideais
para que ocorressem consecutivamente a amplificacdo e marcacao dos
fragmentos portando microssatélites nao foram encontradas entre
aquelas que foram testadas. A incorporacao da fluorescéncia aos
fragmentos amplificados é importante para preservar a reprodutibilidade
das genotipagens. Cromatogramas reprodutiveis podem fornecer
informacdes que vao além do comprimento e nUmero dos alelos, como
area sob os picos e altura. Conclui-se, entdo, que quando houver um
numero limitado de pares de iniciadores selecionados para a realizacao
de experimentos de genotipagem, como ocorreu com 0 guaranazeiro,
que seja mais vantajoso marcar um iniciador de cada par com fluoréforos
e eliminar os ajustes necessarios para a incorporacao das tails.

A aplicacao do critério 2 levou a eliminacado de picos candidatos a alelos
em sete dos dez /oc/, porque estavam distanciados dos vizinhos por
menos de duas bases. O /ocus mais afetado pela diferenca entre os
critérios 1 e 2 foi o GRN14. Nos outros nove /oci/, foi eliminado das
andlises apenas um ou nenhum dos picos que estavam dentro da faixa
de comprimento esperada, na drea da concentracao de picos em cada
loci, e que haviam sido identificados automaticamente nos
cromatogramas (Tabela 2). As diferencas ndao foram muito dréasticas, e
entdo, sem que fossem realizadas andlises adicionais, considerou-se
mais util utilizar os resultados produzidos pela aplicacao do critério 1,
porque a ocorréncia de variantes alélicas por diferenca de apenas uma
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base em /oci portando blocos de dinucleotideos nao é inédita, tendo sido
registrada em kiwi (HUANG et al., 1998) e oliveira (RALLO et al.,
2000). Tratando-se do guaranazeiro, que é um alopoliploide, até mesmo
diferencas resultantes de pequenos deslocamentos do sitio de
anelamento dos iniciadores em cromossomas homoeélogos sao
teoricamente admissiveis e podem produzir alelos. Variagbes no namero
de repeticoes incluidas nos blocos repetitivos, mas também variacoes
(insercoes/delecdes) nos flancos dos blocos repetitivos foram relatadas
recentemente em /oc/ transferidos de Brasssica rapa para outras
espécies do mesmo género (RAMCHIARY et al., 2011). Em lychia, os
loci em que um padrao de ocorréncia de alelos diferente do diploide foi
observado — LMY1, 2 e 10 — foram eliminados da anélise de diversidade
(VIRUEL; HORMAZA, 2004). Esse tipo de procedimento, caso fosse
aplicado, teria inviabilizado o trabalho aqui apresentado.

Figura 4. Marcador 1 kb /adder (Invitrogen) e fragmentos de DNA de cultivar de
guaranazeiro amplificados por PCR. A ordem de aplicacdo das reacdes nos dois
géis foi a mesma e as reacoes sao idénticas. A — gel de agarose a 2,5% corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL). B — gel de agarose sem adicdo de brometo
de etidio para avaliar a incorporacao de primer tail marcada com o fluoréforo. Os
asteriscos indicam as reacdes em que a incorporacdo da fluorescéncia foi menos
eficiente.
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Tabela 2. Niumero de picos observados dentro da faixa de tamanho
esperada para os fragmentos amplificados com iniciadores para
microssatélites que foram preservados ou eliminados pela aplicacdo de
critérios referentes a distancia entre picos vizinhos, nos cromatogramas
resultantes da genotipagem automatica de 15 cultivares clonais de
guaranazeiro.

GRNO1 8 8 0
GRNO4 7 6 1
GRNO5 4 3 1
GRNO7 6 6 0
GRNO9 5 5 0
GRN12 2 1 1
GRN13 5 4 1
GRN14 23 17 6
GRN17 10 9 1
GRN20 9 8 1
Total 79 67 12
Média 7.9 6,7 1,2

