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EXTRATO

SILVA, Rangeline Azevedo, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz. Ilhéus,
Fevereiro de 2014. Genomica funcional da interagdo Moniliophthora perniciosa X
Theobroma ssp.: tamanho do genoma, caracterizagdo de EST’s-SSR e expressao
génica. Orientadora: Dra. Karina Peres Gramacho. Co-orientadores: Dra
Fabienne Micheli e Dr? Lucillia Marcelino.

O género Theobroma, pertencente a familia Malvaceae, € um género tropical nativo da
América do Sul, compreendendo cerca de 22 espécies. O Brasil possui representantes de
todas as segdes com excecdo de Andropetalum, que tem ocorréncia apenas na Costa
Rica, segundo o autor as espécies brasileiras ocorrem todas na Amazbdnia (T.
grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. speciosum, T. sylvestre, T. microcarpum,
T. bicolor e T. cacao). A maioria das espécies amazoOnicas do género Theobroma
produzem frutos comestiveis. A sua importancia econdmica é traduzida sob as mais
diversas forma de consumo: desde o uso na industria alimenticia, na forma de copotas,
sucos e chocolates no caso o Cupuacu e do Cacau; e também tem seu uso reservado na
indUstria de comésticos. O primeiro capitulo objetivou estimar o tamanho do genoma de
sete espécies do género Theobroma, a fim de que essas informac@es subsidiassem 0 uso
de marcadores moleculares no melhoramento genético do género, foram utilizados
marcadores EST-SSR para caracterizar uma populacdo segregante quanto a resisténcia a
vassoura-de-bruxa e testada a transferéncia dos mesmos para as espécies do grupo. O
conteddo de DNA nuclear de espécies de Theobroma foram estimados como sendo 2C
= 0,924 para T. bicolor, T. obovatum. T. microcarpum, T. speciosum, 2C = 0,917 para T.
grandiflorum e 2C = 0,933 para T cacao. As analises estatisticas revelaram estabilidade
do tamanho do genoma dentro do género, além disso, constatou-se que o genoma destas
espeécies sdo relativamente pequenos se comparado com a maioria das Angiospermas e
relativamente conservados ao longo de sua evolucdo. Este achado possibilita o inicio de
estudos genéticos moleculares nas demais espécies do grupo, pois o tamanho pequeno
do genoma facilita o isolamento de genes de interesse. Um total de vinte marcadores
microssatélites EST-SSR especificos para cacau foram genotipados em 24 individuos
do género Theobroma. Os vinte EST-SSR produziram alelos robustos, sendo que 11
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(60%) polimorficos e 9 monomorficos (40%) para os individuos de T. cacao. Para as
demais espécies os loci foram transferiveis nas seguintes taxas: 75% amplificaram em
T. grandiflorum, 75% em T. subicanum, 90% em T. obovatum, 60% em T. bicolor, em
35% T. speciosum, 35% T. microcarpum. O numero de alelos por locus variou de um
(ESTSSR2, ESTSSR6, ESTSSR9 e ESTSSR49) a sete (msestR16-4), excluindo-se 0s
loci monomorficos, variou de 0,07 (msestR20-4) a 0,78 (msestR16-4). O novo conjunto
de EST-SSRs sera um ferramenta util para o estudo da diversidade funcional de
populacdes e para a realizacdo de estudos de mapeamento de associacdo para o T.
Cacao, além de representarem um conjunto de marcadores que podem auxiliar na
construcdo de mapas genéticos e identificagao de QTL’s. O segundo capitulo objetivou
quantificar a expressdo génica diferencial do EST/gene TJORFX1-3’ de dois genotipos
de T. grandiflorum em resposta a infeccdo por M. perniciosa. Para realizacdo dos
ensaios de RT-gPCR do EST/gene TgJORFX1-3’, proveniente da interacdo Cupuacu x
M. perniciosa foi selecionado um gene normalizador, o gene EF-/a, utilizado na cultura
do cacau, foi escolhido por apresentar expressdo homogénea nos diferentes tratamentos.
O Blast da sequéncia de TJORFX-1 3’ apresentou um alinhamento de 100%, com e-
value de 0.0 com clone cDNA TcORFX-1 3 'semelhante a0 ORFX/fw2.2-like em
Solanum lycopersicum. Os resultados finais da analise por RT-qPCR mostraram que
houve uma expressdo diferencial entre os tratamentos inoculados do genétipo C174,
com superexpressdo do gene em 48hai. E provavel que o referido gene esteja envolvido
no mecanismo de controle negativo do crescimento e divisdo celular, impedindo a
disseminacdo do fungo M. perniciosa nos tecidos da planta. O genétipo C1074, ndo
apresentou niveis significativos de expressdo nos tratamentos aplicados. Através desses
trabalhos foi possivel explorar um pouco mais da biologia do género Theobroma,
principalmente de Cupuacu, onde os estudos ligados a genética sdo escassos.

Palavras-chave: Género Theobroma, expressdo génica, tamanho do genoma, EST-
SSR.



ABSTRACT

SILVA, Rangeline Azevedo, MS; Universidade Estadual de Santa Cruz. llhéus,
Fevereiro de 2014. Functional Genomics of interation Theobroma ssp VS
Moniliophthora perniciosa: Genome size, caracterization of EST's-SSR and gene
expression. Advisor: PhD Karina Peres Gramacho. Advisor Committe Members:
Dra Fabienne Micheli e Dr? Lucillia Marcelino.

The genus Theobroma, of the Malvaceae family, is a native of tropical South American
genus comprising about 22 species. Brazil has representatives from all sections except
Andropetalum, which has occurred only in Costa Rica, according to the author Brazilian
species all occur in Amazonia (T. grandiflorum , T. obovatum , T. subincanum, T.
speciosum, T. sylvestre, T. microcarpum, T. bicolor and T. cacao ). Most Amazonian
species of the genus Theobroma produce edible fruit. Its economic importance is
translated under the most diverse form of consumption: from use in the food industry, as
copotas, juices and chocolates in the case Cupuacu and Cocoa, and has reserved its use
in cosmetics industry. The first chapter aimed to estimate the genome size of seven
species of the genus Theobroma, so that this information subsidize the use of molecular
markers in genetic improvement of genus, EST-SSR markers were used to characterize
a population segregating for resistance to witches broom and tested transferring them to
the species group. The nuclear DNA content of Theobroma species were estimated to be
2C = 0,924 to T. bicolor, T. obovatum. T. microcarpum, T. speciosum, 2C = 0,917 toT.
grandiflorum e 2C = 0,933 to T cacao. Statistical analyzes revealed stability of genome
size within the genus, moreover, it was found that the genomes of these species are
relatively small compared with most Angiosperms and relatively conserved throughout
evolution. This finding enables the top of molecular genetic studies in other species of
the group, because the small size of the genome facilitates isolation of genes of interest.
A total of twenty microsatellite markers specific to cocoa EST-SSR were genotyped in
24 individuals of the genus Theobroma. Twenty EST-SSR alleles produced robust, with
11 polymorphic (60%) and monomorphic 9 (40%) for individuals of T. cacao. For the
other species the loci were transferable at the following rates: 75% amplified in T.

Xi



grandiflorum, T. subicanum 75%, 90% in T. obovatum, 60% in T. bicolor, T. speciosum
in 35%, 35% T. microcarpum. The number of alleles per locus ranged from one
(ESTSSR2, ESTSSR6, ESTSSR9 and ESTSSR49) to seven (msestR16-4), excluding
monomorphic loci ranged from 0.07 (msestR20-4) to 0.78 (msestR16- 4). The new set
of EST-SSRs will be a useful tool for studying the functional diversity of populations
and to perform association mapping studies for T. cacao. The new set of EST-SSRs will
be useful for the study of the functional diversity of populations and to perform
association mapping studies for T. cacao, besides representing a set of markers that can
assist in the construction of genetic maps and identification of QTL. The second chapter
aimed to quantify differential gene expression EST/gen TJORFX1-3’ two genotypes of
T. grandiflorum in response to infection by M. perniciosa. For testing of RT-qPCR
EST/ gene TQORFX1-3 ', coming from the interaction Cupuassu x M. perniciosa was
selected a normalizing gene, the EF-/a, used in the cultivation of cocoa, was chosen to
present homogeneous expression in different treatments. Blast sequence TQORFX-1 3’
showed 100% alignment with e-value of 0.0 to TCORFX-1 3' cDNA clone similar to
ORFX/fw2.2-like in Solanum lycopersicum. The final results of analysis by RT-gPCR
showed a clear differential expression between inoculated treatments genotype C174,
with overexpression of the gene in 48hai. It is likely that the said gene is involved in the
negative control of cell growth and division mechanism, preventing the spread of
harmful fungi M. perniciosa in plant tissues.The C1074 genotype, no significant levels
of expression in the applied treatments. Through these studies it was possible to explore
a little more of the biology of the genus Theobroma, mainly Cupuacu, where studies
linked to genetic are scarce.

Keywords: Genus Theobroma, gene expression, genome size, EST-SSR.
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1. INTRODUCAO

O Theobroma cacao L tem sido alvo de diversos estudos, principalmente devido
ao interesse em identificar e caracterizar genotipos resistentes a vassoura-de-bruxa,
doenca que também acomete o T. grandiflorum Schum (CRUZ, 2000).

As demais espécies do género, como o T. bicolor Humb. & Bonpl., T.
microcarpum Mart., T. speciosum Willd. ex Spreng., T. subicanum Mart., T. obovatum
Klotzsch ex Bernoulli., que sdo espécies silvestres, possuem poucos estudos no campo
da genética e biologia molecular o que dificulta pesquisas relacionadas a busca de novos
genes de interesse, inferéncias sobre a biologia e conservacdo. O T. cacao, como
espécie de maior importancia econémica, dispde de estudos desde a producdo (SILVA
NETO, 2001), elucidacdo de mecanismos fisioldgicos (JESUS, 1994), de filogenia
(ALVERSON et al., 1999) e principalmente estudos na area de genética e biologia
molecular e melhoramento (LOPES, 2011; ALLEGRE, 2012), onde foi possivel o
sequenciamento do genoma (ARGOUT, 2011), a descoberta da funcdo de genes
envolvidos nas mais diversas rotas metabllicas e principalmente 0s genes
correlacionados com a resisténcia a fitopatogenos (GESTEIRA, 2007; GRAMACHO,
2003; LEAL, 2006; SILVA, 2010 BORRONE, 2004; BROWN, 2005, LEMOS, 2010).
Desta forma, o T. cacao constitui-se como uma espécie modelo dentro do género
Theobroma.

Para iniciar alguns estudos dentro da genética, é necessario que algumas
informagdes sejam disponibilizadas. E um dado imprescindivel é a quantificacdo de
DNA nuclear, pois além de estar associado a diversas caracteristicas fenotipicas,
fisioldgicas e ecologicas das espécies € uma informacéo util na aplicacdo de marcadores
moleculares, pois é revelante nestes estudos o nivel de ploidia das especies. E tambem
na confeccdo de bibliotecas gendmicas, uma vez que o0 que tamanho do genoma
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determina o numero de cépias de um determinado gene para clonagem (LEITCH &
BEITCH, 2001)

De posse de algumas informagdes como o contetido do genoma, é possivel entéo
a aplicacdo de estudos moleculares em espécies silvetres. Nos ultimos anos, o foco das
pesquisas com marcadores moleculares e ensaios de expressdo génica tem gerado um
volume de informacgdes valiosas. A interacdo-planta patdgeno e a maquinaria génica
envolvida é um ponto a ser muito explorado pelos geneticistas, devido a presenca de
genes com fungdes desconhecidas e a busca por novos genes de interesse (PFLIEGER
et al, 2001; BARBIERI et al, 2001). O uso de EST-SSR, marcadores de alta resolucéo
derivados de sequéncias expressas, vem sendo uma técnica bastante utilizada para estes
fins, assim como a quantificacdo da expressdo génica diferencial a partir de ensaios
envolvendo a técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) (SANTOS et al,
2012; GARCIA et al, 2011; LOPES et al, 2010)

Na Ultima década o Cupuagu vem ganhando grande destaque na inddstria
alimenticia, despontando como principal produto o cupulate, chocolate produzido a
partir das sementes que é muito apreciado pelos consumidores em geral (ALVES, 2010;
SETEC 2007). Muito outros produtos derivados do cupuagu como doces, geleias, tortas,
sucos e polpas adentram o mercado consumidor do Brasil com amplas perspectivas de
geracdo de lucros.

O incentivo ao cultivo do cupuacu, que ocorre em regides de floresta ombréfila
densa, ndo é somente pela geracdo de renda, mas também por se tratar de um sistema de
cultivo que permite a conservacdo da mata (SETEC, 2007). No entanto, assim como a
lavoura cacaueira, que sofreu grande declinio devido ao ataque do M. perniciosa 0
Cupuacu também sofre com a infeccdo, que afeta diretamente a produtividade e
consequentemente a economia regional, uma vez que a demanda de importacdo e
exportacdo do Cupuacu vem crescendo significativamente nos ultimos anos (ALVES,
2010, FRAIFE, 2000).

Como os estudos de base genética no género Theobroma e principalmente na
cultura do cupuagu ainda s&o muito escassos, 0 presente estudo objetivou estimar o
tamanho do genoma de sete espécies do género Theobroma, a fim de que essas
informagdes subsidiassem o uso de marcadores moleculares no melhoramento genético,
e, caracterizar através de marcadores EST-SSR uma populagdo segregante quanto a
resisténcia a vassoura-e-bruxa e testar a transferéncia dos mesmos para as demais
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especies do grupo. No contexto da interacdo M. perniciosa x T. grandiflorum, o presente
estudo foi realizado com os objetivos de quantificar a expressdo génica diferencial do
EST/gene TgORFX1-3’ de dois gendtipos de T. grandiflorum em resposta a infecgdo
por M. perniciosa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO Theobroma L.

2.1.2 Descricéo boténica e aspectos econémicos

O género Theobroma, pertencente a familia Malvaceae, € um género tropical
nativo da América do Sul, compreendendo cerca de 22 espécies (KENEDDY, 1995),
classificadas em seis sessdes: Andropetalum (T. mammosum Cuatr. & Leon);
Glossopetalum (T. angustifolium Mogifio & Sessé, T. canumanense Pires & Froes, T.
chocoense Cuatr., T. cirmolinae Cuatr., T. obovatum, T. sinuarum, T. sionosum, T.
stipulatum, T. grandiflorum, T. hylaeum Cuatr., T. nemorale; Oreanthes (T. bernoilli, T.
geaucum, T. speciosum, T. sylvestre, T. velutium); Ritidocarpus (T. bicolor);
Telmatocarpus (T. gileri, T. microcarpum,) Theobroma (T. cacao) (VENTURIERI,
1993)

O Brasil possui representantes de todas as sec@es que foram estabelecidas por
Cuatrecasas (1964) com excecdo de Andropetalum, que tem ocorréncia apenas na Costa
Rica, segundo o autor as espécies brasileiras ocorrem todas na Amazbnia (T.
grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. speciosum, T. sylvestre, T. microcarpum,
T. bicolor e T. cacao) (VENTURIERI, 1993).

A maioria das espécies amazonicas do género Theobroma produzem frutos
comestiveis das quais podemos citar: T. cacao, T. obovatum, T. subincanum, T.
speciosum, T. grandiflorum, T. bicolor (VENTURIERI & AGUIAR, 1988).
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As sementes de Theobroma séo ricas em amido (15%), proteinas (15%) e 0leos
(50%), por esta razdo sdo consideradas um alimento substancial. A partir de suas
sementes é possivel fabricar chocolate, mas apenas o T. cacao possui a presenca de um
oleo volatil que confere um sabor caracteristico, além de possuir um teor de 1,5 a 3% de
teobromina, um composto alcaloide estimulante do sistema nervoso central com
propriedades semelhantes a cafeina (CUATRECASAS, 1964; VENTURIERI, 1994;
COHEN, 2009).

