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RESUMO

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Andlises bioquimicas de calos e estudo da
divergéncia genética em castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H. B.
K.). Lavras: UFLA, 1999, 72p. (Dissertagio - Mestrado em Agronomia -
Area de Concentragdo em Fisiologia Vegetal)'

Com este trabalho objetivou-se verificar 0 comportamento in vitro de
tecido foliar e estudar a divergéncia genética da castanheira-do-brasil
(Bertholletia excelsa H. B. K.). O comportamento in vitro de tecido foliar foi
avaliado através de curva de crescimento de calos e analises quantitativas dos
teores de agucares soliveis totais, agicares redutores, proteinas totais e
aminodcidos. Explantes foliares com 0,7cm de didmetro foram inoculados em
meio MS suplementado com 2,26pM de 2,4-D + 8,88uM de BAP e mantidos em
sala de crescimento na auséncia de luz. Para a obtengio da curva de crescimento
de matéria fresca, foram coletados calos com intervalos de 7 dias, durante 90
dias. As analises bioquimicas foram realizadas em calos coletados em intervalos
de 15 dias, durante 60 dias. A curva de crescimento de calos apresentou cinco
fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragio e estacionaria. Os teores
de agucares soliveis totais e agucares redutores apresentaram uma redugio
durante o periodo avaliado. Os teores de proteinas totais e aminoacidos
apresentaram uma elevagdo até o trigésimo dia, seguida de uma reducio até o
sexagésimo dia, periodo em que os mesmos devem ser repicados. O estudo da
divergéncia genética da castanheira-do-brasil utilizando o marcador molecular
RAPD foi realizado com individuos coletados em um banco de germoplasma
desta espécie no Estado do Pard e com individuos coletados em um
reflorestamento no Estado do Mato Grosso. Os resultados obtidos indicaram a
presenca de divergéncia genética entre e dentro das populagdes estudadas. Trés
grupos de individuos foram formados no grifico de agrupamento. Alguns
individuos do Estado do Para e outros do estado de Mato Grosso formaram um
primeiro grupo apresentando uma maior similaridade. Nos segundo e terceiro
grupos de individuos formados houve uma separagdo mais evidente em relagio
as origens geograficas dos mesmos.

* Orientador: Renato Paiva - UFLA




ABSTRACT

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Biochemical analysis of callus and study of
genetic divergency in Brazil nut (Bertollethia excelsa H. B. K.) Lavras:
UFLA, 1999, 72p. (Dissertation - Master of Agronomy / Plant Physiology)'

The objective of this work was to verify the in vitro behavior of leaf tissue
and study the genetic divergency of Brazil nut (Bertholletia excelsa HBX.) The
in vitro behavior of leaf tissue was evaluated through a callus growth curve as well
as quantitative analysis of total soluble sugars, reducing sugars, total proteins and
aminoacids. Leaf explants with 0.7 cm diameter were inoculated in MS medium
supplemented with 2.26 uM 2,4-D + 8.88 uM BAP and maintained in a growth
room in the abscence of light. In order to obtain the growth curve of callus fresh
matter, callus samples were collected at 7 days interval during 90 days.
Biochemical analysis were performed in callus samples collected at 15 days
interval during 60 days. The callus growth curve presented five distinct phases:
lag, exponential, linear, desaccelaration and stationary. The content of total soluble
and reducing sugars showed a reduction during the evaluated period. The content
of total protein and aminoacids showed an increase until the 30" day followed by a
reduction until the 60" day, period in which the calli should be subcultered. The
study of genetic divergency of Brazil nut throngh the molecular marker RAPD was
performed using plant material collected from a germoplasm bank of the species in
the state of Para and plant material obtained from a reforestation in the state of
Mato Grosso. The results indicated the presence of genetic divergency between and
within the studied populations. Three groups of individuals were formed within the
grouping graphic. Some individual from Para as well as from Mato Grosso state
formed 3 group presenting a high similarity. An evident separation based on
geographic origin was observed in the second and third group.