O préximo passo para a selecao de alelos Uteis para a distincao ou
discriminacao das cultivares clonais de guaranazeiro foi avaliar sua
reprodutibilidade. As genotipagens foram realizadas com réplicas porque
a maioria dos /oc/ de microssatélites apresentou padrao de alelos muito
complexo. Pretendeu-se com as réplicas eliminar, pelo menos um pouco,
a interferéncia dos artefatos gerados durante as reacdes de amplificacao
ou durante a eletroforese dos fragmentos (picos/alelos) amplificados.
Contando todos os /oc/i, 72% dos cromatogramas repetiram-se em duas
dentre as trés genotipagens de cada cultivar, o que significa dizer que
nessa percentagem dos cromatogramas foram observados os mesmos
picos por /oci e cultivar, em pelo menos duas ocasides (Figura 5). O
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registro de dados foi feito por cultivar e os picos que nao contribuiram
para escore de reprodutibilidade de 2/3 foram registrados como dados
faltantes. Os piores /oci nesse sentido foram o GRNO5 e o GRN12, com
muitos picos observados em apenas uma das trés réplicas e eliminados
das analises para nove cultivares.

T T T T T T T T T T
0 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210
5 Yelow 1.0000 11

1 I A e AN A e

6 Yellow 1.0000 1.7

il A .

6 Yellow 10000 119
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Figura 5. Cromatogramas representativos de genotipagens de cultivares clonais
de guaranazeiro. A — trés réplicas da genotipagem da cultivar 388 com os
iniciadores GRN20. B - trés réplicas da genotipagem da cultivar 612 com os
iniciadores GRN17.

Alguns picos (63 picos marcados por “?” no Anexo |) satisfizeram o
escore de reprodutibilidade, mas apresentaram outras caracteristicas,
como intensidade muito baixa ou areas com formas incomuns,
consideradas peculiares o suficiente para que se necessite de mais
réplicas de verificacdo. No entanto, por causa do seu valor resolutivo,
os fragmentos/alelos onde isso foi verificado foram mantidos nas
andlises de distincao entre cultivares, com peso menor do que os alelos
com intensidade alta e reprodutiveis, simultaneamente. Esses picos
foram Uteis, principalmente, para distinguir as cultivares 850, 861 e
882, mas contribuiram para reduzir o nimero de cultivares agrupadas
em outros clados (Figura 6) e devem ser observados nos experimentos
futuros, para serem ou nao eliminados definitivamente.
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A 505
861*
882%
850%*
648
626
189
624
612
608
388
871
611
372
610

B 505
388
608
612
189
624
626
648
611
871
882
850
861
372
610

Figura 6. Filogramas de agrupamento de cultivares clonais de guaranazeiro
realizados pelo método do vizinho mais préximo, segundo a presenca (A) e
auséncia (B) de alguns picos de cromatogramas que precisam ser reavaliados nos
préximos experimentos. Os agrupamentos foram realizados apés 1.000
rearranjos de bootstrap.

Por fim, ficaram preservados para as anélises 59 alelos. O tamanho e a
frequéncia de cada alelo estao registrados no quadro do anexo I. Dois
alelos exclusivos foram encontrados, L14215 e L20230, para as
cultivares 626 e 608, respectivamente (anexo I), mas nao se pode
informar, por enquanto, quantas cépias de cada um ocorreu em cada
uma das cultivares. Nao foram observadas, entre as 15 avaliadas,
cultivares completamente idénticas, ou seja, nenhuma cultivar
apresentou perfil de genotipagem idéntico a qualquer outra (Figura 7). Os
valores de bootstrap registrados para cada particdo do agrupamento
foram relacionados com a capacidade de distingao entre cultivares
agrupadas em um mesmo clado. Quanto maior o indice de bootstrap, um
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maior numero de picos/alelos identificados neste trabalho sera
necessario para distinguir ou identificar membros de um mesmo clado.
Entao, para distinguir a cultivar 850 da 648 pode ser necessario
amplificar todos os 10 /oci de microssatélites e observar a presenca e
auséncia de um grande numero de picos/alelos. Por outro lado, serd
menos dificil distinguir a 626 da 189, e muito facil distinguir os pares
648 + 850 e 626 + 189. Os picos/alelos que mais contribuiram para
distinguir cultivares foram L12259, L12265, L14208, L17190, L17198,
L20235 e L20238.