A importancia deste género para a regido amazonica deve-se principalmente ao
cupuacu (T. grandiflorum) e ao cacau (T. cacao), traduzida pelo consumo de seus
derivados sob as mais variadas formas por todo o mundo (PURDY; SCHMIDT, 1996).
O cupuagcu, restringia-se a agricultura familiar até a década de 80 (EMBRAPA, 1999),
dados dos ultimos anos revelam que na Amazonia Brasileira o cupuagu possui mais de
20.000 hectares plantados e com producdo em torno de 55.000 toneladas de fruto, o que
corresponde a aproximadamente 17.000 toneladas de polpa (IBGE/LSPA, 2010) De
acordo com dados da SETEC (2007), a média de produtores de cupuacu no Brasil chega
a 170 mil pessoas, gerando, aproximadamente, 220 mil empregos diretos e indiretos.

A producdo de polpa na Bahia é estimada em 300 toneladas, cujos principais
municipios produtores sao Ilhéus, Camamu, Itubera, Nilo Pecanha, Taperod, Valenga e
Una (FRAIFE, 2010). Por ser uma espécie de boa adaptacdo ao cultivo sombreado é
realizado em consorcios com outras arboreas, permitindo 6timos resultados de cunho
econémico e ambiental (FRAIFE, 2000).

O consumo do cupuagu, ndo se restringe as fronteiras brasileiras, segundo dados
da SETEC (2005), no primeiro semestre de 2005 o Brasil exportou 50 toneladas de
polpa para o Japdo, Paises Baixos, Reino Unido, Alemanha, Estados Unidos, Argentina,
Bolivia e Paraguai. A sua ampla utilizacdo comercial, vai desde o uso da polpa para
producdo de doces, geleias, sucos, compotas, licores, bombons e tortas; da utilizacdo da
casca rigida onde sdo montadas pecas de artesanato; até o beneficiamento da semente
que possui propriedades quimicas semelhantes ao cacau, possibilitando assim a
confeccdo do cupulate, um chocolate fino de Otima aceitagdo no mercado e de
achocolatados de excelente qualidade em termos de sabor (NAZARE et al. 1990;
COHEN & JACKIX, 2005; VASCONCELOS 2003).

O elevado prego de mercado impulsionou uma frenética expansao do seu plantio
em escala comercial com um excedente expressivo de producdo de améndoas. Somente
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a Cooperativa Agricola de Tomé-Acu - CAMTA, no ano 1998, produziu naquela safra
400t de améndoas secas. Considerando ser aquela cooperativa a maior do estado,
agregando cerca de 10% da producdo de cupuacu do estado do Para, estimou-se que
cerca de 4.000 toneladas de améndoas secas foram produzidas naquele estado
(VENTURIERI, 1999).

A cultura do cacaueiro além de ser um dos principais componentes econdmicos
nas regides onde é cultivada, também exerce um papel importante na preservagdo
ambiental tanto pela extensdo, como por seu sitema agroflorestal representar o maior
indice de espécies por hectare e elevado nimero de plantas endémicas, pois seu cultivo
associado com arvores nativas tem auxiliado na manutencéo da fauna e flora de biomas
ameagados, como a Mata Atlantica e a floresta Amazonica (LOBAO et al., 2007;
SILVA, 1997).

Os demais representantes do género, o T. speciosum, T. subicanum, T. obovatum
e T. microcarpum, exceto T. bicolor que se constitui na terceira espécie mais cutivada,
ainda ndo foram domesticados, no entanto seus frutos sao apreciados na regido Norte do
Pais. Apesar do potencial apresentado pelas espécies do género, reassalta-se ainda a
necessidade de aumentar o conhecimento sobre varios aspectos da biologia. O
desmatamento acelerado da Amazonia aliado ao rapido e indiscriminado processo
extrativista pode acelerar a perda do patrimdnio genético, o que se torna grave pelo
desconhecimento que temos da abrangéncia deste patriménio e do seu valor atual ou
futuro (RANKIN-DE-MERONA; ACKERLY , 1987)

A conservacdo dos recursos genéticos das espécies amazOnicas do género
Theobroma € de extrema importancia uma vez que consiste no reservatério de genes
para a espécie T. cacao. A preservacdo de germoplasma pode ser feita através de
repositorios ativos de germoplasma, em cole¢bes ex situ e/ou in situ, que quando
apropriadamente manejados podem preservar o potencial evolutivo das espécies
(DEBOUCK, 1993 apud VENTURIERI, 1998). As sementes de Theobroma assim
como a maioria das sementes de espécies tropicais sdo recalcitrantes tornando assim a
conservacao in situ a melhor alternativa.

Atualmente os dois principais bancos ativos de germoplasma de espécies afins
ao cacau sdo a colecdo “George Basil Bartley”, pertencente a Comissao Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira- CEPLAC no municipio de Ananindeua - PA e a colecdo
“George Addison O’Neill” pertencente a Embrapa Amazonia Oriental- CPATU, na

18



cidade de Belém — Para. O Banco Ativo de Germpoplasma do Cacau é situado nas
dependéncias da CEPLAC- CEPEC, no municipio de llhéus, Ba e na Amazobnia na
CEPLAC- ERJOH, os quais complementam-se, possuindo acessos coletados no Brasil e

de diversos outros Paises, possuindo desta forma ampla variabilidade genética.

2.2 Problemas fitopatoldgicos

2.2.1 Vassoura-de-bruxa: Histérico da doenca e ciclo de vida do fungo
Moniliophthora perniciosa.

Diversos patdgenos de etiologia variada sdo capazes de infectar o cupuaguzeiro e
outras espécies do género (DIAS NETO, 2001). As doencas mais comumentes
encontradas sdo atracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, a
mancha de Phomopsis, causada pelo fungo Phomopsis sp e ainda ocorrem outras
doengas com menos incidéncia na cultura como podriddao negra dos frutos e morte
progressiva (Lasiodiplodia theobromae), mancha parda (Calonectria kyotensis),
podriddo do pé (Phytophthora palmivora), queima-do-fio (Ceratobasidium stevensii),
podriddo branca das raizes (Rigidoporus lignosus), mancha de Rhizoctonia (Rhizoctonia
sp.), requeima de mudas (Phytophthora sp.), podriddo vermelha da raiz (Ganoderma
philipii) e mancha de alga (Cephaleuros mycoidea) sp., (BENCHIMOL, 2004).

No cacaueiro a producdo € severamente reduzida por trés doencas flngicas:
moniliase (causada por Moniliophthora roreri (Cif & Par.) (EVANS et al. 2002),
podriddo parda (causada por Phytophthora spp.) e a vassoura de bruxa (causada por
Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Mora (AIME & PHILLIPS-MORA, 2005).
A importancia econémica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para regiao,
dependendo das condigdes climéticas de cada safra.

Dentre todas as doengas, a vassoura-de-bruxa deteve mais atengdo por ter se
constiuido em uma das principais causas do declinio de plantacdes de cupuagu e cacau ,
chegando a perdas de 20 a 90% da producdo (DIAS & REZENDE, 2001; ALVES,
2010).
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A vassoura-de-bruxa é endémica da planicie Amazbnica e possui ampla
distribuicdo nos paises cacauilcutores das Ilhas do Caribe, América do Sul e Panama. A
enfermidade foi constatada por Went em 1940, que descreveu a ocorréncia em 1895 no
Suriname. A doenca foi disseminada pelo continente Americano dado a sua grande
severidade (MOREIRA, 2006). Com a expansdo das areas de plantio de cacau e mais
recentemente de cupuacu, a doenga se tornou comum dentro das culturas, causando
perdas anuais e consequentemente danos a economia regional (SOUZA, 2007). O fungo
também infecta o T. bicolor, T. subicanum, T. speciosum, T. microcarpum, T.
obovatum, o género Herrania e algumas espécies da familia Solanacea (HOLLIDAY,
1980; TOVAR, 1991; SUAREZ & DELGADO, 1993).

Na Bahia, maior regido produtora de cacau do Brasil, a vassoura de bruxa é
considerada o maior problema fitopatoldgico da cacauilcultura. Quando foi introduzida
em 1989 na regido Sul da Bahia (PEREIRA et al 1989; TREVIZAN & SILVA,1995),
em pouco tempo a doenca rapidamente alcancou proporgdes epidémicas,
principalmente, devido a suscetibilidade do hospedeiro e as condic¢fes climaticas
altamente propicias ao desenvolvimento e persisténcia do patdégeno (LUZ et al., 1997).
A reducdo acentuada da producdo nacional teve como cosequéncia a interdicdo do
quarto maior parque moageiro de sementes do Brasil, instalado no estado da Bahia.
Assim, a partir de 1997, o Brasil passou a importar o produto (PERES FILHO,1998).

Alguns autores sugerem que as infec¢des nos cacaueiros da Amazoénia poderiam
ter se originado de populacdes do fungo associados ao cupuaguzeiro, sendo assim
considerado o hospedeiro priméario do M. perniciosa (VIEIRA, 1942; GONCALVES,
1965). Apesar do cacaueiro e cupuaguzeiro estarem convivendo em areas vizinhas na
Bahia, somente em 1997, oito anos apds o aparecimento da doenca na regido, houve a
primeira ocorréncia da vassoura de bruxa no cupuaguzeiro.

A doenga ataca os ramos, almofadas florais e frutos em desenvolvimento,
causando hipertrofia, estas estrutras murcham e morrem. A hipertrofia é acompanhada
de brotacdo intensa de gemas laterais, dando a caracteristica de uma vassoura, 0 sintoma
caracteristico da doenca (BAKER & CROWDY, 1943). Deste modo a atividade
fotossintética e produtiva da planta é severamente afetada (BASTOS, 1990; LIMA,
1998).

O agente etioldgico, o fungo M. perniciosa (AIME & PHILLIPS-MORA, 2005),
afeta diretamente a fecundidade, o crescimento, a habilidade adaptativa, e no caso de
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especies arboreas, a longevidade (PURDY & SCHMIDT, 1996). Possui ciclo de vida
hemibiotrofico dividido em duas fases, sendo a primeira fase parasitica (monocariotica)
constituindo-se de micelio priméario com crescimento intercelular originado a partir dos
basidiésporos (STAHEL, 1915; QUEIROZ et al., 2003).). Na segunda fase, a
saprofitica, o micélio apresenta grampos de conexdo e crescimento intracelular e
intercelular (EVANS, 1980).

A fase parasitica € caracterizada pela infecgdo dos tecidos meristematicos, 0s
basidiocarpos, estrutura sexual do fungo, liberam durante a noite os basididsporos, 0s
propagulos infectivos que s@o dispersados através do vento e chuva. A germinacdo dos
basidiosporos ocorrem na superfice das cuticulas e base de tricomas, ocorrendo a
emissdo de tubos germinativos, sem a formacdo de apressorios. Estas estruturas sdo
capazes de penetrar nos tecidos meristematicos e as principais consequencias sao 0
entumecimento dos tecidos infectados (PURDY & SCHMIDT, 1996). O micélio
biotréfico do patdgeno coloniza todo o tecido e cresce intercelularmente por
aproximadamente trés semanas. A presenca do fungo induzird continuo crescimento, e
com 30 dias é possivel visualizar os sintomas (SUAREZ, 1993; SUAREZ &
DELGADO, 1993). Apos esta fase, o fungo passa para a fase saprofitica, na quais o0s
tecidos infectados entram em processo de necrose, nesta etapa inicia-se a dicariotizacao,
surgindo hifas com grampos de conexdo. O micélio saprofitico do fungo € capaz de
sobreviver por varios anos no interior dos tecidos infectados (vassouras vegetativas,
frutos e folhas), que quando expostos aos efeitos alternados de chuva e sol,
frutificam na forma de basidiomas (que produz basidiosporos), e recomecam o ciclo
(BASTOS, 1990; NIELLA et al., 1999).

A liberacdo dos basididsporos, processo reprodutivo do M. perniciosa, ocorre
preferencialmente a noite, estando associada a queda de temperatura e ao aumento da
umidade relativa do ar, sendo disseminados pela corrente dos ventos. Os basidiésporos
sdo liberados através de um mecanismo explosivo. Os mesmos tém vida curta, de
sensibilidade a luz e em condicGes naturais ndo sobrevivem mais que uma hora. A
disseminacdo também pode ocorrer através da agua e do transporte de material
bioldgico contaminado (GARCES, 1947).
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2.2.2 Controle da vassoura-de-bruxa no cupuaguzeiro e cacaueiro

A doenca é controlada por meio de técnicas que visam minimizar a
disseminacdo do fungo através controle quimico, adubacdo, controle de niveis de
sombreamento, podas profilaticas, dentre outros métodos, sendo estes aliados ao fator
resisténcia do genotipo ao ataque do fitopatogeno (CRUZ et al., 2000; CRUZ &
ALVES, 2001).

O melhoramento genético destinado a resisténcia sofre influencias de caracteres
do hospedeiro e também por fatores do patégeno. Em culturas perenes o acimulo de
genes de resistencia € um fator limitante para evitar ou retardar a infeccdo por
fitopatogenos (DIAS, 2001; RIOS-RUIZ, 2001).

O emprego de gendtipos resistentes e de alta produtividade desenvolvidas em
programa de melhoramento genético do cupuaguzeiro e do cacaueiro é a alternativa
mais recomendada para se manejar a vassoura de bruxa (PINTO; PIRES 1998). Nesse
sentido o Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) tem desenvolvido um programa
focado na gestdo integrada da doenca, que incluem a melhoria do nivel de resisténcia e
durabilidade das novas variedades comerciais (Lopes et al 2012; Pires et al 2013)
visando inserir fontes de resisténcia distintas do Scavina 6 (fonte principal da resisténcia
utilizada), para dificultar a evolucdo do patdgeno em respeito ao aumento de sua
eficiéncia em provocar danos nos materiais resistentes, garantindo a diminuicdo da
pressdo de selecdo do fungo e assim a durabilidade da resisténcia do cacau.

O programa de Melhoramento Genético do Cupuaguzeiro da Embrapa
Amazonia Oriental ja desenvolveu variedades resistentes ao ataque do fungo, a exemplo
da cultivar C174, mas dada a capacidade evolutiva do fungo em burlar os mecanismos
de defesa da planta e conseguir coloniza-la, existe portanto, a necessidade de um
material com ampla base genética e com diversas fontes de resisténcia para que haja
sustentabilidade bioldgica e econémica (BANDEIRA, 2006).

2.3 Estudos genéticos do género Theobroma
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2.3.1 Interacgdo planta vs Patogeno

A resisténcia contra patdogenos em plantas € muito comum, a ocorréncia da
doenca é particularmente uma excecdo a regra (BARI & JONES, 2009), fato explicado
aos diversos mecanismos de defesa das plantas. No entanto, existem mecanismos de
defesa que sO sdo ativados apds as plantas serem expostas a algum estresse, sendo ele
bidtico ou abiotico. Nesse caso, a resisténcia é dita induzida, as agressdes sofridas vao
sinalizar a ativacao de genes de defesa e sua alta capacidade de adaptacdo permite que
sobrevivam, mesmo tendo muitas vezes seu desenvolvimento prejudicado (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Sendo assim, mecanismos que envolvem o
reconhecimento do patégeno desencadeiam respostas celulares no intuito de conter a
colonizacdo pelo patdgeno, E as interacdes entre plantas e microrganismos ou fatores
abioticos sdo definidas a partir de um reconhecimento, com posterior transdugdo do
sinal externo, ativacdo de mensageiros secundarios e expressao de genes especificos
(LEITE et al., 1997).

Uma das caracteristicas marcantes da resposta de defesa € a liberacdo de
compostos toxicos, de maneira rapida e localizada, com o proposito de lesionar a parte
afetada e também provocar a morte do patdégeno (AGRIOS, 2004). Durante a interacdo
planta-patdgeno a atividade do patdgeno consiste na colonizacdo do hospedeiro e
utilizacdo de seus nutrientes. A planta por sua vez, decteta a presenca do patdgeno e

langa mecanismos de defesa para tentar conter a invasdo (WAN et al., 2002).