' Adviser: Renato Paiva - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é uma espécie arborea
pertencente & familia Lecythidaceae, considerada de grande valor econémico
devido a comercializa¢do de seus frutos (castanhas) e da madeira. A castanheira é
uma arvore de alto fuste que, apesar de seu lento crescimento, pode atingir de 30 a
50m de altura. Castanhais nativos podem ser encontrados nos Estados do Par3,
Amazonas, Acre, Maranhio e Mato Grosso (Miiller, 1981).

A exploragio de castanhais silvestres no Brasil teve inicio em 1800
(Miller et al,, 1980). Durante as décadas de 1970 e 1980 grandes areas de
castanhais nativos foram drasticamente reduzidas pelos desmatamentos na
Amazonia. Apesar de o Ministério do Meio Ambiente, dos Recursos Hidricos e da
Amazdnia Legal na Portaria n° 48 de 10 de julho de 1995 do IBAMA proibir o
corte e a comercializacdo da castanheira e da seringueira (Hevea spp) em florestas
nativas, primitivas ou regeneradas, ressalvados os casos de projetos para
realizagio de obras de relevante dominio publico, essa pratica infelizmente
continua acontecendo, ocasionando quedas na produgdo de frutos e enormes perdas
de material genético.

Na regido amazdnica, quase toda a extracio de castanha-do-brasil é
destinada & exportagdo. Segundo Carvalho, Ferreira ¢ Homma (1994), apos a
decadéncia da borracha, a castanha-do-brasil passou a constituir o principal
produto extrativo para exportagio da regido norte do Brasil, na categoria de

produtos basicos.



Os frutos de castanha-do-brasil sio denominados ourigos e possuem, em
média, no seu interior dezoito sementes, cujas améndoas sio altamente nutritivas,
tendo um valor protéico bastante expressivo, razio pela qual sdo conhecidas como
“camne vegetal”. O teor de proteina de duas améndoas equivale ao de um ovo. A
composigio quimica das améndoas apresenta 17% de proteinas, 67% de gorduras,
7% de hidrocarbonados, 4% de sais e 5% de agua (Miiller, 1995).

Além de altos niveis, a fragio protéica das améndoas de castanha-do-brasil
possui elevados teores do aminoécido essencial metionina (20%), especialmente na
proteina de reserva 2§ albumina, o que tem uma grande importancia para as
pesquisas de transferéncia de genes de interesse para culturas mais utilizadas na
alimentagdo humana e que normalmente apresentam niveis bastante reduzidos
deste aminoacido (Guerche et al.,, 1990). Ip e Lisk (1994) demonstraram que a
améndoa da castanha-do-brasil apresenta também em sua composi¢do cerca de 13
a 30ppm de selénio na forma de selenito de sédio, substincia altamente ativa na
prevengdo do cancer de mama.

O cultivo racional de castanheiras visando a comercializagio de frutos e
sementes ainda é pouco desenvolvido na regido amazénica, sendo a lenta e
desuniforme germinagdo de suas sementes, um dos maiores entraves 3 sua
propagagio (Pereira et al, 1980). A emergéncia do cauliculo ou radicula das
sementes pode demorar de 6 a 18 meses, em condi¢es naturais, porém, com a
retirada do tegumento, este periodo pode ser reduzido para um més (Lorenzi,
1992).

O uso das técnicas de cultura de tecidos vegetais, apresenta-se como uma
alternativa viavel para reduzir as dificuldades encontradas na propagagio natural
da castanheira, pois, além de possibilitar a produgdo de grandes niimeros de
plantas em um pequeno espaco de tempo, viabiliza o resgate do germoplasma

ameagado, facilitando, assim, o seu intercdmbio e preservagdo (Camargo, 1997).



Especificamente em plantas lenhosas como a castanheira, a utilizagdo de
protocolos convencionais de micropropagagio € dificultada por varios fatores,
destacando-se a oxidagio de compostos fendlicos liberados pelas células
danificadas do explante e os longos periodos de crescimento destas espécies.
Estudos utilizando tecidos formados em periodos reduzidos, como calos, diminuem
consideravelmente o tempo de obtengdo de informagdes a respeito do metabolismo
celular em lenhosas.