611
871

1.00

388

0.30 028  —— 612
L—— 608

0.1 035 626
0.07 189

0.51 648

0.14 850

624

0.04 0.13 610

0.11 040 882

372

0% —— 861

505

Figura 7. Agrupamento de cultivares clonais de guaranazeiro realizado pelo
método do vizinho mais préximo, segundo a presenca e auséncia de 59 alelos
de microssatélites presentes em 10 /oci. Os valores préximos as particoes do
agrupamento representam porcentagens de bootstrap em 2.000 rearranjos. As
cultivares clonais séo identificadas por seus cédigos de acesso no Banco de
Germoplasma do Guaranazeiro.

Por se tratar de um poliploide, observou-se em alguns /oc/ de
microssatélites até mais de cinco picos/alelos por planta (Figura 8). Para
alguns /oci, o numero maximo de alelos observados por planta foi dois
ou quatro, que sao multiplos de dois (Figuras 5A e 8A); outros
apresentaram nimero maximo igual a trés ou seis alelos (GRNO3 e
Figura 8B), que sdo multiplos de trés. O /ocus GRNO3 (vide anexo Il
deste trabalho) é multialélico e monomoérfico, e os mesmos trés alelos
ocorreram para todos os individuos genotipados. Em um terceiro padrao
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de organizacao, o niumero méaximo de alelos por individuo € uma soma
de dois e trés (Figura 8C). Ha indicios, no cariograma, de que um grupo
de cromossomos que contribuiram para a variedade sorbilis, o poliploide
cultivado atualmente, estaria multiplicado quatro vezes e o outro,
provavelmente, seis vezes. Entao, talvez, padrées com nimero maximo
de alelos multiplo de dois sejam gerados por amplificacdo de regides
presentes nos cromossomas de um dos grupos e padroes em que o
nuimero maximo de alelos seja multiplo de trés comportem alelos
presentes no outro grupo, enquanto os /oci que sao composicoes desses
dois padrdes talvez comportem combinacdes de alelos diferentes
presentes em nos dois grupos. Mas essas possibilidades precisam ser
muito melhor investigadas e avaliadas, considerando-se outra
caracteristica muito interessante dos cromatogramas que é a area abaixo
dos picos ou a altura relativa dos picos que representam os alelos. Para
tal, serd necessario replicar novamente as genotipagens utilizando
iniciadores marcados individualmente com fluor6foros, de maneira a
obter picos com intensidade mais alta nos cromatogramas e valores de
desvio estatisticamente confidveis de areas e/ou alturas relativas.
Trabalhar com citogenética de hibridizacao /in situ para verificar a
possibilidade de que picos mais altos representem alelos que ocorrem em
numero maior de vezes no genoma do guaranazeiro também traria
contribuicdo importantissima. Diferencas entre a altura dos picos em
cromatogramas de cultivares diferentes estdao exemplificadas pela
genotipagem da 388 e da 612 com iniciadores GRN20 (Figuras 5A e
8D). A descoberta das espécies que sdo as ancestrais da variedade
sorbilis, provavelmente diploides, poderia fornecer o suporte para todas
essas analises. Um trabalho bastante completo foi realizado utilizando
cruzamentos controlados entre espécies diferentes da secao Caninae
DC. de Rosa L., em que se demonstrou a contribuicao de cada cépia de
um dado alelo, presente em doses Unicas nos parentais, para a altura
dos picos nos cromatogramas dos hibridos interespecificos, onde o alelo
entrou em homozigose e ganhou aproximadamente o dobro da altura
(NYBOM et al., 2004).
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Figura 8. Cromatogramas correspondentes a genotipagens automaticas de
cultivares clonais de guaranazeiro. Cada cromatograma representa o gendtipo de
um Unico individuo com apenas um par de iniciadores, sendo: A — GRNO1; B -
GRN14, C - GRN17; e D - GRN20.

Dos dez /oci amplificados para as genotipagens mais recentes, sete
estdo em ESTs. Os ortélogos das ESTs de guaranazeiro, identificados
por homologia estrutural com sequéncias depositadas no GenBank,
estao listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Identidade das ESTs de guaranazeiro que portam blocos de
microssatélites, definida por homologia estrutural com sequéncias depositadas
no GenBank.