2.3.2 Tamanho do genoma

Todas as espécies do género apresentam 2n = 20 com Cromossomos pequenos
medindo ca. 1.5 mu predominantemente meta ou submetacéntrico, com a ocorréncia de
diploides e tetraploides (DAVIE, 1935; DANTAS & GUERRA 2009). Figueira et al em
1993 publicou o tamanho o genoma do T. cacao, com valor aproximado de 430Mpb.
Para as demais espécies do género este dado é desconhecido, o que dificulta estudos de
ordem genético-molecular, ja que o dado de conteddo de DNA nuclear € essencial em
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estudos evolutivos e principalmente para estudos ligados a marcadores moleculares que
refletem no melhoramento genético de espécies de importancia econémica
(LOUREIRO, 2010; KAWARA, 1999; VERMES, 2000; OCHATT, 2008)

De acordo com Gregory, 2005, a estimacdo do tamanho do genoma é
considerado um dado imprescindivel dentro dos estudos envolvendo a caracterizacdo do
material genético ou estudos de biologia molecular e de inferéncias a respeito de
historias evolutivas e filogenéticas. A citometria de fluxo teve inicio no ano de 1950 e
sua principal utilizacdo era para contagem e andlise de células sanguineas (CORTE-
REAL et al. 2002). Nos ultimos anos a técnica tem ganhado destaque no estudo de
plantas, apresentando vérias possibilidades de aplicacGes, dentre elas a quantificacdo do
tamanho gendmico (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007).

O aparelho utilizado na medicdo de particulas em suspensdo, o citometro de
fluxo, avalia a intensidade relativa de fluorescéncia de nucleos isolados a partir de
células obtidas de tecidos que ndo estejam em desenvolvimento (DOLEZEL &
BARTQOS, 2005). Loureiro et al. 2007 descreve a metodologia empregada para a
medicdo de genomas em plantas: os nucleos sdo isolados por maceracdo dos tecidos
foliares jovens e sadios. S@o necessarios aproximadamente 10.000 nucleos para a
realizacdo da medicdo, esta quantidade é obtida a partir de 50 mg de tecido vegetal
fresco. Em seguida os nudcleos sdo corados com fluorocromos DNA-especificos e a
amostra é entdo inserida no citometro, a fluorescéncia emitida de cada nucleo é
proporcional ao conteddo de DNA.

O tamanho do genoma de muitas espécies ja foram estimados, de acordo com
Bennett e Leitch (2012) e Gregory (2012), estdo disponiveis os valores 1C de 4.995
espécies de plantas e 1.653 espécies de animais. Visto que muitos esforcos ja foram
deflagrados em funcdo da conservacdo de espécies amazébnicas, o conhecimento
cientifico para respaldar essas iniciativas ainda sao insuficientes (KERR & CLEMENT,
1980; SCHULTES et al, 1979). Sendo assim, o Cupuaguzeiro consite em uma espécie
que os estudos voltados para a biologia floral, fluxo génico e principalmente a
quantificacdo da variabilidade genética (ALVES, 2012) e caracterizagdo do genoma

ainda sdo escassos.
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2.3.3 Marcadores Moleculares SSR deverivados de ESTs e transferabilidade entre

espécies

Com a aplicacdo de ferramentas moleculares no ambito do melhoramento
vegetal é possivel elucidar e explicar sobre as diferencas presentes no DNA, e o quanto
as mesmas podem afetar o fenotipo. Os marcadores moleculares se inserem neste
contexto consistirem em ferramentas informativas, capazes de detectar polimorfismos
genéticos em qualquer estadio de desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de
células ou tecidos e a identificacdo de gendtipos sem influéncia ambiental (FALEIRO,
2007).

Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeat) consistem em
sequéncias repetidas em tandem compostas por um a cinco nucleotideos e seus
fragmentos de repetigdo variam de 10 a 60 pb. Estes marcadores sdo comuns nos
genomas eucariotos e variam de 30 a 90% de acordo com a espécie (WILEY; SONS,
2012). Estes marcadores apresentam ampla variabilidade genética, as quais sdo
provenientes de variagdes no numero das repeticoes, e isso ocorre devido tanto a erros
da DNA polimerase durante a replicagdo do DNA, quanto da ocorréncia de crossing-
over desigual (HANCOCK, 2000). Apesar dos marcadores SSR serem espécie-
especificos, apresentam vantagens como alta taxa de tranferibilidade entre espécies
aparentadas e até mesmo entre géneros da mesma familia, fato este devido a
conservacdo das regides flanqueadoras dos SSR (CHOUMANE, et al 2004;
GUTIERREZ, et al 2005). Estes marcadores tem ganhado destaque dentro da gama
existente de marcadores moleculares (SCHOLTTERER, 2004).

O conhecimento das sequéncias de nucleotideos do DNA ¢é uma etapa primordial
para a compreensdo da estrutura e funcionamento de dado organismo. Dentre as
técnicas atuais que objetivam a identifcacdo de genes, a metodologia de Etiquetas de
Sequéncias Expressas (ESTs) despontam com uma estratégia promissora, capaz de
identificar genes expressos em determinadas condi¢Oes e fases de desenvolvimento
distintas (JORGE, 2002)

Os ESTs sdo sequéncias parciais de uma das extremidades da molécula de
cDNA (DNA complementar), provenientes do sequenciamento de clones de uma
biblioteca de cDNA. Correpondem, portanto, a um mRNA (RNA mensageiro) os quais
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contétm as informacbes para a codificacdo das proteinas e estdo diretamente
relacionados com genes funcionais. A utilizagdo dos EST’s, vem sendo desde entdo o
método mais rdpido e eficaz na identificacdo de sequéncias codificadoras A
Comparacdo das frequéncias de ESTs em diferentes bibliotecas podem resultar na
expressao génica diferencial e identificacdo de genes envolvidos em caracteres de
interesse (RUSSELL, 1992 ; MEYERS et al., 2004; MATSUBARA & OKUBO, 1993;
EWING et al., 1999).

O desenvolvimento de SSRs derivados de ESTs (EST-SSR) pode ser um
processo oneroso para espécies que ndo possuem bibliotecas de ESTs. Mas estes
marcadores também podem ser gerados a partir da mineragdo de dados em bancos de
sequéncias expressas (Expressed Sequence Tags database- NCBI) para espécies
aparentadas (WANG, et al 2005). Ou ainda pode-se transferir estes marcadores para
espéecies do mesmo género e até mesmo entre generos da mesma familia, assim como 0s
SSR. Assim os EST-SSRs de espécies amplamente estudadas podem ser usados em
espécies com poucas informagdes. Sendo assim os ESTs-SSR constituem em uma
alternativa de marcadores que se destacam por estarem relacionados com marcas de
interesse previamente selecionadas, como a resisténcia a algum fitopatdgeno e por
serem falcilmente tranferiveis para espécies filogeneticamente proximas (LIU et al.,
1999; SCOTT, 2001).

As Ultimas pesquisas no campo da genémica investiram esforcos para
construcdo de bibliotecas de cDNA com o objetivo de identificar EST para auxiliar na
identificacdo e caracterizacdo de genes em genomas complexos. Foram obtidos diversos
marcadores derivados de EST’s associados a resisténcia do cacaueiro & vassoura-de-
bruxa, a exemplo dos trabalhos de Argout, et al 2008, Leal Jr et al, 2007, Lima et al
2008, Lima et al 2010. Estes marcadores, portanto, podem oferecer beneficios incluindo
a ampla abrangéncia em diversos estudos além da tranferibilidade facilitada entre
espécies solucionando analises onde recursos disponiveis sdo limitados (ELLIS;
BURKE, 2007).

2.3.4 Analise da expressao génica por PCR em tempo real
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O PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) difere de um PCR convencional
por ser capaz de quantificar o produto de uma reacdo a cada ciclo a partir da utilizagdo
de um sinal fluorescente, especifico (sondas marcadas) ou ndo especifico (intercalantes
de DNA). Desta forma, é possivel acompanhar a amplificacdo durante a fase
exponencial da reacdo e estimacdo da quantidade de material presente nas amostras
(GACHON et al., 2004). O método de deteccdo chega a ser de 10.000 a 100.000 vezes
mais sensivel que ensaios de protecdo com RNase e 1.000 vezes mais sensivel que a
hibridizacdo dot blot. A quantidade de amostra necessaria para a reacao também é um
fator positivo, exigindo pouco material. A desvantagem consiste apenas no alto preco de
seus reagentes e equipamentos (WONG & MEDRANO, 2005).

O RT-gPCR é capaz de quantificar os niveis de transcricdo de genes de
interesse, caracterizando desta forma a resposta do estado e estresse fisiologico de
organismos (DESROCHE et al., 2005). Por sua sensibilidade, especificade, acurécia,
alta reprodutibilidade e por dispensar técnicas de biologia molecular, como a confeccéo
de géis de agarose ou poliacrilamida, embora 0 método dependa de homegeneidade nos
ensaios. (GACHON et al., 2004; WONG & MEDRANO, 2005 BUSTIN, 2000;
SHIPLEY, 2006; BUSTIN, 2009). Os métodos de analise experimental podem ser a
quantificacdo absoluta ou relativa, a quantificacdo absoluta aponta um nimero preciso
de copias de um gene alvo geralmente por relacionar o sinal de PCR obtido com uma
curva padrdo. A quantificacdo relativa utiliza o sinal do transcrito do alvo em um
determinado tratamento e relaciona a uma condi¢do controle. O método 2-AACt € uma
forma indicada de se analisar mudangas relativas na expressdo génica (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

A quantificacdo relativa tem possibilitado o desenvolvimento de grandes
trabalhos no ambito da interacdo planta-patdgeno, a identificacdo de novos genes
envolvidos com a defesa contra fitopagenos tem sido amplamente explorada. Em
culturas poucos estudadas como 0 cupuagu O interesse € maior, pois se tratando de
espécies domesticadas a pouco tempo € provavel que haja uma maior diversidade
génica. Varios estudos de expressdo génica com o RT-qPCT tem sido realizados na
cultura o cacau. Tessuti, 2009 analisou a composi¢do de acidos graxos nos frutos de
cacau de genes relacionados a via metabolica de acidos graxos e triglicerideos durante o
desenvolvimento de sementes, com o intuito e selecionar genes para estudar embrides
provenientes de diversos tecidos e cacau. Shi, et al 2010, analisou via RT-gPCR o0 gene
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NPR1, que esta ligado a respostas de defesa e regulacdo, na cultura do cacau, onde
constatou que a ativagdo do referido gene resulta no aumento da expressédo de mais de
2000 genes de defesa da planta contra fitopatdgenos.

Pode-se concluir que a analise em larga escala a expressao génica é considerado
um pré-requisito para estudos funcionais e de selecdo assisida por marcadores,
resultando em estudos que fornecem informacdes valiosas para entender os mecanismos

de interacdo planta x patdgeno.
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3.CAPITULO 1

Tamanho do genoma e caracterizacdo de marcadores EST-SSR no género

Theobroma L. (Sterculioideae, Malvaceae)

Resumo

O tamanho do genoma é uma informacdo que pode auxiliar muitos estudos genéticos,
como no uso de marcadores EST-SSR, no entanto este dado é desconhecido para a
maioria das espécies de angiospermas. Sendo assim este estudo teve como objetivo
quantificar o conteido de DNA de espécies do género Theobroma e caracterizar por
meio de EST-SSR uma populacdo de T. cacao e avaliar a transferabilidade destas
marcas entre gendétipos das demais espécies silvestres do género. O conteldo de DNA
nuclear das espécies de Theobroma foram estimados como sendo 2C = 0,924 para T.
bicolor, T. obovatum. T. microcarpum, T. speciosum, 2C = 0,917 para T. grandiflorum e
2C = 0,933 para T cacau. Constatou-se que o0 genoma destas espécies de Theobroma séo
relativamente pequenos se comparado com a maioria das Angiospermas e relativamente
conservados ao longo de sua evolugdo, corroborando com os dados encontrados com 0s
marcadores EST-SSR. Foram encontrados 11 loci (60%) polimérficos e 9
monomorficos (40%) entre os individuos de T. cacao analisados neste estudo. Para as
demais espécies os loci foram transferiveis nas seguintes taxas: 75% amplificaram em
T. grandiflorum, 75% em T. subicanum, 90% em T. obovatum, 60% em T. bicolor, 50%
em 35% T. speciosum, 35% T. microcarpum. O contetdo de informacdo polimdrfica
(PIC) de cada primer, excluindo-se os loci monomérficos, variou de 0,05 (msestR20-4)
a 0,61 (ESTSSR 1). O conjunto de EST- SSRs validados sera um ferramenta Util para o
estudo da diversidade funcional de populacGes e para a realizagdo de estudos de
mapeamento de associacdo para o T. cacao. Os marcadores EST-SSR aqui testados
representam uma ferramenta para estudos de diversidade genética e melhoramento
genético, auxiliando na construcdo de mapas genéticos e identificacdo de eventuais
QTL’s.

Palavras-chave: tamanho do genoma, citometria de fluxo, EST-SSR, género
Theoboma
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1. Introducéo

As vinte e duas espécies descritas para 0 género Theobroma sao tipicamente
Neotropicais e encontram-se distribuidas na Floresta Tropical Uumida no hemisfério
ocidental. Na Amazonia brasileira é possivel encontrar nove delas, as quais produzem
frutos comestiveis, e as améndoas, de pelo menos cinco, sdo utilizadas na confecgdo de
chocolate (VENTURIERI, 1993; FALCAO, 1993).

As culturas de maior interesse dentro do género, Theobroma cacao L. e T.
grandiflorum Schum, sdo acometidas por doencgas flngicas. A vassoura-de-bruxa,
causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005)
consiste um dos principais problemas enfrentados pelas culturas (DIAS, 2001; EVANS
et al., 2002). Desde que a doenca tomou proporcdes devastadoras no Sul da Bahia e
demais regides (PEREIRA et al., 1988), estudos priorizam estratégias que visam a
obtencdo de gendtipos resistentes ao fitopatégeno (CEPLAC, 2013).

Existem muitos estudos envolvendo o T. cacao devido a sua importancia
econbmica, incluindo principalmente pesquisas voltadas para a identificacdo de genes
de resisténcia as principais doencas da cultura (GESTEIRA et al, 2007, MICHELI et al,
2010, GRAMACHO et al, 2003). No entanto, para as demais espécies do género
diversas informacOes a respeito da biologia e aspectos genéticos sdo insuficientes ou
desconhecidos, por serem espécies ainda ndao domesticadas apresentam um repertorio
génico maior e possivelmente com distintos niveis de resisténcia a doencas, e assim
podem ser uteis no melhoramento de espécies cultivadas (KERR & CLEMENT, 1980;
JUNQUEIRA et al., 2005; SCHULTES et al., 1979). Dentre os diversos estudos que
podem ser realizados no campo da genética e biologia molecular podemos citar as
analises de tamanho do genoma e caracterizacdo a partir de marcadores moleculares. O
tamanho do genoma é um dado relevante dentro das analises que tém por objetivos
estudos evolutivos, sistematicos, taxonémicos e de biologia celular na deteccdo de
aneuploidias e processos de apoptose, além de fornecer relevantes informagdes para
trabalhos que envolvam sequenciamento, marcadores moleculares e construgdo de
bibliotecas genomicas, que refletem no melhoramento genético de espécies de
importancia econdmica (LOUREIRO, 2010; WARREN E CRAPTEN, 1991,
KAWARA, 1999; VERMES, 2000; OCHATT, 2008; GREGORY, 2005). Os
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marcadores moleculares do tipo microssatelites derivados de sequéncias expressas, 0S
SSR-EST, tem sido convenientes para a caracterizacdo de materiais vegetais de
interesse para 0 melhoramento genético e sdo também Gteis para 0 mapeamento de loci
de caracteristicas quantitativas (QTLs - Quantitative Trait Loci). Oriundas de regides
codificadoras, estas marcas sdo  mais conservadas entre populacfes e cogéneres,
possibilitando assim a transferéncia de conjuntos de marcadores para espécies
aparetandas (HAGRAS et al., 2005; AYALA-NAVARRETE et al., 2007, LU et al.,
2006; ROWLAND et al., 2003; SARGENT et al., 2007).

Diversos marcadores EST-SSR ja foram identificados para as mais diversas
culturas, a exemplo do cacau (LIMA et al., 2010), cereais como o Trigo (EUJAYL et
al., 2002) e o centeio (HACKAUF; WEHLING 2002) e para arbéreas como o café
(PONCET et al., 2006; AGGARWAL et al.,, 2007). Dado o seu elevado nivel de
transferéncia de uma espécie para outra (GUPTA; PRASAD 2009; LURO et al, 2008),
os marcadores EST-SSRs constituem em uma ferramenta Util para estudos de
diversidade, estudos funcionais e mapeamento comparativo entre espécies
(VARSHNEY et al . 2005).