Analises bioquimicas de tecidos vegetais cultivados in vitro podem
fomecer informagGes sobre a melhor fase do desenvolvimento celular para a
obtencio de substincias ou moléculas de interesse, assim como mudangas
fisiologicas que podem acontecer no ambito celular. Dados como estes podem
auxiliar nos processos de estabelecimento in vitro e, consequentemente, propiciar a
otimizagdo das condi¢Oes de cultivo de espécies com dificuldade de propagacgao
natural como a castanha-do-brasil (Paiva Neto, 1996).

Atualmente ja existe uma preoccupagio entre pesquisadores, técnicos e
politicos com relagdo a preservagdo e cultivo racional de castanheiras. Para tanto,
a produgdo de grandes numeros de mudas através da cultura in vitro toma-se uma
ferramenta indispensavel. A implanta¢io de populagdes base envolvendo diferentes
procedéncias é de grande importincia para a conservagio de material genético que
podera ser perdido se deixado nas areas de ocorréncia natural. Estas popula¢des
poderdo servir, tanto para conservagio e fonte de material para micropropagagio,
como para programas de melhoramento, informando o- grau de diversidade
genética da espécie (Ohashi, Daniel e Costa, 1995).

Os marcadores moleculares sdo considerados atualmente uma das
principais ferramentas utilizadas para obtengio de informagdes sobre a diversidade
genética entre populages. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1995), o termo

marcador molecular pede ser definido como todo e qualquer fenétipo decorrente de



um gene expresso, como no caso de proteinas e caracteres morfolégicos, ou no
caso de um segmento especifico de DNA (correspondente a regies expressas e
ndo expressas do genoma), cuja seqiiéncia e fungdo podem ser conhecidas, e que
possui comportamento de acordo com as leis basicas da heranga.

A técnica conhecida como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
¢ uma modificaco da técnica conhecida como PCR (Polymerase Chain Reation),
sendo que a primeira utiliza apenas um primer de seqiiéncia desconhecida para que
se inicie a amplificagio do DNA. Entre as varias aplicagdes dos marcadores
RAPD destacam-se a analise da estrutura e diversidade genética em populagdes
naturais, populages de melhoramento e bancos de germoplasma; construgdo de
mapas genéticos de alta cobertura gendmica e localizagio de genes de interesse
econdmico (Ferreira e Grattapaglia, 1995).

Estudos genéticos utilizando espécies alégamas como a castanha-do-brasil
¢ marcadores moleculares vém sendo realizados com grande intensidade, pois,
além de informar o grau de similaridade entre os individuos dentro de uma
populagdo e entre populagdes distintas, os elevados niveis de heterozigose destas
espécies refletem grandes quantidades de polimorfismo de DNA (Ferreira e
Grattapaglia, 1995). Entretanto, com a castanheira, poucos trabalhos foram
realizados com o objetivo de informar o grau de similaridade ou divergéncia
genética entre popula¢des naturais e entre populagdes cultivadas de maneira
racional como plantios comercias, bancos de germoplasma e reflorestamentos.

Desta forma, visando gerar informagSes para pesquisas futuras
relacionadas com propagacio in vitro e diversidade genética em Bertholletia
excelsa, este trabalho objetivou (1) analisar bioquimicamente os calos obtidos a
partir de segmentos foliares de castanha-do-brasil e (2) estudar a divergéncia
genética em plantios racionais de castanha-do-brasil, por meio do marcador
molecular RAPD.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESCRICAO BOTANICA

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H. B. K) é uma espécie
arborea de grande porte (Figura 1), podendo atingir 50m de altura e 4m de
didmetro na base do caule. Possui caule cilindrico, liso e desprovido de ramos até
a fronde. A casca é escura e utilizada como matéria-prima para estopa de
qualidade superior empregada na calafetagio de embarcagdes, vestuarios
indigenas e esteiras (Miiller, 1981).

As folhas sdo esparsas, alternas, pecioladas, oblongas ou ovado-oblongas,
curto-acuminadas, onduladas, verde escuras na parte superior e palidas na
inferior. As flores possuem seis pétalas branco-amareladas, sdo tubulosas,
grandes e dispostas em paniculas terminais eretas (SUDAM, 1976).