GRNO7 Contig 0660 Mother of flowering locus T Fragaria vesca XP4299541.1 2 x e
GRNO9 Contig 2123 Endo-xyloglucan transferase Gossypium hirsutum BAA21107.1 1 xe'™
GRN12 AO0-19s-C12 Cyclase (catabolismo de triptofano) Arabidopsis thaliana EFH43390.1 2xe™*
GRN13 AO0-21s-FO7 Gibberelin oxidase Pisum sativum ABI64150.1 4 xe”
GRN14 AO0-14s-CO6 Unnamed (TCP transcription factor) Vitis vinifera CA048409.1 8 xe™
GRN17 1A-1759g-HO8 Anfipatic channel (membrana) Jatropha curcas ADU56185.1 6 xe™
GRN20 Contig 2098  Zinc finger protein C2H2 Ricinus communis ~ EEF34900.1 9 xe™

Ha registro de alteracdes na regulacao e na estrutura de sequéncias
expressas que sdo causadas por variacoes no nimero de repeticoes
incluidas em blocos de microssatélites. Nove microssatélites
identificados em cevada sao ligados com /oc/ relacionados ao tempo
necessario para o florescimento, sendo que os padrdes de segregacao de
dois deles combinados explicaram 15% da variacédo para essa
caracteristica, quando avaliada sob dias curtos. Um dos dois /oc/, o
HVMA40, é composto de (GA),(GT),(GA), e o outro, o HVYMOS3, é
composto por variacdes no nimero de repeticoes de AT (LIU et al.,
1996; IVANDIC et al., 2002). Outras combinagcdes entre /oci explicaram
mais de 30% da variabilidade quanto ao tempo necessério para o
florescimento (LIU et al., 1996).

Em guaranazeiro, o locus GRNO7 foi identificado em uma EST homdloga
ao gene MOTHER OF FLOWERING LOCUS T AND TFL1 (MFT) de Fragaria
vesca (Tabela 3). O homélogo desse gene em Arabidopsis codifica para
um fator de transcricao que pode ser expresso em sementes e interferir
com o tempo necessério para a germinacgao, interagindo com o &cido
abscisico e com a giberelina, que sdao hormdnios vegetais (XI et al.,
2010).
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A longa regidao 3 "-UTR (untranslated region, ou regiao nao traduzida) do
MFT tem vérias caracteristicas que Ihe garantem papel regulatério pés-
transcricional (Figura 9). Além da presenca do elemento repetitivo
(TA),,, € alvo de small RNAs (smRNAs) preditos e homologos a siRNAs
identificados em A. thaliana, e possui 27 tetranucleotideos identificados
como PREs (putative recognition elements), ou seja, elementos
importantes para o reconhecimento e interacao entre proteinas e RNAs
que compdem complexos de regulacao pés-transcricional, como
microRNAs, por exemplo. Estas trés caracteristicas foram definidas pela
andlise de regides nao traduzidas em seis familias de dicotiledéneas, e
as sequéncias consenso identificadas estao supostamente preservadas
héd 70 milhdoes de anos, apesar de nado codificarem produtos proteicos.
Além disso, essa classe de regulacao da expressao génica é
frequentemente associada com ORFs principais que codificam fatores de
transcricao (VAUGHN et al., 2012), neste caso o MFT. Variacdes no
bloco de repeticoes TA propriamente dito, e especialmente na sua
extremidade 3" (Figura 9), poderiam influenciar a maturagao do
transcrito, porque sequéncias consenso para os sinais distais de
poliadenilacdo variam em torno do tema UUUGUA e sinais proximais
assemelham-se, bastante livremente, a AAUGAA. A eficiéncia da
poliadenilacdo, o comprimento e a idade das caudas poli(A) sao
diretamente relacionadas com a estabilidade e funcionalidade dos
transcritos (GRIERSON; COVEY, 1988; ROTHNIE, 1996).

Como alvo de smRNA, a expressao do MFT poderia ser regulada no
nucleo por interferéncia com o processo de poliadenilacdo. A regulacao
também poderia se dar no citoplasma, por inibicao da traducao, a
semelhanca do que foi registrado para o gene SPL3 de A. thaliana
(GANDIKOTA et al., 2007). A repressao coordenada da expressao do
MFT e da malato desidrogenase citosélica por um mesmo smRNA
(Figura 9) poderia assegurar a sintese e o acimulo de sacarose em
detrimento da glicélise, enquanto o embrido estd dormente e o fruto é
dreno de fotossintatos. A expressao da malato desidrogenase deve ser
inibida na transcricao, talvez por metilacdo e heterocromatinizacao,
porque nesse gene o sitio de acoplamento do smRNA fica na regiao
codificadora da enzima.
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ARA TAT ATC TTC TCT CTT GTG TTT TAG CCT CTT TGC TCT CTG TTT GTG TTT GTA ATG 57
GGA TCA ATG GGA ACA CCG GTG GAT CCA TTA GTG GTG GGA AGA ATA ATC GAC GAA GTA 114
M ¢ T P V D P L VvV V 6 R I I D E Vv 17