O presente estudo objetivou estimar o tamanho do genoma das espécies de
Theobroma e caracterizacdo de genétipos de T. cacao com diferentes niveis de
resisténcia a vassoura-de-bruxa através de marcadores EST-SSR, bem como avaliagdo

da taxa de transferéncia nas demais espécies silvestres do género.

2. Metodologia

2.1 Amostras bioldgicas

Os gendtipos de cacau foram coletados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG-
Cacau) da comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira —CEPLAC/CEPEC,
Ilhéus, Bahia, Brasil. Os individuos de cupuacu, o0 C174 e o C1074 foram cedidos pela

equipe do Rafael Alves, Embrapa- Belém, PA. As espécies silvestres do género no
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Bloco E — CEPLAC/CEPC. Os acessos e numeros de individuos analisados sdo listados

na tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos gendtipos usandos na caracterizagao, transferabilidade de
marcadores EST-SSR e medicdo do tamanho do genoma.

Registro Espécies Genotipos Origem

1 T. cacao Forasteiro* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
2 T. cacao CEPEC 515* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
3 T. cacao UF20* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
4 T. cacao UF 667* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
5 T. cacao ICS 1* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
6 T. cacao ICS 100* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
7 T. cacao OC 61* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
8 T. cacao oc 67* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
9 T. cacao Pentagona* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
10 T. cacao Rim 24* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
11 T. cacao Scavina 6* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
12 T. cacao R1 Peru

13 T. cacao R2 Peru

14 T. cacao R3 Equador

15 T. cacao R4 nd*

16 T. cacao R5 Equador

17 T. cacao R6 Brasil

18 T. cacao R7 Venezuela

19 T. cacao R8 Equador

20 T. cacao R9 Trinidad

20 T. cacao R10* Trinidad

22 T. cacao R11 Colombia

23 T. cacao R12 Brasil

24 T. cacao R13 Peru

25 T. cacao R14 Brasil

26 T. cacao R15 nd

27 T. cacao R16 nd

28 T. cacao R17 Peru

29 T. grandiflorum Cl74 Belém-Para

30 T. grandiflorum C1074 Belém-Para

31 T. bicolor T. bicolor* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
32 T. microcarpum T. microcarpum* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
33 T. obovatum T. obovatum* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
34 T. speciosum T. speciosum* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
35 T. grandiflorum T. grandiflorum* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
36 T. subicanum T. subicanum* CEPLAC/CEPEC-IIhéus, Ba
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2.2 Medicao do genoma e analise de dados

Para a citometria de fluxo, uma suspensdo de nucleos a partir de folhas jovens,
foi preparado como descrito por Loureiro et al. (2007) utilizando o tampao WPB. Os
tamanhos do genoma foram estimadas usando um fluxo CyFlow SL citdmetro (Partec,
Gorlitz, Alemanha). O contetido de DNA final para cada adesao foi calculado com base
em pelo menos trés medicGes diferentes para cada planta. Como controle interno, folhas
jovens de Solanum lycopersicum "Stupicke™ 1,96 pg (Dolezel et al., 1992) (sementes
foram fornecidos pelo Instituto de Botanica Experimental, Olomouc, Republica Checa)
foram utilizados em todas as corridas. O software FloMax (Partec) foi utilizado para o
processamento de dados. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo

programa SISVAR. O tamanho do genoma foi Ajustado via Analise de covariancia.

2.3 Genotipagem

2.3.1 Loci microssatélites

Vinte marcadores do tipo microssatélite obtidos a partir de etiquetas de
sequéncias expressas (EST's-SSR) (LIMA et al, 2008; LIMA et al, 2010; LEMOS,
2010), foram usados para genotipagem das amostras, em gel de poliacrilamida corado

com nitrato de prata e encontram-se listados na tabela 2
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Tabela 2 Rela¢6es dos pares de primers, amplitude dos fragmentos amplificados e temperatura
de anelamento.

Locus Sequéncia (5'-3") Motivo de repeticdo Amplitude (pb) TA(°C) Referéncia

msEstR16-4 - 1 TCAATTCCAACACCAAAAC [AGJAN24[AGAJS[AAG]4 203 “TD60-48  Lemos, 2010
R: CTGATCTGGGTCTTTGTTCA

msEstR20-4 |- CTCAGAACATTTGCACATCA [GAJANA2[TAJ4 210 TD 60-48 Lemos, 2010
R: TACAGTTACCCCAAGGATGA

ESTSSR39 F: ACCCCTCAATCTCACACATA [CT]10 250 TD 60-48 Lima et al., 2008
R: GCTTGGCGCTCTTAGTATC

ESTSSR47 F: CTATGATTTCACTCCCCAAC [CT]10 228 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: ATCATAGCCTTATCGCATTC

ESTSSR60 F: GAGGAAGGGCTTAGTTTTAGAG  1-114N30[GAG]5 170 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: ATGGATCGGAGAGTATTAGGAT

msEstR16-8 | 11CTTGTCCTTCCCTCTCTC [CT]4N40[TC]4 230 TD 60-48 Lemos, 2010
R: CCAGTCAAAACACCTAACCA

msEstR13-1 - GACTGATGAGAGGGTAGCTGT  oqpqyg 190 TD 55-46 Lemos, 2010
R: AGTCCTCCTTTTCCTTCAAA

ESTSSR24 F GATTTCTTTTCTTCGCTTCC [CT}4 320 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: AGACTGGGTTTTAGCTCCAC

ESTSSR13 F: TGCTTAAGGAGGTGTTTGAC [AG]4 200 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: GAATCACCCTCCTTGATTTC

msEstR13-4 - AACCACAACCAAAGACAAAA  (oqgyg 160 TD 60-48 Lemos, 2010
R: ACTTTGGGTGGAAAATGAAT

msEstR13-5 |- CCCCAAAGAAGTTGGTTTTA 1o raN18[AG4 210 TD 60-48 Lemos, 2010
R: CTCAAATCTCTCCCTCCCTA

ESTSSR31 F: GACTGATGAGAGGGTAGCTCT 1614 [cTG)7 197 59,5 Lima et al., 2010
R: AGTCCTCCTTTTCCTTCAAA

msEstR20-5 - ACAAAATGTTCCATCCACAA [AG]7 245 TD 60-48 Lemos, 2010
R: GGAGAGGAAAGGCTACTTCA

ESTSSR1 F: CAGGCCTTTATTTGTCACAC [CT}4 160 56 Lima et al., 2010
R: TATTGTCGTCGCTGATACCT

msEstR13-3 - AATTCAAGCCCAAATCTACC [CAG]10 155 TD 60-48 Lemos, 2010
R: TGGAGACATGTTTCATAGGG

ESTSSR2 F: AGGGGTGTTTTTATTGTCGT [CT4[CT]4 210 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: TCTTCCTTTTCCTTTCATCC

ESTSSR6 F: CAATCTCAAACGCTCAAAAC [CT]4 [TGA] 4 194 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: TTGATCAGGGTTCTGTTGAC

ESTSSRY F: CGTTCAATCCTTCTCAGTTG [CT4[CT]4 260 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: CCATGGAAATTGCAGATAAC

msEstR16-2 - |AAACCTTCCATCTCCCATT [CAJ4[GA]3 210 TD 60-48 Lemos, 2010
R: TCCATAGCTCGCTTGAATTA

ESTSSRA49 F: AAGGACGATGAAGAGGAAAG  1aqyg 210 TD 60-48 Lima et al., 2010
R: ATTAGACACACACACGCACA
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2.3.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada no Laboratorio Fitopatologia Molecular do
CEPEC/CEPLAC, a partir de folhas em estagio intermediario de maturacao e sadias. O
protocolo utilizado foi 0 Matab proposto por Risteruchi (2000), com adaptacdes para as
demais espécies de Theobroma. Amostras de aproximadamente 300 mg de tecido foliar
foram maceradas com o auxilio de micro esferas metalicas em tubos eppendorfs, na
presenca de nitrogénio liquido. Foi adicionado ao macerado 800 pL do tampdo de
extracédo (1.4 M NacCl, 100 mM Tris HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 10 mM Na2S03, 1%
PEG 6000, 2% MATAB) pré-aquecido a 74°C. Ap6s uma hora em banho-maria, a
65°C, foram acrescentados 700 pL de cloroférmio-isoamilico (24:1) e as amostras
submetidas a centrifugacdo por 10 minutos, a 14.000 rpm, em microcentrifuga
Eppendorf a 24°C e os sobrenadantes retirados para novos tubos. Adicionou-se 700 pL
de isopropanol gelado e acondicionados a -20 °C por duas horas e centrifugado por 10
min, a 14000 rpm. Os pellets formados foram retirados com o auxilio de uma ponteira e
transferidos para novos tubos contendo 100uL de TE + RNAse na concentracdo de 40
pg/mL e colocado em estufa a 37 °C para atuacdo 6tima da RNAse. A andlise da
integridade e pureza das amostras de DNA foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 1 %, corado com gel red 1 ng/pL. A quantificacdo de cada amostra foi
realizada com o auxilio do espectrofotbmetro Picodrop Microliter UV/Vis
Spectrophotometer (Picodrop Limited, UK), de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante. As amostras tiveram suas concentragdes ajustadas para 1 ng DNA/uL e

foram conservadas a -20 °C.

2.3.3 Amplificacéo via PCR e genotipagem

O volume utilizado para reagdo foi de 20 puL, contendo 30 ng de DNA, 0,2
mmol.L-1 de cada primer, 2,0 mmol.L-1 de MgCl2, 0,2 mmol.L-1 de cada dNTP
(Ludwig Biotecnologia Ltda), 1X de tampdo e 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Ludwig Biotecnologia Ltda). Foi feito um gradiente a 56°C para obter a temperatura de
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anelamento dos primers e também foram testados com o protocolo touch down (TD).
Na reagdo de touch down houve 10 ciclos para denaturacdo a 94°C por 4 min,
anelamento do primer a 60-48°C usando 1°C de decréscimo, e extensdo a 72°C por 1
minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 48°C por 1 minuto,
e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e uma extensao final de 4 minutos a 72°C. Para a
reacdo com as temperaturas definidas através do gradiente foi utilizado 94°C por 2
minutos; 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, TA°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1
minuto e 30 segundos e extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os fragmentos obtidos
apos amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%,
usando como tampdo de corrida TBE 1X (89 mmol.L-1 Tris, 89 mmol.L-1 de &cido
borico e 2 mmol.L-1 EDTA). O gel de poliacrilamida foi corado com nitrato de prata de
acordo com Creste et al (2001) e Gramacho et al (2010). Utilizou-se como marcador de
peso molecular o ladder 10 pb (Invitrogen). Os fragmentos visualizados em gel de
poliacrilamida 6% tiveram os seus tamanhos comparados com o marcador de peso
molecular ladder 10 pb (Invitrogen). Bandas do ladder e os fragmentos tiveram as suas

alturas medidas, com uma régua milimetrada, do local de aplicacéo até a banda.

2.3.4 Anélise de dados

Para as andlises genéticas foram considerados trés grupos: (1) Theobroma cacao
com dezessete individuos, (2) Theobroma grandiflorum com dois individuos e (3)
espéecies silvestres de Theobroma com cinco individuos, esse parametros foram
definidos para comparacdes com base no taxon especifico. A diversidade de cada locus
foi caracterizada pelo nimero de alelos por locus (Na), e a heterozigosidade observada
(Ho) foram calculadas por meio do programa Genetix Ver. 4.05.2 (BELKHIR et al.,
1999). As estimativas dos parametros de diversidade genética também foram realizadas
por grupos. Foi calculado a distancia genética (D) entre os grupos estimados segundo
Nei (1972) no programa Genetix Ver. 4.05.2. As informacdes contidas em cada locus,
bem como o grau de polimorfismo deles (PIC), foram computadas por meio do software
CERVUS versao 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007).
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3. Resultados

3.1 Medicao do tamanho do genoma

A espécie Solanum lycopersicum ‘Stupické’ 2C = 1,96 pg foi escolhido como
padrdo primario para determinacdo do valor 2C das espécies de Theobroma, de acordo
com a disponibilidade de padrdes de referéncia (PRACA-FONTES et al., 2011) O
processamento das suspensfes nucleares por meio da citometria de fluxo geraram
histogramas cujos picos Gi/Gy do padrdo e das amostras puderam ser identificados
(Figura 1).
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Figura 1. Determinagdo do conteudo de DNA nuclear em T. cacao cv. ISC100 (A). Celulas
Solanum lycopersicum (B) foram incluidos como um padrdo interno. Nucleos isolado a partir de
folhas de cacau foram coradas com iodeto de propideo e analisados por citometria de fluxo

Os cortes foliares utilizados possibilitaram a obtencdo de nucleos intactos. Os
valores obtidos para cada espécie apresentaram coeficiente de variacdo (CV) de 4.064
conforme ¢ apresentado na tabela 1.
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Tabela 1. Analise de co-variancia para o tamanho do genoma..

Tamanho do genoma GL QM F P value
Species Theobroma 6 0.00037 0.2 0.9746
Standard sample 1 0.03131 0.26 0.6148
Cv=4,066%

A partir das andlises dos histogramas, evidenciou-se que os contetdos médios de
DNA nuclear das espécies de Theobroma foram de 2C = 0,924 para T. bicolor, T.
obovatum. T. microcarpum, T. speciosum; de 2C = 0.917 para T. grandiflorum; e de 2C
=0.933 para T. cacao. A partir da mensuragdo do tamanho do genoma em picogramas,
foi estimado o tamanho do genoma em pares de base para cada espécie e o valor 1C do

genoma (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho do genoma das espécies de Theobroma

Espécies Tamanho do genoma (valor 1C) Namero Mpb
T. cacao 0.4666 456
T. grandiflorum 0.4589 448
T. microcarpum 0.4624 452
T. obovatum 0.4624 452
T. speciosum 0.4624 452
T. bicolor 0.4624 452

3.2 Genotipagem

3.2.1 Transferabilidade dos primers

Os primers do presente trabalho até 0 momento ndo tinham sido testados em T.
cacao, representando assim, um novo conjunto de 20 primers para a cultura. Estes
marcadores microssatélites EST-SSR especificos para cacau foram genotipados em 24
individuos do género Theobroma. Foi preciso ajustar as temperaturas de anelamento
para alguns primers com o objetivo de ter uma melhor qualidade na amplificacdo dos
produtos de PCR. Os vinte EST-SSR produziram alelos informativos, sendo que 11

(60%) polimorficos e 9 monomorficos (40%) para os individuos de T. cacao. Para as
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demais especies os locus foram transferiveis nas seguintes taxas: 75% amplificaram em
T. grandiflorum, 75% em T. subicanum, 90% em T. obovatum, 60% em T. bicolor, 35%

T. speciosum, 35% T. microcarpum (Figura 2).

Trabsferabilidade de loci EST-SSR

100% -
90%
80%

70%
60% -
50%
40%
30%
20%
0% T T T T T |

T. obovatum T grandiflorum T subicanum T. bicolor T. speciosum T microcarpum

Taxas de transferabilidade

Figura 2 Taxas de amplificagdo dos Locos EST-SSR especificos de T.cacao para T.
gandiflorum e espécies silvestres do género.