Os frutos sdo pixidios lenhosos, quase esféricos, com bastante variagio
de tamanho, podendo conter de 12 a 25 sementes, que sdo angulosas, agudas,
mais ou menos triangulares, transversalmente rugosas, estreitamente
comprimidas, envoltas em polpa amarela e dispostas em trés séries. Contém em
seu interior a améndoa, que possui a maior utilidade e valor econémico, servindo

para fins alimenticios, devido ao seu alto valor protéico (Miiller, 1981).



FIGURA 1 Aspecto visual da arvore de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.) (A). folhas ¢ flores(B), frutos (C). sementes (D) ¢ madeiras (E)
(Adaptado de Lorenzi, 1992).UFLA. Lavras/MG, 1998,



2.2 CULTURA DE TECIDOS

A técnica de cultivar tecidos vegetais in vitro consiste em isolar uma
pequena parte de tecido, chamada explante, e colocar a sua disposi¢do condigdes
fisicas e quimicas artificiais que permitam seu crescimento e desenvolvimento.

De acordo com Kurtz e Chu (1990), as principais vantagens da cultura
de tecido sdo a rapida multiplicagdo, uniformidade e possibilidade de produgao de
grandes numeros de plantas, selegdo de elites, produgdo de -produtos de
engenharia genética e armazenagem de produtos em bancos de germoplasma in
vitro.

Em plantas cultivadas in vivo, o processo fotossintético é responsavel por
90 a 95% do peso de matéria seca de plantas; o restante, 5 a 10%, resultam do
acréscimo de minerais retirados do solo. No caso de cultura in vitro, nutrientes
minerais, agua, oxigénio, componentes energéticos e vitaminas, estdo disponiveis
no meio de cultura. Os principais meios de cultura conhecidos sdo: MS
{Murashige e Skoog, 1962), BS (Gamborg, Miller e Ojima, 1968), White (White,
1943) ¢ WPM (Lloyd ¢ McCown, 1980), os quais diferem principalmente na
concentragao final dos sais utilizados.

A micropropaga¢do ou propagagdo vegetativa in vitro é uma das
principais aplica¢des da cultura de tecidos, especialmente para aquelas plantas
que possuem dificuldade de propaga¢do sexuada. Esta técnica, quando usada
comercialmente, permite a obten¢do de grandes nimeros de plantas, em curto
espago de tempo, todas geneticamente semelhantes 3 planta doadora do explante.

O cultivo in vitro de espécies lenhosas como a castanha-do-brasil
enfrenta algumas dificuldades naturais. Segundo Jones (1991), a utilizagdo da
técnica de cultura de tecidos em espécies lenhosas obteve pouco sucesso

inicialmente, restringindo-se aos estudos com sementes e explantes de mudas,



sendo que atualmente, estas técnicas tém sido utilizadas com éxito em explantes
oriundos de plantas adultas. Estudos com lenhosas in vifro em zonas temperadas
tém mostrado que a capacidade para organogénese de explantes segue uma
tendéncia segundo a qual as estagdes do ano para a obtengdo dos explantes
influenciam em respostas diferentes durante a cultura in vitro (Ladet, 1998).

A propagacio de plantas lenhosas a partir de tecidos como calos tem sido
observada em varias espécies que apresentam dificuldades de propagacio.

Calos sdo tecidos ndo diferenciados, constituidos por massa de células
diferenciadas e desorganizadas que se desenvolvem como resposta a injirias
fisicas ou desbalango hormonal (Yeoman e Macleod, 1977) e podem apresentar
composigdo bioquimica e exigéncias distintas em relagdo ao explante de origem
(Phan, Do e Hegedus, 1987).

Segundo Hicks (1980), durante a organogénese indireta, nos cultivos in
vitro, se faz necessaria, primeiramente, a indugo de calos no explante primario.
Em contraste, na organogénese direta, a formagio de érgdos ocorre sem a
passagem do explante inicial pela fase de calos, como ocorre em plantas de fumo
(Than Van, 1980).