GTC GAT TTG TTC ATG CCT AGT GTG AAC ATG AGT GCC TAC TTT AAG AAC ARA CAC GTC 171
v p L F M P S VvV N M S A Y F K N K H V 36
ACG AAC GGA TGC GAC ATA AAG CCG TCC ATG GCT TCT GAG CCT CCC CGG ATC ACT TTT 228
r N ¢ ¢ D I X P § M A § E P P R I T F 55
TCT GGG ARA CCT GAT GAG CTC TAC ACA CTG ATC ATG ACC GAC CCT GAT GCG CCC AGT 285
s ¢ x p D E L Y T LI M T D P D A P S 74
CCT AGC GAG CCC AGC ATG AGA GAA TGG ATC CAT TGG ATC GTG GTT GAC ATA CCA GGG 342
P s E P § M R E W I H W*I Vv Vv D I P G 93
GGA GCT AGT CCT TCT CAA GGT ATT GAA ATT CTG CCG TAC ATG GCT CCC ARA CCC CCA 399
¢ A s P s @ 6 I"E I L P Y M A P K P P 112
ATT GGC ATC CAC CGG TTT ATT CTG ATA CTG TTC AAA CAG AAG TCG AGG CTG GGG ATG 456
I ¢ 1 H R F I L I L F K @ K S R L G M 131
ATG GAA CCC CCG ATG AAC CGC GCG AAT TTC AAC ACA CGG TTC TTT TCA GCG CAG TTG 513
M E P P M N R A N F N T R F F § A @ L 150
GAC CTG GGC CTT CCA GCG GCA TTA GTG TAT TTC AAC GCA CAT AAA GAG CCA GCA AAC 570
p L 6 L P A A L V Y F N A H XK E P A N 169
AGG CAG TCA CAG GCT AGG AGG ACA TAG TCC CAA AAA TTG AAA GCA CCT GAT CAG CTT 627
R ¢ S @ A R R T * 177
CTC TGC TAC TAT CAC TAA TGA TGC CAG GCG|TAT ATA TAT ATA TAT ATA TAT ATA TAT | 684
TG ATA ATG TAT ACT CAT GGA GAG GGG CGG TAT TCT CTC GGT GCT CTA TAC 741
CAT TGA GTT CTC CTG ATC GGG TCG GGT TAT TTG TCC TTA TTT GTG TTT TGG TCT TGT 798
GTT GTC TGT TCG GAT CGT GTT GTC TCT TCG GGT CGA GTC GTG TCA Gac CAA GaT GtA 855
ATC TTT TCT TTG AGT ATG GTG TGT CCT TTG TAA TGA ACT TCT AGC TTA TTA AGT TGT 912
ATG TAG GTG AAA CTA GTT TGG TTT CTT TTA TGT ATC TGG TGG TTT CCT CTa aaa aa 968