3.2.2 Andlise descritiva dos locos microssatélites

Considerando todos os individuos amostrados, dos vinte locos amostrados 16
foram polimdrficos e 4 foram monomorficos. Dos vinte locos amostrados foi possivel
amplificar um total de 60 alelos e com uma amplitude alélica variando de 155 a 260
pares de bases (tabela 3). O numero de alelos por loco variou de um (ESTSSR2,
ESTSSR6, ESTSSR9 e ESTSSR49) a sete (msestR16-4) e o conteldo de informacéo
polimorfica (PIC) de cada primer, excluindo-se os loci monomorficos, variou de 0,05
(msestR20-4) a 0,61 (ESTSSR 1). Ao considerar os individuos como trés grupos
separadamente, os valores PIC podem ter sido influenciados pelo tamanho amostral,
sendo o maior valor encontrada no grupo T. cacao (1) e a menor valor encontrado no
grupo T. grandiflorum (2). Os marcadores foram classificados como moderadamente
polimorficos, com 0,25>PIC>0,5, ou considerados altamente polimoérficos, com
PIC>0,5 (BOTSTEIN et al., 1980). Sendo assim, 60% dos marcadores utilizados neste

trabalho podem ser considerados eficientes nos estudos de caracteristicas quantitativas,
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pois a aplicabilidade dos marcadores possui relacdo direta com o grau de polimorfismo
deles (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de alelos e diversidade génica por loco em cada grupo de individuos do

género Theobroma.
Amplitude .
Locus Alelica T. cacao (17) Iz-)grandlflorum T.ssp (5) Total (24)
(bp)
Na PIC Na PIC Na PIC Na PIC

msestR16-4 200-213 7 0.67 1 0 1 0 7 0.55
msestR20-4 204-210 1 0 1 0 2 0.23 2 0.05
ESTSSR39 250-260 3 0.59 0 0 3 0.55 5 0.7
ESTSSR47 220-238 4 0.53 0 0 4 0.6 5 0.58
ESTSSR60 163-175 2 0.37 0 0 3 0.59 4 0.5
msestR16-8 210-230 2 0.12 1 0 1 0 2 0.33
msestR13-1 100-190 1 0 1 0 2 0.3 2 0.11
ESTSSR24 320-322 2 0.37 1 0 1 0 2 0.37
ESTSSR13 200-204 3 0.49 2 0,3 2 0.37 3 0.52
msestR134 157-166 3 0.45 1 0 4 0.67 4 0.75
msestR13-5 208-210 1 0 1 0 1 0 2 0.22
ESTSSR31 194-200 2 0.06 1 0 2 0.16 3 0.08
msestR20-5 245-249 3 0.41 1 0 2 0.26 3 0.5
ESTSSR1 158-166 4 0.53 1 0 1 0 5 0.61
msestR13-3 155-165 5 0.561 0 0 0 0 5 0.56
ESTSSR2 210 1 0 1 0 1 0 1 0
ESTSSR6 194 1 0 0 0 1 0 1 0
ESTSSR9 260 1 0 1 0 1 0 1 0
msestR16-2 210-212 1 0 1 0 2 0.26 2 0.26
ESTSSR49 210 1 0 1 0 1 0 1 0
Average 24 0.25755 0.8 0.015 1,75  0,1995 3 0,3345

Na = total number of alleles
PIC = Polymorphic information content.

Foi avaliada também a diversidade génica entre 0s grupos ocultando a
contribuicdo de cada loci. O grupo do T. cacao teve uma média de numero de alelos por
loco de 2,4; o grupo do T. grandiflorum obteve uma média de alelos por locos de 1,1
enquanto que o grupo das espécies silvestres de Theobroma obteve obtiveram uma

média de alelos por loco de 1,8 (Tabela 4).
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Tabela 4. Estimativas da diversidade genética para os individuos do género Theobroma
avaliado por grupo.

Grupos Na Ho P (0,95)
T. cacao 2,4 0,12 0,55
T. grandiflorum 1,1 0,00 0,06
T. ssp 18 0,06 0,52
Average 1,8 0,06

Na = ntimero de alelos
Ho = heterozigozidade observada

4. Discussao

4.1 Tamanho do genoma das espécies de Theobroma

Os resultados encontrados no presente trabalho para o tamanho do genoma na
espécie T. cacao, apesar da pequena divergéncia, estatisticamente entram em
consonancia com os achados de Figueira, 1993 e Argout et al., 2011 que foram de
aproximadamente 0,43 pg. Dolezel et al. (1998) demonstraram que as diferencas na
medicdo do contetdo de DNA observados entre os laboratorios ndo pode ser
interpretado como variagdo interespecifica, pois os instrumentos de medicdo podem
apresentar pequenas diferencas no alinhamento ao longo do tempo. E recomendado que
as medicdes sejam repetidas em diferentes dias e que a preparacdo da amostra seja um
procedimento padronizado. As pequenas variacfes ainda podem ser geradas devido aos
compostos fendlicos presentes nos diferentes genotipos de cacau utilizados nas
medi¢des (NOIROT et al., 2003; EFRAIM, 2006).

Quanto as variacBes encontradas para as demais espécies do género, estas
também ndo diferem estatisticamente (tabela 4). As variacOes observadas sdo expressas
em um coeficiente de variacdo (CV = desvio padrdo dividido pela média) que
geralmente varia, em células vegetais, entre 1 ¢ 10 % (DOLEZEL, 1991). O coeficiente
de variacdo € extremamente importante na validacdo de dados de citometria, Marie e
Brown (1993) definem uma gama de valores entre 1 e 2 % para analises de alta
qualidade e 3 % como um valor de rotina. Todavia, para algumas espécies vegetais

lenhosas com muitos compostos fendlicos e polissacarideos, a exemplo do T.
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grandiflorum e T. cacao, a obtencdo destes valores recomendados é um resultado de
dificil obtengdo. Praga-Fontes et al. (2011), considera que uma preparacao adequada das
suspensdes nucleares é imprescindivel para fornecer nucleos estequiometricamente
corados e, consequentemente, baixos valores de CV, como obtido no presente trabalho.

A variacdo de tamanho do genoma entre angiospermas é ampla, variando de 1C=
0,06 pg em Genlisea margaretae a 1C = 152,23 pg em Japonica paris, com uma
extensa variacdo ocorrendo mesmo dentro dos grupos (GREILHUBER et al., 2006;
PELLICER et al., 2010). A variacéo intra-especifica de tamanho do genoma, também
tem sido observada em muitas plantas. As espécies vegetais nativas das florestas
tropicais tendem a ter o genoma reduzido. Esta hipotese foi sugerida por Grime &
Mowforth 1982, na qual afirmam que o tamanho do genoma pode ser influenciado por
um efeito diferencial da temperatura na divisdo e expansao celular. O crescimento e 0
desenvolvimento da diviséo celular, sdo favorecidos por temperaturas mais elevadas,
como observado para cacau e demais espécies do género (MACHADO; HARDWICK
1988). Este processo pode selecionar um ciclo mitético mais curto e, por consequéncia
células menores e genomas menores do que os de plantas de regides temperadas
(FIGUEIRA, 1992).

Outra evidéncia para o tamanho similar do genoma das espécies de Theobroma é
proveniente de dados citogenéticos, o T. cacao apresenta nimero cromossdmico 2n=20,
assim como as demais especies do género, e seus cromossomos medem de 1,25 a 2.85
um (MUNOZ, 1948; MARTISON, 1975).

As informac6es do tamanho e nimero de pares de bases do genoma de cupuagu
e demais espécies silvestres do género Theobroma é um novo dado disponivel na
literatura. Esta informacéo podera contribuir para o desenvolvimento de diversos
estudos, como por exemplo, deteccdo de hibridos, controle da estabilidade e nivel de
ploidia, analise de possiveis correlacdes entre tamanho do genoma e caracteristicas
fisiologicas e agrondmicas e principalmente para estudos de investigacdo em biologia

molecular e genética.
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4.2 Caracterizacao e transferabilidade de marcadores EST-SSR

A taxa de polimorfismo em SSR genémicos de forma geral sdo maiores quando
comparadas com os SSR obtidos de EST (CHO et al 2000; LEE et al . 2004). No
entanto, os EST-SSR exibem algumas vantagens, dentre elas a maior frequéncia no
genoma e por estarem ligados a caracteristicas de interesse (MORGANTE et al. 2002).
Dos 20 EST-SSR testados, 60% geraram locos polimdrficos, estes achados foram
superiores aos valores encontrados por Lemos 2010, onde foram testados 32 EST-SSR
também relacionados a resisténcia ao M. perniciosa, onde 26,7% foram polimorficos, no
entanto o grupo de individuos utilizado no presente trabalho era mais heterogéneo. A
partir da alta taxa de locos polimdrficos, pode-se observar que ocorreu uma separacdo
entre genotipos resistentes e suscetiveis, e até mesmo a separacdo entre genotipos
resistentes através das marcas geradas na genotipagem (Figura 1). A diferenca entre
marcas dentro dos gendtipos resistentes provavelmente pode estar relacionada &
presenca de varios genes para a caracteristica em questdo, corroborando com com 0s
estudos realizados por Lemos et al (2010), Marita et al (2001) e Pires et al (2003).

O numero de alelos por loci encontrado no presente trabalho foi inferior quando
comparados com trabalhos utilizando a mesma cultura (SANTOS et al 2012;
MOTAMAYOR et al 2002, SERENO et al 2006; LEMOS et al 2010). Este fato pode
ser explicado pelo tamanho amostral e pelo tipo de marcadores, uma vez que 0S mesmos
amplificam regides conservadas do genoma. No entanto, esta ressalva, ndo inviabiliza o
uso destas marcas, inclusive para identificacdo de genotipos resistentes a doenca
vassoura-de-bruxa. Em relacdo a diversidade genética encontrada nos individuos
amostrados pode-se verificar que no grupo 1 (T. cacao) o conteudo de informacao
polimorfica (PIC) foi alto revelando a cobertura potencial dos marcadores testados. Vale
ressaltar que ndo foi objetivo desse estudo caracterizar estrutura genética de populacdes
dentro do género Theobroma e sim selecionar marcadores eficientes ligados a
resisténcia a vassoura-de-bruxa e a transferabilidade dos mesmos para cupuagu e outras
espécies de Theobromas silvestres.

Uma das vantagens dos marcadores EST-SSR, € o fato de serem facilmente
transferidos entre as espécies do mesmo género, pois as sequéncias sdo altamente
conservadas (GUPTA; RUSTGI, 2004). A transferéncia de primers entre espécies
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filogeneticamente relacionadas possibilitam a sobreposicdo de informacdes genéticas e
consequentemente a diminuicdo de custos com a confeccdo de marcadores para estudos
moleculares de espécies silvestres (CHISTIAKOV et al., 2006). Mantello et al, 2012
testou um conjunto de 153 pares de primers SSR especificos de Hevea brasiliensis e
encontraram taxas acima de 80% de transferibilidade entre congéneres. No presente
trabalho a porcentagem de transferibilidade variou entre 35% e 90%. Baseando-se entéo
na premissa de que os EST-SSR s&o altamente conservados em congéneres, a
porcentagem de pares de primers funcionais para as demais espécies do género
decresceu com o aumento da distancia filogenética, T. microcarpum da sessdo
Telmatocarpus e T. speciosum sessdo Oreanthes, foram espécies que apresentaram
menor taxa de transferibilidade de primers (35%). Tang e colaboradores (2006) em seu
trabalho com a cultura do trigo, afirma que é um resultado esperado devido a insercao
de introns, apesar das taxas de amplificacdo serem normalmente superiores a 50%
(VARSHNEY et al, 2005).

As espécies T. grandiflorum e T. obovatum sdo parte da sessdo Glossopetalum,
considerada a parte mais ancestral do género (CUATRECASAS, 1964), enquanto o T.
cacao (sessdo Theobroma) exibe os caracteres mais derivados, sugerindo uma relacao
evolutiva distante entre as espécies. No entanto, foi relatada na literatura a existéncia de
hibridos entre T. cacao x T. grandiflorum e T. grandiflorum x T. obovatum, o que indica
uma relacdo mais estreita entre as espécies (VENTURIERI, 2004; SILVA; FIGUEIRA,
2005).

Os primeiros conjuntos de marcadores reportados na literatura para as espécies
silvestres de Theobroma séo do tipo RAPD ('Random Amplified Polymorphic DNA),
no qual objetivaram elucidar as relacbes filogenéticas entre as espécies. Foram
utilizados 21 primers provenientes da cultura do cacau em espécies de T. grandiflorum,
T. subincanum, T. bicolor, T. sylvestre, T. obovatum, T. microcarpum, T. speciosum, 0s
padrGes de RAPD apresentaram polimorfismo intra e interespecifico, e algumas bandas
de tamanho semelhante entre espécies classificadas na mesma se¢édo ou correspondentes
(SILVA et al., 1998).

Alves et al, 2006, encontraram uma taxa de transferéncia de SSR de T. cacao
para T. grandiflorum de 60.4%, evidenciando a similaridade e apontando a
possibilidade do uso desses marcadores no auxilio ao melhoramento genético e
construcdo de mapas. Neste trabalho a taxa de transferibilidade de locus EST-SSR
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foram mais elevados que os achados de Alves et al, 2006, dado que as taxas de
transferibilidade ficaram em torno de 75%, mas é o esperado dado a conservacdo das
sequéncias de EST-SSR. Quanto ao T. obovatum, com 90% dos primers transferidos,
ndo ha estudos que relatem conjuntos de marcadores SSR ou EST-SSR para a especie.
Para a cultura do T, grandiflorum estdo sendo identificados e caracterizados marcadores
do tipo EST-SSR, ligados a qualidade do fruto e resisténcia a vassoura-de-bruxa
(Comunicacao pessoal).

A estabilidade do tamanho do genoma e a alta taxa de transferéncia de EST-SSR
dentro do género Theobroma sugerem que as espécies mantiveram-se conservadas ao
longo da evolugdo no que diz respeito a suas sequéncias génicas, este fato também pode
ser justificado pelas quantidades de DNA néo codificadora repetitiva, que é composto
por elementos transponiveis, DNA satélite, os introns e 0s pseudogenes, como
observado no genoma do cacau (GALBRAITH, 2002, FLAVELL, 1988; BENNETT &
LEITCH 2005).

Este trabalho é o primeiro relato de conjuntos de marcadores do tipo EST-SSR
para as espécies silvestres do género Theobroma, sendo assim, representando um novo
conjunto de primers altamente informativos e que indicam um alto potencial de
utilizacdo desses marcadores em estudos sobre o sistema de cruzamento, paternidade
das progénies e fluxo génico das espécies de valor econémico para a regido Amazonica.
Além de subsidiar estudos que selecionem as melhores estratégias para a conservacdo da
biodiversidade (AVISE et al, 2010).

5. Concluséo

Constatou-se que 0 genoma destas espécies de Theobroma sdo relativamente
pequenos se comparado com a maioria das Angiospermas e relativamente conservados
ao longo de sua evolucao.

O novo conjunto de EST- SSRs caracterizados neste estudo serd um ferramenta
atil em estudos envolvendo os programas de melhoramento genético, auxiliando na
construgdo de mapas genéticos e identificagdo de QTL’s. Dada a alta porcentagem
atingida com a amplificacdo cruzada entre as espécies do género, estes marcadores
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podem ser importantes para monitorar a variabilidade genética e tambem em programas

de melhoramento.

Referéncias bibliograficas

AGGARWAL, R.K.; HENDRE, P.S.; VARSHNEY, R.K.; KRISHNAKUMAR, V,;
SINGH, L. Identification, characterization and utilization of EST-derived genic
microsatellite markers for genome analyses of coffee and related species. Theoretical
and Applied Genetics, v. 114, p. 359-372, 2007.

ARAUJO, I. S. Mapeamento genético e identificacdo de QTLs associados ao teor de
manteiga na améndoa do cacaueiro (Theobroma cacao L.). 2002. 52 p. Dissertacédo
(Mestrado em Producdo Vegetal) - Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, 2002.

ARGOUT, X.; SALSE, J.; AURY, J.; GUILTINAN, M.; DROC, G.; GOUZY, J,;
ALLEGRE, M.; CHAPARRO, C.; LEGAVRE, T.; MAXIMOVA, S. The genome of
Theobroma cacao. Nature Genetics, v. 43, p. 101-108, 2011.

AVISE, J. C. Perspective: conservation genetics enters the genomics era. Conservation
Genetics, v. 11, p.665-669. 2010.

AYALA-NAVARRETE, L.; BARIANA, H.S.; SINGH, R.P.; GIBSON, J.M.;
MECHANICOS, A.A.; LARKIN, P.J. Trigenomic chromosomes by recombination of
Thinopyrum intermedium and Th. ponticum translocations in wheat. Theoretical and
Applied Genetics, v.116, p.63-75, 2007.

BELKHIR, K. Genetix: Logiciel sous Windows™ pour la génétique des populations.
Laboratoire Génome, Populations, Interactions. CNRS UPR 9060, 1999.

BENNETT, M.D.; LEITCH, 1.J. Genome size evolution in plants. In: Gregory TR,
editor. The evolution of the genome. San Diego: Elsevier; p. 89-162, 2005..

CHISTIAKQV, D.A.; HELLEMANS, B.; VOLCKAERT , F.A. M. Microsatellites and
their genomic distribution, evolution, function and applications: a review with special
reference to fish genetics. Aquaculture, v. 255, p. 1-29, 2006.