No primeiro relato encontrado sobre cultura de tecidos em castanha-do-
brasil, Toledo et al. (1993) obtiveram pouco crescimento em segmentos de caule
cultivados em meio MS liquido suplementado com 0,5mg/L de ANA e 2,5mg/L
de BAP e obtiveram calos em meio sélido utilizando de 2,4-D, porém
apresentando pouca descrigdo sobre o tipo de explante e metodologia adotados.
No segundo relato encontrado, Camargo (1997) foi capaz de induzir a formacio
de calos 15 dias apés a inoculagdo de explantes provenientes de segmentos
foliares jovens de castanha-do-brasil, em meio MS suplementado com 2,26pM de
24-D e 8,38uM de BAP. O mesmo autor afima que estudos sobre o
comportamento in vitro efetuados a partir de explantes juvenis podem



proporcionar o estabelecimento de um protocolo seguro de propagacio da
espécie, bem como facilitar trabalhos futuros, visando resgate de germoplasma
com uso de explantes oriundos de plantas adultas.

Muitos autores tém obtido resultados satisfatorios na propagagdo de
lenhosas via organogénese indireta, por exemplo. Multiplas brotagtes de
Tecomella undulata, uma arvore nativa dos desertos da india, foram obtidas a
partir de calos crescidos em meio MS suplementado com AIA (0,1mg/L) e BAP
(2,5mg/L). Brotagdes regeneradas foram pré-tratadas com uma mistura de
auxinas (AIA, ANA e AIB: Smg/L de cada) durante 24 horas antes de serem
transferidas para o meio MS, onde foram enraizadas (Dilip et al., 1996).

A formagdo de calos de Aristolochia indica foi induzida em meio MS
suplementado com 1,0-10mg de BAP (Remashree, Hariharan e Unnikrishnan,
1997). A iniciagdo foliar destes foi observada 40 dias apds a inoculagio, também
no meio MS, suplementado com 2mg/L BAP e 0,5-2mg/L ANA.

A cultura de calos de Caqui (Diospyros kaki c.v.) foi iniciada em meio
MS suplementado com 10uM de zeatina elpM de AIA. Apds algumas sub-
culturas, os calos foram subdivididos e inoculados em meio MS contendo frutose,
glicose e sacarose com 0-5% de concentragdo, suplementado com 10uM de
zeatina ¢ 0,1pM de AIA, para induzir brotacSes adventicias. A melhor
regeneracido (88%) foi encontrada no meio MS contendo 3% de sacarose (Tao,
Yonemori e Sugiura, 1992).

Kelkar, Deboo e Krishnamurthy (1996) regeneraram brotacGes a partir
de calos obtidos de explantes originados de segmentos foliares de pimenta (Piper
colubrinum), utilizando o meio MS contendo 2,0mg/L de BAP e 0,5mg/L de
ANA, bem como 1,0mg/L e 0,5mg/L de 2,4-D. As brotagdes foram enraizadas
também em meio MS com ou sem AIA ou AIB e transferidas para solo, atingindo

100% de sobrevivéncia.



2.3 ANALISES BIOQUIMICAS

As determinagGes quantitativa e qualitativa de macro e micromoléculas
que constituem tecidos vegetais podem auxiliar na determinacio das diferentes
fases da vida de um vegetal, de acordo com o aumento ou diminuicio dos niveis
de compostos essenciais como proteinas, enzimas, aminoacidos e carboidratos.

O requerimento de nutrientes e compostos organicos em tecidos vegetais
mantidos in vitro tem sido estudado, visto que tais tecidos podem perder, diminuir
Ou aumentar, em certos casos, a sintese de substincias exigidas para o seu
desenvolvimento normal.

Por ser uma técnica que possibilita resultados bastante praticos, a cultura
de tecidos ainda necessita de informagdes basicas para seu perfeito entendimento.
Estudos bioquimicos que possam caracterizar as possiveis mudangas que ocorram
no explante, culminando com indugdo de calogénese, ainda estio em fase inicial
de exploragdo (Paiva Neto, 1996). Calos formados a partir de tecidos de frutos de
citrus tém sido utilizados para estudar varios aspectos da fisiologia desses frutos,
pois o crescimento de calos observado através de seu peso fresco foi dependente
da idade com que os frutos foram colhidos, bem como da adigdo de suco de
laranja ao meio de cultura (Amo-Marco e Picazo, 1994).