Figura 9. Contig 660 do banco de dados de ESTs de frutos com sementes do
guaranazeiro, onde esté localizado o bloco de repeticdes de dinucleotideos TA
(BOX) do /ocus GRNO7. Os aminodacidos, numerados em negrito e italico, na
proteina homdloga a “mother of flowering T* estédo indicados sob a sequéncia de
nucleotideos no cDNA. Trés sitios de splicing hipotéticos estao representados
por V¥ & foram posicionados por comparacao com os homodlogos em A. thaliana.
Nucleotideos da calda poli(A) estdo representados por letras mindsculas, 365
posicoes depois do sitio de parada de traducdo. Os elementos regulatérios na
longa regidao 3 "-UTR do transcrito estdo indicados por cores. Em azul: consenso
para interacao com fator de transcricao EIN3 ativado por etileno (SOFTBERRY).
Em vermelho: alvo para smRNA homoélogo em A. thaliana (LEE et al., 2012) e
também encontrado na sequéncia codificadora da malato desidrogenase
citosdlica, o que é indicio de regulacao coordenada de genes envolvidos em
processos complementares. Em verde: tetranucletideos cuja presenca é
altamente enriquecida em regides 3'-UTR relacionadas com regulacao via
smRNAs (VAUGHN et al., 2012). Sinais de poliadenilacdo (ROTHNIE, 1996)
hipotéticos estdo sublinhados, em negrito e itdlico e muitas vezes sobrepostos a
outros elementos regulatérios.
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Por outro lado, o acoplamento de smRNAs ou outras proteinas poderia,
por exemplo, garantir que a 3 "-UTR estivesse acessivel a RNA
polimerase Il para funcionar também como origem de microRNAs,
mesmo quando a regiao codificadora principal (VFT) estivesse metilada
e em estado heterocromatico, talvez em outros 6rgaos da planta. Ha
pelo menos um pré-miRNA predito para essa regiao, com inicio no
nucleotideo 614 e término na posicao 733, que poderia gerar o miRNA
maduro 5 "-UGCCAGGCGUAAUAUAUAUAU-3". Além disso, o bloco de
repeticoes tem potencialidade prevista para funcionar como um TATA
box no contexto do DNA e ativar a transcricao de smRNAs a 3'.

No contig 660, além do (AT)n incluido no /ocus GRNO7, héa vérios
blocos com duas ou trés repeticoes apenas, como (CT), e (AC),, e
outros que sao monoblocos de As e Ts nas regioes codificadoras do
MFT. Regioes repetitivas evoluem em taxa mais acelerada do que o
restante do genoma (FELSENSTEIN, 2004b), e alguns tipos de variacoes
em blocos de dinucleotideos produzem perdas de aminoacidos, mas nao
alteram a frame de leitura dos cédons subsequentes (Fig. 10).

AAA CCT GAT GAG ETC TAC ACH ETG ATC ATG ACC GAC CCT GAT
K P D E L Y T L I M T D P D

AAA CCT GAT GAG CTC ACA CTG ATC ATG ACC GAC CCT GAT GCG
K P D E L T L I M T D P D A
AAA CCT GAT GAG CTC CTG ATC ATG ACC GAC CCT GAT GCG CCC
K P D E L L I M T D P D A P

Figura 10. Modelos de variantes passiveis de ocorréncia na regido codificadora
do homdlogo de flowering locus T no guaranazeiro. Na 3" — UTR desse gene
estd alocado o /ocus GRNO7. O bloco de dinucleotideos composto que esta
destacado em tons de cinza potencializa a delecao de grupos de trés
nucleotideos, em frequéncia mais alta do que a esperada para regioes nao
repetitivas, sem que os cédons subsequentes fiquem alterados. Pequenas
variacdes como essas podem passar por artefatos de genotipagem quando ha a
expectativa de observar apenas variantes multiplas de dois, mas também podem
tornar-se responsaveis por pequenas alteracées na funcao dos fatores de
transcricao que sao codificados por um gene e consequentemente pela geracao
de padrdes de florescimento levemente diferentes.
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Esses blocos com poucas repeticoes podem funcionar como hot spots de
variabilidade. Interessante notar que as variantes em blocos de
dinucleotideos que produzem alteracdes desse tipo podem ser
interpretadas como artefatos quando se esperam diferencas entre alelos
limitadas a adicdes/subtracdes de duas bases. Por outro lado,
invariavelmente nos modelos em que foram testadas, a eliminacéo ou
adicao de dinucleotideos ou mononucleotideos provocaram a formacao
de codons de parada e destruicdo das ORFs. Plantas com genes
silenciados nao seriam obrigatoriamente invidveis ou fenotipicamente
muito distintas, pois uma das vantagens de manter um gendtipo com
grau de poliploidia tao alto pode estar no tamponamento da interferéncia
desse tipo de variacado sobre o fenétipo das plantas. Mas os
mecanismos que induzem alteracdes de duas e de trés bases como
slippage ou crossing over desigual entre cromossomas homologos ou
homedlogos sdo teoricamente os mesmos. Mais uma razao para avaliar
com cuidado quais picos devem ser eliminados dos cromatogramas de
genotipagem. Manter picos que diferem entre si por uma base, ainda que
os /ocus avaliados contenham blocos de dinucleotideos, como foi feito
no presente trabalho, especialmente quando a espécie em foco for
poliploide, pode ter sido a providéncia mais correta para registrar toda a
variabilidade presente no genoma do guaranazeiro.