CORREA, R. X. Marcadores microssatélites relacionados com a resisténcia a vassoura-
de-bruxa do cacaueiro. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 8, p. 1137-1142,
2007.

CROUZILLAT, D.; RIGOREAU, M.; CABIGLIERA, M.; ALAREZ, M.; BUCHELL,
P.; PETIARD, V. QTL studies carried out for agronomic, technological and quality

46



traits of cocoa in Ecuador. In: Proceedings International workshop on new technologies
and cocoa breeding. Proceedings, p. 120-126, 2001.

CUATRECASAS, J. A taxonomic revision of the genus Theobroma. Contr. U. S. Natl.
Herb, v. 35(6), p. 379-607, 1964.

DIAS, L.A.S. Melhoramento Genético do Cacaueiro. Vigosa: Editora Folha de Vigosa,
p. 578, 2001.

DOLEZEL, J.; BARTQOS, J. Plant DNA flow cytometry and estimation of nuclear
genome size. Annals of Botany, v. 95, p. 99-110, 2005.

DOLEZEL, J.; BARTOS, J.; VOGLMAYR, H.; GREILHUBER, J. Nuclear DNA
content and genome size of trouts and human. Cytometry, v. 51A, p. 127-128, 2003.

DOLEZEL, J.; GREILHUBER, J.; LUCRETTI, S.; MEISTER, A.; LYSAK, M. A;;
NARDI, L.; OBERMAYER, R.; Plant genome size estimation by flow cytometry: Inter-
laboratory comparison. Annals Botany, v. 82, p. 17-26, 1998.

DOLEZEL, J.; SGORBATI, S.; LUCRETTI, S. Comparison of three DNA
fluorochromes for flow cytometric estimation of nuclear DNA content in plants.
Physiology Plantarum, v. 85, p. 625-631, 1992.

EFRAIM, P.; TUCCI, M. L.; PEZOA-GARCIA, N. H.; HADDAD, R.; EBERLIN, M.
N. Teores de compostos fendlicos de semestes de cacaueiro de diferentes genotipos.
Brazilian Journal Food Technology, v. 9, p. 229-236, 2006.

EUJAYL, I.; SORRELLS, M.E.; BAUM, M.; WOLTERS, P.; POWELL, W. Solation
of EST-derived microsatellite markers for genotyping the A and B genomes of wheat.
Theor Appl Genet, v. 104, p. 399-407, 2002.

EVANS, H.C.; HOLMES, K.A.; PHILLIPS, W.; WILKINSON, M.J; What's in a
name: Crinipellis, the final resting place for the frosty pod rot pathogen of cocoa?
Mycologist, v. 16, p. 1-4, 2002.

FALCAO, M. A. Aspectos fenoldgicos, ecoldgicos e de produtividade de algumas
fruteiras cultivadas na Amazonia. Manaus: Imprensa Universitaria, p., 97, 1993

FERNANDEZ, D.; PETITOT, A.S.; BERTRAND, B.; LASHERMES, P.; NICOLE, M.
Coffee resistance to the main diseases: leaf rust and coffee berry disease.Brazilian
Journal of Plant Physiology, v.18, p.119-147, 2006.

FIGUEIRA, A.V.0.; JANICK, J.; GOLDSBROUGH, P. Genome size and DNA
polymorphism in Theobroma cacao. Journal of the American Society for
Horticultural Science, v. 117, p. 673-677, 1992.

FLAVELL, R. B.; ODELL, M.; THOMPSON, W. F. Regulation of cytosine
methylation in ribosomal DNA and nucleous organizer expression in wheat. Journal
Molecular Biology, v. 204, p. 523-534, 1998.

47



GALBRAITH, D.; LAMBERT, G.; MACAS, J.; DOLEZEL, J. Analysis of nuclear
DNA content and ploidy in higher plants. Current Protocols in cytometry, New York,
2002.

GESTEIRA, A. S.; MICHELLI, F.; CARELS, N.; DA SILVA, A. C.; GRAMACHO,
K.P; SCHUSTER, I.; MACEDO, J.N.; PEREIRA, G.A.; CASCARDO, J.C.
Comparative analysis of expressed genes from cacao meristems infected by
Moniliophthora perniciosa. Annals of botany, v. 100, p. 129-140, 2007.

GRAMACHO, K. P. ; MOREIRA,R. F. C.; LEMOS, L. S. L. ; LIMA, L.

S.; CLEMENT, D. . Obtencdo de marcadores microssatélites para genotipagem e
andlise Genética de Moniliophthora perniciosa em gel corado com prata.. llhéus:
CEPLAC- Boletim Técnico, n. 196, 2009

GREGORY, T. R. The C-value enigma in plants and animals: a review of parallels and
an appeal for partnership, Annals of Botany, v. 95, p. 133-146, 2005.

GREILHUBER, J.; DOLEZEL J.; LYSAK, M.; BENNETT, M. D. The origin,
evolution and proposed stabilization of the terms ‘genome size’ and ‘C-value’ to
describe nuclear DNA contents. Annals of Botany, v. 95, p. 255-260, 2005.

GRIME, J. P.; MOWFORTH, M. A. Variation in genome size an ecological
interpretation. Nature, v. 299: p. 151-153, 1982.

GUPTA S, PRASAD M. Development and characterization of genic SSR markers in
Medicago truncatula and their transferability in leguminous and non-leguminous
species. Genome, v. 52, p.761-771, 2009.

GUPTA, P.K.; RUSTGI, S. Molecular markers from the transcribed/expressed region
of the genome in higher plants. Functional and Integrative Genomics,v. 4, p.139-162,
2004.

HACKAUF, B; WEHLING, P. Identification of microsatellite polymorphisms in an
expressed portion of the rye genome. Plant Breeding, v. 121, p. 17-25, 2002.

HAGRAS, A.A.; KISHII, M.; SATO, K.; TANAKA, H.; TSUJIMOTO, H. Extended
application of barley EST markers for the analysis of alien chromosomes added to
wheat genetic background. Breeding Science, v.55, p.335-341, 2005

HO, Y.G.; ISHII, T.; TEMNYKH, S.; CHEN, X.; LIPOVICH, L.; MCCOUCH, S.R;;
PARK, W.D.; AYRES, N.; CARTINHOUR, S. Diversity of microsatellites derived
from genomic libraries and GenBank sequences in rice (Oryza sativa L.). Theoretical
and Applied Genetics, v. 100, p. 713-722, 2000.

KAWARA, S.; TAKATA, M.; TAKEARA, K. High frequency of DNA aneuploidy

detected by DNA flow cytometry in Browen’s disease. J. Dermatological Science, v.
21, p. 23-26, 1999.

48


http://lattes.cnpq.br/7274429950762325
http://lattes.cnpq.br/4155634257662178
http://lattes.cnpq.br/4155634257662178
http://lattes.cnpq.br/4155634257662178
http://lattes.cnpq.br/4155634257662178
http://lattes.cnpq.br/2566082789649262

LAGODA, P. J. L. Isolation and characterization of microsatellites in Theobroma cacao
L. Molecular Ecology , p. 2141-2152, 1999.

LEE, J.M.; NAHM, S.H.; KIM, Y.M. and KIM, B.D. Characterization and molecular
genetic mapping of microsatellite loci in pepper. Theoretical and Applied Genetics, v.
108, v. 4, p. 619-627, 2004.

LIMA, L. S.; GRAMACHO, K. P.; PIRES, J. L. ; CLEMENT, D. ; LOPES, U. V. ;
CARELS, N. ; SILVA, G, A.; GAIOTTO, F. A. ;MATTOQOS, C. J. C. ; MICHELI, F.
Development, characterization, validation, and mapping of SSRs derived from
Theobroma cacao L. Moniliophthora perniciosa interaction ESTs. Tree Genetics &
Genomes, v. 6, p. 663-676, 2010.

LOUREIRO, J.; RODRIGUEZ, E.; DOLEZEL, J.; SANTOS, C. Flow citometric of four
nuclear isolation buffers for plant DNA flow citometry, Annals Botany, v. 98, p. 679-
689, 2006.

LOUREIRO, J.; RODRIGUEZ, E.; DOLEZEL, J.; SANTOS, C. Two new nuclear
isolation buffers for plant DNA flow cytometry: a test with 37 species. Annals of
Botany, v. 100, p. 875-888, 2007.

LOUREIRO, J.; TRAVNICEK, P.; RAUCHOVA, J.; URFUS, T.; VIT, P.; STECH, M.;
CASTRO, S.; SUDA, J. The use of flow cytometry in the biosystematics, ecology and
population biology of homoploid plants. Preslia, v. 82, p. 3-21, 2010.

LU, HJ.; FELLERS, J.P.; FRIESEN, T.L.; MEINHARDT, S.W.; FARIS, J.D. Genomic
analysis and marker development for the Tsn1 locus in wheat using bin-mapped ESTs
and Xanking BAC contigs. Theoretical and Applied Genetics, v.112, p.1132-1142,
2006.

LURO, F.L.; COSTANTINO, G.; TEROL, J.; ARGOUT, X.; ALLARIO, T;
WINCKER, P.; TALON, M. OLLITRAULT, P.; MORILLON, R. Transferability of the
EST-SSRs developed on Nules clementine (Citrus clementina Hort ex Tan) to other
Citrus species and their effectiveness for genetic mapping. BMC Genomics, v. 9, p.
287, 2008.

MACHADO, R. C. R.; HARDWICK, K. Does carbohydrate availability control flush
growth in cocoa? In: Proc. 10th International Cocoa Research Conference, p. 151-157,
Proceedings, Santo Domingo: Dominican Republic, 1998.

MANTELLO, C. C.; SUZUKI, F. I.; SOUZA, L. M.; GONCALVES, P. S.; SOUZA,
A. P. Microsatellite marker development for the rubber tree (Hevea brasiliensis):
characterization and cross-amplification in wild Hevea species. BMC Research Notes,
v.5, p. 329, 2012.

MARTINSON, V. A. Cytological studies of diploid and tetraploid Theobroma cacao.
Genetics, v. 45, p. 341-348, 1975.

49



MICHELLI, F.; GUILTINAN, M. J.; GRAMACHO, K. P.; WILKINSON, M. J,;
VARGAS, O. F. A;; CASCARDO, J. C. M.; MAXIMOVA, S. N.; LANAUD, C.
Functional genomics of cacao. Advances in Botanical Research, v. 55, p. 119-177,
2010.

MORGANTE, M.; HANAFEY, M.; POWELL, W. Microsatellites are preferentially
associated with nonrepetitive DNA in plant genomes. Nature Genetics, v. 30, n. 2, p.
194-200, 2002.

MUNOZ, J.M.O. Estudios cromosomicos en el genero Theobroma. 11CA, Turrialba.
1948

NEI, M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number
of individuals. Genetics, v. 89, p. 583-590, 1978.

NEI, M. Genetic distance between populations. Am. Nature, v. 106, p.283-292, 1972,

NOIROT, M.; BARRE, P.; DUPERRAY, C.; LOUARN, J.; HAMON, S. E ects of
ca eine and chlorogenic acid on propidium iodide accessibility to DNA: Consequences
on genome size evaluation in co ee tree. Annals of Botany, v. 92, p. 259-264, 2003.

OCHATT, S. J. Flow cytometry in plant breeding. Cytometry, v. 73, p. 581-598, 2008.

PARK, W.D.; AYRES, N.; CARTINHOUR, S. Diversity of microsatellites derived
from genomic libraries and GenBank sequences in rice (Oryza sativa L.). Theoretical
and Applied Genetics, vol. 100, p. 713-722, 2000.

PEREIRA, J. L. M.; RAM, A,; FIGUEIREDO, J. M.; ALMEIDA, L. C. C. Primeira
ocorréncia de vassoura-de-bruxa na principal regido produtora de cacau do Brasil.
Agrotropica, v.1, p.79-81. 1989.

PONCET, V.; RONDEAU, M.; TRANCHANT, C.; CAYREL, A.; HAMON, S.; DE
KOCHKO, A.; HAMON, P. SSR mining in coffee tree EST databases: potential use of
EST-SSRs as markers for the Coffea genus. Molecular and Genetics Genomics, v.276,
p.436-449, 2006.

PRACA-FONTES, M. M.; CARVALHO, C. R.; CLARINDO, W. R.; CRUZ, C. D.
Revisiting the DNA C-values of the genome size-steards used in plant flow cytometry to
choose the ‘‘best primary standards’’. Plant Cell Reports, v. 30, p. 1183-1191, 2011.

RISTERUCCI, A.M.; GRIVET, L.; N°GORAN, J.A.K.; PIERETTI, I.; FLAMENT,
M.H.; LANAUD, C. A high-density linkage map of Theobroma cacao L. Theoretical
and Applied Genetics, v. 100, n. 6, p. 948-955, 2000.

ROWLAND, L.J.; DHANARAJ, A.L.; POLASHOCK, J.J.; ARORA, R. Utility of
Blueberry derived EST-PCR. HortScience, v.38, p.1428-1432, 2003a.

SANTOS, R.M.F.; LOPES, U.V.; BAHIA, R.C.; MACHADO, R.C.R.; AHNERT, D.;
D.: CORREA, R. X. Marcadores microssatélites relacionados com a resisténcia a

50



vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 8, p.
1137-1142, 2007.

SARGENT, D.J.; RYS, A.; NIER, S.; SIMPSON, D.W.; TOBUTT, K.R. The
development and mapping of functional markers in Fragaria and their transferability and
potential for mapping in other genera. Theoretical and Applied Genetics, v.114,
p.373-384, 2007.

SILVA, C.R. S.; FIGUEIRA, A. V. O. Phylogenetic analysis of Theobroma
(Sterculiacea) based on Kunitz-like trypsin inhibitor sequences. Plant Systematics and
Evolution, Vienna, v. 250, p. 93-104, 2005.

SILVA, M.C.; VARZEA, V.; GUERRA-GUIMARAES, L.; AZINHEIRA, H.G.;
FERNANDEZ, D.; PETITOT, A.S.; BERTRAND, B.; LASHERMES, P.; NICOLE, M.
Coffee resistance to the main diseases: leaf rust and coffee berry disease.Brazilian
Journal of Plant Physiology, v.18, p.119-147, 2006

SWIFT, H. The constancy of deoxyribose nucleic acid in plant nuclei. Proc. Natl.
Acad. USA, v. 36, p. 643-654, 1950.

TANG, J.; GAQ, L.; CAO, Y.; JIA, J. Homologous analysis of SSR-ESTs and
transferability of wheat SSR-EST markers across barley, rice and maize. Euphytica,
v.151, p.87-93, 2006.

VARSHNEY, R. K.; GRANER ,A.; SORRELLS, M. E. Genic microsatellite markers
in plants: features and applications. Trends Biotechnol, v. 23, p. 48-55, 2005.
vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v. 42, n. 8, p.

VENTURIERI, G. A. Cupuacgu: a espécie, sua cultura, usos e processamento. Belém:
Para, 1993. 108 p.

VENTURIERI, G.; VENTURIERI, C. Calogénese do hibrido Theobroma grandiflorum
x T. obovatum (Sterculiaceae). Acta amazonica, v. 34(4), p. 507 — 511, 2004.

VERMES, I.; HAANEN, C.; REUTELINGSPERGER, C. Flow cytometry of apoptotic
cell death. J. Immunological Methods, v. 243, p. 167-190, 2000.

WARREN, A.; CRAMPTON, J. M. The Aees aegypti genome: complexity and
organization. Genetical Research, v. 58, p. 225-232, 1991.

WINCKER, P.; TALON, M.; OLLITRAULT, P.; MORILLON, R.. Transferability of
the EST-SSRs developed on Nules clementine (Citrus clementina Hort ex Tan) to other
Citrus species and their effectiveness for genetic mapping. BMC Genomics, v. 9, p.
287, 2008.

WISE, R. P.; MOSCOU, M.J.; BOGDANOVE, A. J.; WHITHAM, S. A. Transcript

Profiling in Host—Pathogen Interactions. Annual Review of Phytopathology, v. 45, p.
329-369, 2007.