Uma das analises bioquimicas mais comuns em Fisiologia Vegetal é a
determinag3o do nivel de proteinas de um tecido (Passos, 1996). As proteinas sio
polimeros de aminoacidos que possuem fungdes muito importantes no
metabolismo celular, agindo como enzimas e materiais estruturais, entre outras.

Estudos sobre determinacdo de teores, qualidade e localizagdo protéica
em tecidos cultivados in vitro sdo freqiientemente encontrados na literatura, pois

revelam informagdes importantes sobre o metabolismo celular.
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Rajyalakshmi et al. (1991) demonstraram a existéncia de polipeptideos
especificamente associados com calos embriogénicos e ndo-embriogénicos de
folhas de trigo. Coleman e¢ Emst (1991), estudando explantes de ramos
intemodais de Populus deltoides, conseguiram identificar diferentes proteinas
envolvidas com o processo de calogénese e regeneragio de parte aérea.

Calos originados de cotilédones de plantulas de citrus foram mduzidos no
meio MS suplementado com 1,0mg/L de 2,4-D, 0,5mg/L de BAP e 0,5mg/L de
ANA. Calos ndo embriogénicos foram observados nas trés primeiras fases de
crescimento e os embriogénicos iniciaram a sua formagdo na quarta fase de
crescimento, permanecendo assim por prolongadas sub culturas. Os teores de
proteinas totais reduziram-se drasticamente até a terceira fase de crescimento,
porém, apds este periodo, aumentaram progressivamente (Chaudhry, Rashid e
Quraishi, 1993).

Teores de proteinas totais e aminoacidos de calos originados de
segmentos foliares de tabaco mostraram-se altos naqueles que apresentaram
regeneragdo de brotacdes e baixos naqueles que ndo diferenciaram-se (Yadav,
Maherchandani e Yadav, 1995).

Outra classe de biomoléculas que se destacam em tecidos vegetais s@o os
carboidratos ou agucares, os quais atuam como forma de armazenamento de
energia, como importantes constituintes de suporte de tecidos ou também como
provedores de esqueletos de carbono para compostos organicos sintetizados pelas
células. Gamborg et al. (1976) classificam os carboidratos como uma das cinco
classes de substincias essenciais requeridas para o crescimento e
desenvolvimento in vitro.

Em plantulas obtidas in vitro, normalmente os agucares soluveis e os
compostos fenolicos diminuem, enquanto os acidos organicos e proteinas soliveis

tendem a aumentar (Phan, Do e Hegedus, 1987).
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Yoo et al. (1998) sugerem que células orientadas para a divisdo celular,
como calos e células em suspensdo, sintetizam diferentes polissacarideos de
parede celular daquelas encontradas em plantas intactas.

Analises de sacarose, glicose e frutose do meio de cultura e de calos
formados a partir de explantes foliares de Actinidia deliciosa indicaram que, apos
15 dias de cultivo, houve um incremento no meio de cultura nos teores de glicose
e frutose causado pela hidrélise de sacarose. Os calos apresentaram um pequeno
aumento nos teores de sacarose até os 30 dias de cultivo, porém altas quantidades
de glicose e frutose foram encontradas durante o mesmo periodo (Mezzeti, Conte
e Rosati, 1991).

2.4 MARCADORES MOLECULARES

A erosdo genética que vem ocorrendo em populagSes nativas de arvores
de espécies tropicais € um fato preocupante para os cientistas em todo o mundo.
O desaparecimento e o desconhecimento de genes que poderiam ser utilizados em
programas de melhoramento genético estdo deixando a comunidade cientifica sem
material para pesquisa biolégica. Trabalhos de identificagio de mapas genéticos
em espécies alogamas estdo sendo realizados com muita intensidade. (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

O uso de marcadores moleculares surgiu como uma ferramenta poderosa
para a anilise gendmica e para auxilio a programas de melhoramento genético.
As izoenzimas foram os primeiros marcadores moleculares utilizados, possuindo

as vantagens de fomecer respostas rapidas e baixos custos.