Blocos com poucas repeticoes podem ser utilizados no desenvolvimento
de /oci candidatos a marcadores para o padrao de germinacao de
sementes de cultivares clonais. No entanto, cada um deles isolado
dificilmente contera variantes (alelos) em ndmero suficiente para anélise
de diversidade. Além disso, em um genoma tao replicado como o do
guaranazeiro pode ser dificil avaliar o valor fenotipico de variantes
alélicas raras, que podem estar presentes em apenas uma das coépias do
gene em um dos cromossomas de cada conjunto de homdélogos e
homedlogos.

Variacdes nos loci GRNO7, GRN13 e 14, que estdao na 3 -UTR, podem
estar ligadas com fenétipos diferentes quanto a arquitetura das plantas
ou mesmo a diferencas em padroes de germinacdo de sementes e de
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resisténcia a doencas (CUBAS et al., 1999; TAIZ; ZEIGER, 2010), se,
por exemplo, padroes de alelos nesses /oc/ tiverem sido fixados nas
mesmas combinacdes de cromossomas homélogos e homedlogos que
sejam caracteristicas de cultivares com diferentes arquiteturas ou
resisténcia a doencas.

Além dos iniciadores desenhados e sintetizados especificamente para o
guaranazeiro, foram testados 12 pares de iniciadores desenvolvidos para
Litchi chinensis, que também é planta da familia Sapindaceae, clado
Nephelieae (HARRINGTON et al., 2005). Os iniciadores foram
desenvolvidos por Viruel e Hormaza (2004). Segundo os autores, quatro
deles apresentaram transferibilidade para /longan (Euphoria longan), que
pertencem ao mesmo clado da lychia. Os experimentos foram realizados
com a inclusao de individuos de rambutan, outra Nephelieae, o que
contribuiu para avaliar os resultados. Apenas trés pares entre os doze —
LMLY5, LMLY7 e LMLY8 — geraram produtos de amplificacao
visualizados em agarose (ANGELO, 2007), mas os padrdes de
segregacao dos fragmentos gerados com o DNA de sete plantas de
guaranazeiro, quando observados em géis de poliacrilamida
desnaturante a 6%, mostraram-se pouco reprodutiveis e muito
complexos. Os resultados para o rambutan foram reprodutiveis, mas
apenas um alelo foi observado em cada um dos trés /oci. Esses
resultados podem ser consequéncia da distancia evolutiva entre
Nephelieae e Paullinieae.

Além dos /oci que foram utilizados para o trabalho de genotipagem aqui
descrito, foram desenvolvidos iniciadores para outros 17. O GRNO2, o
GRN10 e o GRN16 e alguns outros geraram apenas um alelo para todas
as plantas genotipadas, como o GRN13. O GRNO4 mostrou-se
monoalélico e monomérfico nas genotipagens aqui analisadas, mas em
genotipagens realizadas anteriormente com iniciadores marcados
individualmente, quando a intensidade da fluorescéncia nos
cromatogramas foi mais que dez vezes maior, foi registrado como
multialélico e polimérfico (ANGELO, 2007; Anexo Il). Como registrado
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acima, o GNRO3 foi multialélico e monomérfico, tendo todos os
individuos genotipados em experimentos anteriores apresentado os
mesmos trés alelos (vide Anexo Il). Resultados como este podem ser
Uteis em trabalhos futuros com cruzamentos controlados ou citogenética
com marcacao /n situ. Com relacdo a genotipagens anteriores (ANGELO,
2007), foi registrada uma diferenca de cerca de seis pares de bases para
todos os alelos nos /oci GRNO1 e GRNO5, mas o nimero e padrao de
intensidade dos picos preservados para as analises nas mesmas
cultivares, segundo sua ordenacao por tamanho nos cromatogramas,
foram os mesmos. Isso foi interpretado como consequéncia da utilizacao
de primer tail em uma ocasido e de marcacao direta de um dos
iniciadores de cada par, na outra. Trés pares de iniciadores (GRNOG,
GRN11 e GRN21) ndao geraram fragmentos de amplificacdo. Os outros
12 pares (anexo Il) podem ser testados com pelo menos um iniciador de
cada par marcado individualmente, porque produziram fragmentos de
amplificacdo, mas para a maior parte deles nao foi possivel encontrar
temperaturas adequadas para a incorporacao da fluorescéncia e
deteccao pelo sequenciador.