51



4. CAPITULO 2

Estudo da expresséo génica diferencial do EST/gene TJORFX1-3 do cupuaguzeiro

em resposta a infec¢do por Moniliophthora perniciosa

Resumo

O presente trabalho teve por objetivo a analise da expressdo diferencial através de RT-
gPCR do EST/gene TQORFX1-3’ proveniente da interacdo Cupuacu x M. perniciosa.
Foram utilizados meristemas inoculados com M. perniciosa de gendtipos de T.
grandiflorum resistente (C174) e suscetivel (C1074), coletados nos tempos: 8, 24, 48 e
72 HAI. Para T. grandiflorum ndo existiam genes normalizadores para estudo de
expressdo génica reportados na literatura, o gene EF-1a, utilizado na cultura do cacau,
foi escolhido por apresentar expressdo homogénea nos diferentes tratamentos. O Blast
da sequéncia de TJORFX-1 3’ apresentou um alinhamento de 100%, com expectativa
de 0.0 com clone cDNA TcORFX-1 3 'semelhante a0 ORFX/fw2.2-like. Os resultados
finais da andlise por RT-gPCR mostraram que houve uma expressao diferencial entre os
tratamentos inoculados do gendtipo C174, com superexpressdo do gene em 48hai. E
provavel que o referido gene esteja envolvido no mecanismo de controle negativo do
crescimento e divisdo celular, impedindo a disseminacdo do fungo M. perniciosa nos
tecidos da planta. O gen6tipo C1074, ndo apresentou niveis significativos de expressdo
nos tratamentos aplicados.

Palavras-chave: TcORFX-1-3’, Theobroma grandiflorum, expressdo diferencial, RT-
gPCR.

1. Introducgéo
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O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum, é uma
espécie arbdrea da familia Malvaceae (ex Sterculiaceae) pertencente ao género
Theobroma. Ocorre principalmente nos estados do Par4, Amazonas, pré-Amazonia
maranhense, regibes amazonicas de paises vizinhos e no Sul da Bahia, onde foi
introduzido no ano de 1930 (DUCKE, 1953; SCHWAN, 2000; LOPES; 1999). Esta
fruteira destaca-se ndao s pelo sabor e aroma agradaveis, mas também por seu excelente
aproveitamento industrial que vai desde o uso da polpa para producdo de doces, sucos e
outros derivados; na industria de comésticos; até o beneficiamento da semente que
possui propriedades quimicas semelhantes ao cacau, possibilitando assim a confecgédo
do cupulate, um chocolate fino de 6tima aceitacdo no mercado (NAZARE et al. 1990;
COHENJACKIX, 2005; SETEC, 2007; FRANCO, et al., 2005; VENTURIERI et al.
1985).

Uma das principais limitacdes na producdo do Cupuaguzeiro, € a doenca
vassoura-de-bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (Stahel)
Singer (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005), que também ataca as lavouras cacaueiras
(DIAS; REZENDE, 2001). Com a expansdo das areas de plantio do cupuaguzeiro, esta
doenca tornou-se mais significativa, causando perdas anuais e consequentemente danos
a economia regional (SOUZA, 2007).

Existem diversos estudos sobre a interacdo T. cacao L. x M. perniciosa
(LEMOS, 2010; LIMA, 2007; CARVALHO, 2007; SILVA, 2010), inseridos em
diversos programas, dentre eles os que visam a identificacdo de genes de resisténcia e
proteinas envolvidas nos mecanismos de patogenicidade do fungo e/ou na resisténcia da
planta (MICHELI et al., 2010). Esses programas tém por objetivo a identificacdo de
novas fontes de resisténcia na interacdo planta-patdgeno, de modo a acumular genes
diferencialmente expressos e aumentar a base genética ja existente. No caso do
Cupuaguzeiro, os estudos sobre a doenca vassoura-de-bruxa e sua interagdo com o
hospedeiro s&o incipientes, por se tratar de uma nova alternativa de cultivo, antes
explorada de forma extrativista (ALVES, 2010; ALBUQUERQUE, 2006; SETEC,
2007). O programa de Melhoramento Genético do Cupuaguzeiro da Embrapa Amaz6nia
Oriental ja desenvolveu variedades resistentes ao ataque do fungo, mas como se trata de

uma espécie perene, ao longo do tempo a resisténcia pode ser suplantada. Para tanto, ha
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a necessidade de um material com ampla base genética e com diversas fontes de
resisténcia.

Torna-se premente a identificacdo e caracterizacdo de genes de resisténcia
distintos na interacdo Cupuacu X M. perniciosa, que possam ser identificados atraves de
estudos genéticos (ALVES, 2012). O gene/EST candidato TJORFX1-3’ em cupuagu,
baseou-se na busca por sequéncias que apresentaram similaridade com genes de T.
cacao contendo o termo “Pathogenesis related” na anotagdo em diferentes bancos de
dados.

O objetivo deste trabalho foi quantificar a expressdo diferencial do gene
TgORFX-1-3’, através da técnica de RT-qgPCR em meristemas infectados e néo

infectados de genotipos contrastantes para a resisténcia a vassoura-de-bruxa do cupuagu.

2. Material e métodos

2.1 Material Vegetal e inoculacéo

Foram selecionados para os estudos de expressdao génica em Cupuagu, 0S
gendtipos C174 (resistente a vassoura-de-bruxa) e C1074 (suscetivel a vassoura-de-
bruxa).

Os meristemas apicais dos genotipos supracitados foram inoculados pelo método
de gota (SURUJDEO-MAHARAJ, 2003), usando uma suspensdo de basididésporos de
M. perniciosa, na concentracdo 1x10°, o procedimento foi realizado na CEPLAC —
ERJOH. Apos a inoculacdo, os materiais foram envoltos em sacos plasticos em
ambiente saturado de &gua, de forma a permitir a germinacdo dos basididsporos,
penetracdo e consequente infeccdo do fungo (FRIAS et al., 1995). Plantas controle
foram inoculadas com agua e submetidas as mesmas condicdes de crescimento para
estimar a eficiéncia da inoculagéo.

Meristemas apicais de C174 e C1074 foram coletados com 8, 24, 48 e 72 horas
apos a inoculacdo com M. perniciosa em condi¢cbes de RNAse free em nitrogénio

liquido e armazenado a -80°C.
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2.2 Analise de Sequéncias

O TgORFX1-3" foi identificado a partir do transcriptoma de T. grandiflorum dos
gendtipos C174 e C1074 (Projeto Geneacu; EMBRAPA CENARGEN). Para determinar
a similaridade a sequéncia foi comparada com o banco de dados de sequéncias publicas
usando a ferramenta BLASTN 2.2.24 (National Center for Biotechonology INformation
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). E um blast foi realizado no Gene Ontology
(http://www.geneontology.org/GO.tools.shtml) para determinar a provavel funcdo do
ESt/gene. Alinhamentos apresentando similaridade >90% com uma expectativa de valor
<3,10* foram considerados significativos. O EST/gene foi localizado no genoma do
cacau a partir da ferramenta Genome Browser do banco de dados do genoma do cacau
CocoaGenDB (http://cocoagendb.cirad.fr/).

2.3 Desenho de primers

O par de primer especifico flanqueando a regido do EST/gene foi desenhado
utilizando o programa Primer Express 3.0, seguindo especificacbes do

programa(Applied Biosystems) (tabela 1).

2.4 Extracéo de RNA total e confec¢do do cDNA

O RNA total dos meristemas dos genétipos C1074 (suscetivel) e C174
(resistente) inoculados com o fungo M. pernciosa foram extraidos por tempo de coleta
(8, 24, 48 e 72 HAI) e por replica biologica. Para a amostra controle ( material ndo
inoculado) de cada genotipo o RNA total foi extraido utilizando um pool de todas as
amostras biologicas e tempos de coleta. Os RNAs foram extraidos utilizando o Kit
RNAqueous TM (Ambion®). A qualidade dos RNAs foi verificada em corrida

eletroforética com coloragdo por fluorescéncia Gel Red (Biotium). Para o tratamento do
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RNA total, foi utilizado o kit DNAse Turbofree (Ambion®), utilizando 1,5 ul da
DNAse, 4 ul do tampdo 10X e 1ul do Inibidor de RNAse (Ribolock — Thermo
Scienfitic) em um volume de 35 ul do RNA total e incubado por 25 minutos a 37°C.
Apobs, foi adicionado 4,1ul da DNAse Inactivation Reagente, presente no mesmo Kit. A
primeira fita de cODNA alvo foi sintetizada utilizando 30ul do RNA total tratado, 4ul do
primer oligo dT (15) — T7
(5’AACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCGCT -3') a 10pmol
e 11 ul de agua. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos e em seguida colocada no
gelo. Apos, na reacdo foi adicionado 16 ul do 5X First-Strand Buffer, 8 ul dNTP Mix a
10mM, 1 ul do Inibidor de RNAse (Ribolock — Thermo Scienfitic), 2 ul Revert Aid™
M- MULYV Reverse Transcriptase e 8 ul de &gua livre de RNAse e novamente incubado
a 42°C por uma hora e 70°C por 10 minutos.

O cDNA foi quantificado em Picodrop, diluido a 100ng/ul para utilizacdo na
amplificagdo com um gene enddgeno de referéncia  (Tubulina F:
TACCAGCCACCCACTGTTGTT; R: CAGACAGCCCTCTGCACCTT), visando
confirmar a integridade do cDNA. Foi adicionado 2ul de Tampdo 10X KCI (Thermo
Scienfitic), 2ul de DNTP (Thermo Scienfitic) a uma concentracdo de 2,5mM, 2 ul de
Primer Forward e Reverse a 2 pmol/ul; 1,6 ul de Cloreto de Magnésio (Thermo
Scienfitic ) com concentracdo de 25mM, 4,9 ul de H,O e 0,5 ul de Taq DNA Polimerase
(Thermo Scienfitic), totalizando uma reacdo de 20ul. O PCR foi realizado no
termociclador Veriti (Applied Biosystems) utilizando para amplificacdo a temperatura
inicial de 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30s, 59°C para anelamento
dos primers por 30s e 72°C para extensdo dos fragmentos por 45s. Ap6s os ciclos, as
reacOes permaneceram a 72°C por 5 min. Os produtos de PCR foram visualizados em
eletroforese em gel de agarose 2%, confeccionado com tampdo TAE 1X corado com 1,5
ul de Gel Red (Biotium).

2. 5 Anédlise de expressao génica relativa por RT- g PCR

A avaliagdo do perfil de expresséo do EST/gene TJORFX1-3” por RT-gPCR foi

realizada utilizando SYBRgreen em amplificador modelo 7500 Fast (Applied
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Biosystems). Foi feito o teste de concentracdo de cDNA, para verificar a concentracéo
de cDNA, que gere o menor ciclo Threshold (Ct) e o teste de concentragdo dos primers
para verificar a melhor concentracdo dos primers, que gere o0 menor Ct, maior ARn e
que esteja livre de dimeros. Antes de avaliar o perfil de expressdo do gene, foi feito
também um teste de eficiéncia do ensaio, realizando diluigdes seriadas, totalizando 5
concentragfes do cDNA (100ng/ul, 50ng/ul, 25ng/ul, 12.5ng/ul, 6.25ng/ul) e 3 réplicas,
e a avaliacdo feita pela indicacdo da inclinacdo (slope) da curva padrdo. Através do
teste de concentracdo de primers, ficou definido a utilizacdo de ambos os primers
foword e reverse na concentracdo de 300nM.

Para cada reacdo de amplificacdo do cDNA com o par de primers desenhado
para o EST/gene TcCORFX1-3’ para o ensaio de expressao foi utilizado 1ul do cDNA na
concentracdo definida no teste de concentracdo de cDNA, 0,3 uL de cada primer (F-R) e
5ul de gRGreen PCR SuperMix (Invitrogen) formando um volume total 10 ul de cada
reacdo. As condicOes da reagdo foram de 50 °C por 20 seg, 95 °C por 10 min seguido de
40 ciclos de 95 °C por 15 seg, 59°C por 1min.

Foram utilizados os genes enddgenos Actina, Tubulina e Fator de Elongacédo 1-
a (EF-1a), para selecdo de melhor primer endogeno para estudos de expressdao com T.
Grandiflorum. (Tabela 1).

Tabela 1. Genes enddgenos selecionados para o ensaio de expressdo génica. (*) gene
selecionado do trabalho de Pinheiro et al., 2011, (#) Gene selecionado de Projetos desenvolvidos
pela CEPLAC

Gene Sequéncia TA (°C) Produto

EE1- U+ F: AGGTCCACCAACCTTGACTG 58 60

R: TTGGGCTCGTTAATCTGGTC

Tubulinas F: TACCAGCCACCCACTGITGTT 59 59

R: CAGACAGCCCTCTGCACCTT

Actinat R:CCTCGCATTCTCTCCATCAAA 59 63

F:GCTTCTGCCATCTTCTACAACCTT

Para o calibrador foi utilizado o tratamento nao inoculado com um pool dos 4
tempos testados, para os dois gen6tipos. Todas as amostras utilizadas no ensaio (alvo,
gene enddgeno, calibrador e NTC), foram feitas em triplicatas experimentais para cada
réplica bioldgica. Apos a reacdo os dados foram coletados e armazenados no Software
7500 verséo 2.0.5. Os resultados foram normalizados usando software DataAssistTM

ver.3.01 (Life tecnology).
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2.6 Analise estatistica dos dados

Foi realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) no SAMS-Agri, seguido
do teste Skott-Knott, com significancia dos dados a 5% de probabilidade (FERREIRA,
2008).

3. Resultados

A selecdo do EST/gene candidato TJORFX1-3’ em cupuacu, baseou-se na busca
por sequéncias que apresentaram similaridade com genes de cacau em diferentes bancos
de dados. Como a sequéncia com maior homologia encontrada foi o TcCORFX-1-3",
convencionou-se no presente trabalho que a sequéncia de cupuacu seria denominada por
TgORFX1-3".

O primer para o referido EST/gene foi desenhado seguindo alguns parametros
exigidos para a eficacia do ensaio de expressdo génica: tamanho em torno de 20 pares
de bases, com temperatura de anelamento em torno de 60°C, tamanho de produto
pequeno e contetudo de GC entre 45% a 50%. O par de primer utilizado é mostrado na
tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas gerais do primer para o0 gene TQORFX1-3’.
Tipo Espécie Gene/Blast Sequéncia TA(°C) Produto

) F: CTCATGCTTTTACCGCTCCAA
ESTs  T.grandiflorum  TgORFX1-3 58 59
R: CGCATGGGCTTTTCTTCAG

As amostras de RNA dos tratamentos C174 (8h, 24h, 48h e 72h), C1074 (8h,
24h, 48h e 72h) e PooINI (Pool ndo inoculado), apresentaram-se sem DNA
contaminante e com integridade confirmada, usados assim para sintese dos cDNAs. Em
média, esses cCDNAs apresentaram concentracao de 700 ng/uL, que depois foi diluido na
concentracdo que apresentou a melhor eficacia no teste de eficiéncia de cDNA, feito
através das diluigdes seriadas.

Verificou-se a temperatura de anelamento do par de primer TJORFX-/ 3’, o qual

foi testado inicialmente por meio de PCR convencional, a partir de DNA genémico dos
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mesmos gendtipos em estudo, correspondendo ao tamanho esperado de 60 pb e
amplificando em varias temperaturas, sendo adotada a temperatura de 59°C, por ter sido
a temperatura que teve uma melhor eficiéncia no teste de eficiéncia do ensaio de
expressao génica (Figura 1).

Os genes enddgenos selecionados foram otimizados para estudos de expressao
cénica com cupuacu, sendo selecionado para a normalizacdo dos dados do presente
experimento de expressdo com o0 gene ORFX (TgORFX-/ 3°), o gene enddgeno Fator
Elongacéo 1-a (EF-1a), por ter sido o que apresentou a melhor eficiéncia no ensaio com
0 gene alvo TgORFX-/ 3’. mostrando-se homogéneo nos diferentes gendtipos e

tratamentos.

Gene Tub Gene ORFX(7622) Gene APOP (C997)
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Figura 1. Teste de temperatura de anelamento EST/gene TgORFX1-3’. C-: corresponde a
controle negativo, C+: controle positivo.

Para T. grandiflorum ndo existiam genes normalizadores para estudo de
expressdo génica reportados na literatura, o gene EF-1q, utilizado na cultura do cacau
por Sena, 2014 foi escolhido por apresentar expressdo homogénea nos diferentes
tratamentos.

A eficiéncia dos ensaios de expressdo génica do EST/gene TgORFX1-3~ foi
determinada por meio de uma curva padréo. A curva padrdo gerada para cada um dos
genes é representada pelo o valor Ct correspondente versus o log da quantidade de
cDNA utilizada na reagcdo. A partir do slope desta curva foi possivel calcular a
eficiéncia de amplificacdo (E) do primer. Depois de calcular os AACT, os niveis de
expressao foram calculados (2-AA CT) ¢ os resultados sdo mostrados.

Ao final do experimento, foi realizada a etapa de dissociacdo dos amplicons para
a geracédo da curva de melting, a qual demonstrou que o primer utilizado neste estudo
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possui um pico Unico bastante definido, confirmando especificidade do produto
amplificado.

Os resultados finais da andlise por RT-gPCR mostraram que houve uma
expressao diferencial entre os tratamentos inoculados do genotipo C174 (Figura 2). O
padrédo de expressdo do EST/gene TJORFX1-3 ‘apresenta nitidamente uma diferenciacao
dos valores de RQ (quantificacio relativa). E possivel notar um leve aumento da
expressdo do gene em 8hai, havendo diferencas estatisticas entre o controle. Com 24hai
a expressdo é suprimida em aproximadamente 2x menos em relacdo a 8hai. SO entdo
em 48hai ocorre um aumento seis vezes maior que o controle, é possivel concluir com o
valor de Ct do tempo 48hai, o qual foi Ct=24, que apresentou fortes reagcfes positivas
indicativas de acidos nucléicos alvos abundantes na amostra. Segundo LUU, 2010
valores de Cts compreendidos entre 38 e 40 apontam para quantidades minimas de acido
nucléico alvo e que poderia representar uma contaminacéo.

No gendtipo C1074, a expressdo génica em todos os tratamentos demonstrou-se

homogénea, ndo apresentando diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.

Expressio do gene TgORFX-1 3'

Aa

3,5 4 Ab
Ab C174

ocC1074

Ac Ba
2 Ac

Quantificacaorelativa

Controle Shai 24hai 48hai 72hai

Figura 2. Anélise da expressdo diferencial do gene TJORFX1-3” em genotipo resistente (C174)
e suscetiveis (C1074) de T. grandiflorum. A expressao relativa foi calculada pelo programa
DataAssist a partir dos valores de Ct determinado por RTg-PCR, tendo como normalizador o
gene Fator de enlogacdo EFla. Letra minusculas indicam variacdo entre os genotipos. Letras
maiusculas indicam variacdo dentro do tempo, entre os genotipos.
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A anélise da sequéncia do TJORFX-1 3’ no banco de dados The Gene Ontology
(http://www.geneontology.org/) a partir do software AmiGO, aponta que este gene pode
estar associado com a regulacdo negativa do numero de células, uma proteina
identificada em Zea mays, esta associacdo tem uma p-value de 1.6e-45. O blast revelou
que o0 0 TJORFX1-3’ ¢ homodlogo ao ORFX/fw2.2 like, sequéncia de MRNA de T. cacao
com identidade de 100% e p-value de 0.0. A sequéncia ainda foi submetida ao Blast no
CocoaGenDB e a sequéncia foi alocada no grupo de ligacdo dois de T. cacao, foi
verificado se 0 gene estava proximo a uma regido de QTL (quantitative traci locus), no
entanto a proximidade entre marcadores para resisténcia no T. cacao e a sequéncia de T.
grandiflorum ndo foram significantes. E possivel inferir com as anlises de
bioinforméatica que o EST/gene TgORFX-/ 3’ é um gene homdlogo ao EST/gene
TcORFX-1 3’ de T. cacao.

4. Discussao

Bustin, 2009 aponta que existem parametros que um ensaio de RT-gPCR deve
seguir. Um ponto imprescindivel que determinara a acuracia e 0 sucesso da técnica é a
escolha de um gene enddgeno (normalizador) adequado, tornando desta forma um preé-
requisito para confiabilidade dos dados (SCHMITTGEN; ZAKRAJSEK, 2000; DHEDA
et al, 2004). O gene normalizador fator de elongacdo 1l-a (EF-1a) utilizado para
expressao génica em cupuagu mostrou homogeneidade na expressao, este gene foi
utilizado por Pinheiro et al., 2011 na cultura do cacau. A constancia do mesmo pode ser
explicado devido ao fato do fator de elongacdo la (EFla) ser responsavel pela ligagdo
do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo, atuando, assim, na fase de alongamento da
sintese proteica, sendo necessario continuamente no metabolismo celular, desta forma é
esperado que o padrdo de expressdo nao se altere nos tecidos e sob diversas condicdes.

O EFla e 0 EF1-beta se destacam por participarem de processos continuos e
indispensaveis dentro da célula. De acordo com alguns trabalhos, estes genes foram
testados 33 vezes e constataram a estabilidade em 58% do tempo, durante intervalos das

condicBes experimentais em situacdes de estresse bidtico e abiotico, constatando a
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eficiéncia como normalizador (NICOT et al , 2005; RANSBOTYNAL , 2006; . JAIN et
al , 2006; . CALDANA et al , 2007; LI et al ,2009; TONG et al, 2009 ; MIGOCKA,
PAPIERNIAK 2010). EFla também foi considerado adequado para a analise de
expressao do transgénico Eucommia ulmoides, envolvido na biossintese de isoprenoides
(CHEN et al., 2010). Desta forma consideramos que ele constitui-se um enddgeno ideal
para ensaios de RT-qPCR em cupuagu.

Espécies de plantas para as quais 0s recursos gendmicos sdo limitados, genes
homologos podem apresentar uma alternativa para inferéncias sobre funcbes e
localizagdo do gene em estudo (BOLOT et al., 2009). Portanto, a anotacdo de genes
recém-sequenciados se baseiam principalmente na busca por homologia de sequéncias
que ja foram previamente caracterizadas em outros genomas. E amplamente aceito que
em qualquer genoma, cerca de 30 a 50% dos genes apresentem homologia com
transcritos conhecidos, ou a homologia é muito baixa, sugerindo que se tratam de
proteinas hipotéticas ou desconhecidas.

O Blast da sequéncia de TQORFX-1 3’ apresentou um alinhamento de 100%,
com e-value de 0.0 com clone cDNA TcORFX-1 3 ' homologo ao ORFX/fw2.2-like. O
ORFX/Fw2.2-like, foi primeiramente reportado em Lycopersicum ssp. Os ORFs (Open
Reading Frame), com livre traducédo para fases de leitura aberta do codigo genético, séo
identificados por um codon iniciador e um terminador, sdo sequéncias com possiveis
regides codificadoras (DIAS NETO, 2000). As Fw2.2-like foram caracterizadas por ter
apresentado interacdo fisica com o regulador beta (subunidade de uma quinase CKII)
perto da membrana plasmaética e baseado nisto foi sugerido que Fw2.2 pode ser parte de
um sistema de sinalizacdo. Este sistema € provavelmente ativado por um sinal
extracelular, coordenando assim a divisdo celular (CONG; TANKSLEY, 2006).

Bailey, et al 2005, isolaram cinco clones de cDNA da cultura do cacau baseados
na expressdo diferencial em respostas a estresse bidtico e abidtico. Dentre eles, o
TcORFX-1 (Fw2.2-like - regulador do nimero de células). As amostras de cacau foram
tratadas com Nepl, causador de necrose e observou-se que este gene, juntamente com o
TcWRKY — 1, responderam mais rapidamente ao tratamento Nepl. Este gene em cacau
possui similaridade com a proteinas predita Fw2.2 gene (envolvidas na evolugdo do
tamanho dos frutos). Este gene codifica um Ras-like, pequena Proteina G localizada na
membrana, atuando com um regulador negativo da diviséo celular e no desenvolvimento
dos frutos (FRARY et al 2000; TANKSLEY, 2004; CONG E TANKSLEY 2006;
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CONG et al. 2002; LIU et al . 2003). Os membros da familia de genes fw2.2 também
foram identificadas em outras plantas como o abacate (Persea americana Mill.)
(DAHAN et al. ,2010) e em nddulos radiculares de soja (Glycine max (L.) Merr.)
(LIBAULT et al. De 2010).

A expressdo do EST/gene TgORFX1-3’ durante as primeiras 8 horas apos
inoculagdo com o M. perniciosa é duas vezes mais alterado no genoétipo resistente em
relacdo ao controle. Na interacdo T. cacao x M. perniciosa, a partir de 6 horas pos
inoculacdo o fungo comeca a entrar nas regides intersticiais das células e até este
momento ndo ocorrem respostas de defesa pois as cascatas sinalizadoras ainda néo
foram iniciadas (comunicagdo pessoal). Em cupuagu ainda ndo se sabe quando ocorre a
penetracdo do fungo, no entanto ao observar que a expressdo do gene é alterada,
presumimos que pode haver uma rapida resposta a infeccdo associada a regulagdo do
crescimento negativo de células.

No entanto, 24hai, no genétipo C174 (resistente), a expressdo do gene é
levemente suprimida. Nas primeiras horas de interacdo, existe uma alocacao de energia
para processos de reconhecimento e resposta do tipo oxidativa, aumento na atividade de
enzimas de compostos antimicrobianos, fitoalexinas e refor¢os da parede celular, por
iSSO outros processos secundarios como regulagdo do crescimento, podem diminuir. Isto
ocorre para balancear o metabolismo total e equilibrar os gastos energéticos da planta,
apresentando assim um efeito compensatério (SOMSSICH; HAHLBROCK, 1998),
priorizando uma atividade em detrimento de outra que no momento ndo é necessario
(LOGEMANN et al., 1995). Outro ponto importante diz respeito a “corrida
armamentista” entre o patdégeno e a planta, onde ndo podemos esquecer que é um
sistema altamente dindmico. Esta interacdo foi descrita como a “Hipodtese da Rainha
Vermelha”. Enquanto a planta ativa seus mecanismos de defesa, o patdgeno tenta burlar
tal mecanismo para conseguir sucesso na colonizacéo do tecido do hospedeiro. Com o
tempo os patdgenos toram-se especializados na maioria dos genétipos dos hospedeiros,
0 que reduz o valor adaptativo. No entanto existem 0s gendtipos mais raros dentro da
populacdo vao apresentar vantagem adaptativa em relagdo ao patdgeno. Esta hipotese
explica também uma série de caracteres incluindo sistemas de reproducdo, viruléncia do
patogeno, resisténcia do hospedeiro, e manutencdo da diversidade genética da
populacdo. Este modelo de interacdo aponta a importancia e necessidade das populacGes
hospedeiras desenvolverem continuamente mecanismos que evitem gue sua supressao
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pelos patdgenos (CLAY & KLOVER, 1996). Mac key (1986) se refere a Hipotese da
Rainha Vermelha como “golpes” e “contra-golpes” evolutivos. E provavel que o padrio
de expressdo do TJORFX1-3’ seja explicado pelos fatores supracitado.

Em 48hai , 0 gene apresentou um padrédo de expressdo cinco vezes maior quando
comparado ao controle. No patossistema cacao X M perniciosa 0S mecanismos de
resisténcia observados parecem ocorrer nas primeiras 48hai apds a inoculagdo e se
caracteriza pela contencdo do crescimento micelial no material resistente, com a redugéo
da colonizacdo e a consequente atenuacdo dos sintomas da doenca (LEAL JUNIOR,;
ALBUQUERQUE; FIGUEIRA, 2007; SILVMATSUOKA, 1999). Tem sido observado
que a expressdo de genes de resisténcia levam a reducdo do crescimento da planta e
fitness como consequéncia da competicdo metabdlica direcionada a sintese de elementos
de defesa (HEIL; BALDWIN 2002, LIN et al 2008. E como o gene TCORFX1-3’ esta
associado ao controle negativo da divisdo celular, a sua superexpressdo é
provavelmente justificada desta forma.

Por fim, é provavel que o EST/gene TgORFX1-3’ possa contribuir com a
inibicdo da divisdo celular em periodos adversos da planta. Durante uma interacédo
homologa, ou seja interacdo compativel, como ocorre no presente estudo, o patégeno é
capaz de colonizar o hospedeiro, no entanto em certas condi¢cdes quando algumas
plantas exibem resposta de resisténcia elas restringem o crescimento e a reproducao o
patdgeno. Este mecanismo pode ser explicado pelo reconhecimento especifico entre
gene de resisténcia da planta e de aviruléncia do patdgeno, que desencadeia uma cascata
de transducdo de sinal. A elicitacdo de respostas de defesa na planta mediada pelo
EST/gene desempenha um papel fundamental em termos de inibicdo do crescimento,
proliferacdo, de forma a restringir a propagacdo do agente patogénico nos tecidos da
planta (LAMB, 1989; HAMMOND-KOSACK, 1996). Concomitantemente a este gene
também sdo ativados outros genes com o intuito de atrasar ou evitar a entrada do
fitopatogeno (GUO et al, 2010).

Durante as 72hai observa-se um decréscimo da expressao do TgORFX1-3’, a
expressao passa a equiparar-se com 8hai. A expressao pode ter sofrido um decréscimo
para alocar energias para outros mecanismos de resisténcia que sdo ativados mais
tardiamente. Neste tempo é observado em cacau o acumulo de taninos, um composto
que participa na diminui¢do do micélio do fungo dentro dos tecidos da planta, entdo é
provavel que genes antes superexpressados, como o TgORFX1-3’ tenham suas
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expressdes moderadas, como ja citado anteriormente, sendo a energia alocada para
outros processos envolvidos na resposta de resisténcia.

E importante salientar que as respostas de defesa ndo ocorrem somente no
gendtipo resistente, visto que na natureza a regra é resisténcia. Sendo assim, muitos
genes relacionados as respostas de defesa em plantas também sdo ativados em genotipos
suscetiveis, a diferenca estd no tempo de ativacdo, sendo mais rapida nos resistentes, a
resposta tardia pode trazer prejuizos & planta. No entanto, no genétipo C1074
(suscetivel) ndo é observado uma variacao significativa da expressao do TgORFX1-3’
ao longo dos tratamentos, corroborando com Dias et al, 2011, onde observaram que 0s
padrdes de expressdo do genes apx, Glp e Dhar em cacau obtidos as fases iniciais da
infeccdo por M. perniciosa (até 72 hai), ndo apresentaram variacdo significativa em
gendtipos suscetiveis inoculados. Nomura et al, 2005 apontam que a supressdo de
defesa em plantas suscetiveis por patdgenos tem sido considerada um mecanismo chave
na interacdo planta x patégeno, envolvendo processos complexos que ainda precisam ser

elucidados.

5. Conclusédo

O EST/gene TgORFX1-3’ est4 provavelmente envolvido nas respostas de defesa
contra o M. perniciosa em Cupuacu, sendo este o primeiro gene para a cultura reportado
na literatura. Outros aspectos como componentes do sistema de transducdo de sinais,
compostos antimicrobianos e genes envolvidos com a resposta a choque térmico, dentre
outros precisam ser identificados e caracterizados, a fim de constituir um banco de
dados referentes aos genes envolvidos na resisténcia contra fitopatdgenos na cultura e

também outras caracteristicas de interesse agronémico.
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6. CONCLUSOES GERAIS

1. As informacdes do tamanho do genoma poderdo ser aplicadas nas mais diversas areas
de conhecimento: estudos de fisiologia, biologia molecular, genética e filogenia.
Subsidiando principalmente estudos a cerca da conservagdo das espécies silvestres de
Theobroma.

2. O conjunto de marcadores EST- SSRs caracterizados neste trabalho podem ser
utilizados como uma ferramenta de alto valor informativo em estudos envolvendo os
programas de melhoramento genético, auxiliando na construcdo de mapas genéticos e
identificagdo de QTL’s na cultura do cacaueiro. Além da possibilidade do uso destes
marcadores para as demais espécies silvestres do género para estudos no ambito de
melhoramento genético e conservacao.

3. O EST/gene TgORFX1-3’ encontrado na cultura do cupuacu foi apontando como
provavelmente envolvido nas respostas de defesa da planta durante a infeccdo por M.
perniciosa atuando nas fases inciais de invasdo do patégeno. Sua acdo é provavelmente
inibir a proliferagdo celular no intuito de conter a invasdo do patdgeno nos tecidos da
planta.
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