Conclusoes

e No guaranazeiro, o numero de /ocus contendo blocos de
dinucleotideos repetidos oito ou mais vezes é menor do que na
maioria das espécies vegetais;

o A utilizacao de primer tail nao foi ideal para alcancar os resultados
esperados com o conjunto de /oc/ descritos neste trabalho;

o A utilizacado do critério de reprodutibilidade contribuiu para a
valorizacao dos alelos com poder resolutivo; e

o Os iniciadores (primers) descritos neste trabalho sio Gteis para
distinguir cultivares clonais de guaranazeiro e os fingerprintings
gerados podem ser utilizados como caracteristicas descritivas
adicionais.
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microssatélites de guaranazeiro sequéncias dos iniciadores R e F, no
sentido 5°-3".

PAR REPETICOES SEQUENCIAS DOS PRIMERSK ANEL* *
08 (TR) 19 GCCGAGTTTACCACGTCATT e CGCCAAAACATAACCTCAAAA 62
15 (AG) 7(GC) 5 GCATTTCATCTTTGTGGTTT € CAGTTCTAGGATTGTACGGC 55
18 (CTT)8CC(TCT) 2 CCCTCCGGCGACTCCCCTTG € AAAATCATCAATCAGTGSTGGTAGT 60
19 (RG) 9(CTT) 4 CGCTGCCATGARAACGAATAG € TGGGAGGAGAGAACCGTACA 59
22 (AT) 9 TTCAGTGGGTTTGGAACCAT e GCCCACAACTTCACAAAACC 64 OU 66
23 (AAG) 9 TAAATCCGACATGAGCGAGAC e TCATACTCTCCCTCGCCATT 57
24 (TC) 9 TAGGGTTTCTCTCGGGTTTTG e ATAAAACGTCGGCACTGGAG 62
25 (AT) 15 TGCTTCTCTTGGTTGGGAGAG e TCACTCACTTAGACCACCAAGC 62
26 (AT) 12 TTTGGCTTCACTCAACGAAAA e cattcataaaatgccagaaca 57
27 (AT)12 TTGCTGGATCGGGTTARAATC e CATTTAGAACAAACAGGACGA 57 OU 62
28 (TA) 3C(AT)9 TCGCTCTCTGACATCCATCAA e tcaaaccgatactgctttcg 57
**Temperatura de anelamento dos iniciadores.
Q01 C_(ricro_GRNDZ)IMORT 01
2000
1000
o
100 200 300 40
Q02 C_(ricro_GRNDZ)IMFORT 02
3000
2000 J
1000
N TR U . W T |
100 200 300 400
Q03 C_(ricro_GRNDZ)IMPORT Q03
1500
1000
500
A O T, O O A
100 200 200 A0
@H C_{frion_RNIG)IVMFORT (D4
S0
N Y O 11, b
100 a0 o 40
59

GRN 03 ‘ (AC) 4T (TA) 3(TG) 2 | CGGGATTCTACAGACCGAAG e TCGGCTTAGACCATGGAGAC

Sequéncia dos iniciadores e gendtipos de guaranazeiro para o /ocus GRNO3

(ANGELO et al., 2007)
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002 D (ricro_GRNIGIMEORT D02

3000
6000
4000
2000
014 1 b ' t — '
200 210 220 230 0 250 260
Q03 GND4_240206 003
30000
20000
L0000 -,kv
200 210 220 230 29 250 260
@3 RND4_240206 @3
15000
10000
50004
04— y v ' : '
200 210 220 230 249 2% 260
A5 R 04_240206 DS
200004
20000 }
01— i - ' ; 1 ;
200 210 220 230 20 25 260
anteriores

Gendtipos de guaranazeiro para o locus GRNO4 em genotipagens
(ANGELO, 2007), com primers marcados individualmente.
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