12



Posteriormente surgiram os marcadores de DNA, que detectam
diretamente nas moléculas diferengas na informagdo genética entre individuos
(Helentjaris, 1992). O primeiro marcador de DNA desenvolvido através de
estudos de biologia molecular foi 0 RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do, cuja
técnica baseia-se nas diferencas de tamanho dos fragmentos obtidos pela digestio
de DNA gendmico por enzimas de restri¢do (Tanksley et al., 1989).

Apés a descoberta dos marcadores RFLP, novos marcadores foram
desenvolvidos, baseados na reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase),
na qual ocorre a sintese enzimitica in vitro de um segmento especifico de DNA
através da enzima termo-tolerante Taq-polimerase. Os métodos derivados desta
tecnologia tém se mostrado muito tteis para estudos em varias areas da genética
(Schierwater, 1995).

O marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
derivado da técnica PCR, gera fragmentos especificos de DNA, os quais sdo
amplificados através de primers unicos de seqiiéncia nucleotidica arbitraria
(Williams, Kubelik e Livak, 1990). A reacdo de amplificagdo ocorre em ciclos
que envolvem trés etapas: (1) desnaturagio, (2) anelamento e (3) extensdo. Na
primeira etapa, as fitas do DNA molde sdo separadas por um aumento da
temperatura que em seguida ¢ diminuida para que pequenas moléculas de DNA
de fita simples (primers), que sdo complementares as seqiiéncias que flanqueiam
a regido alvo, hibridizem com as fitas do DNA molde. A DNA polimerase inicia
entdo a sintese de um segmento que é uma copia da regido alvo. Estas etapas sdo
repetidas por vanas vezes, de forma que o namero de copias dupliquem ao final
de cada ciclo, ocorrendo um aumento em progressdo geométrica do nimero de

copias da regido alvo.
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Estudos visando informar a diversidade genética de populagGes naturais
ou cultivadas de espécies que possuem algum interesse econémico ou cientifico,
utilizando a técnica RAPD, estio sendo desenvolvidos.

Kanashiro, Harris e Simons (1997), determinando a diversidade genética
em cinco populagdes geograficamente distantes de castanha-do-brasil da
Amazénia, através de RAPD, observaram dois grupos distintos. O primeiro
incluiu plantas provenientes das cidades de Alenquer, Marabi e Altamira,
pertencentes ao Estado do Pard e o segundo incluiu plantas das cidades de
Santarém (Pard) e Rio Branco (Acre). Os autores concluiram que a variagdo
genética entre as populagdes de castanha-do-brasil distribuidas na Amazdnia

brasileira, é pequena.
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CAPITULO 2

ANALISES BIOQUIMICAS DE CALOS DE CASTANHA-DO-BRASIL
(Bertholletia excelsa H.B.K.).

1 RESUMO

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Andlises bioquimicas de calos de castanha-do-
brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.). Lavras: UFLA, 1999, 72p. (Dissertagdo
- Mestrado em Agronomia - Area de Concentracdo em Fisiologia Vegetal)'

O objetivo deste trabalho foi analisar bioquimicamente tecido foliar de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H. B. K.) mantidos in vitro. Explantes
foliares com 0,7 ¢cm de didmetro foram inoculados em meio de cultura MS
suplementado com 2,26 uM de 2,4-D e 8,88 uM de BAP e mantidos na auséncia
de luz. Para a obtengfio da curva de crescimento amostras contendo calos foram
coletadas em intervalos de sete dias, durante 90 dias. Para a realizacio das
analises bioquimicas, utilizou-se intervalo de 15 dias entre as coletas de calos,
num periodo de 60 dias de inoculagdo. O delineamento estatistico utilizado foi
inteiramente casualizado com 3 repetigdes, sendo que cada repeticio era
composta por 4 tubos. A curva de crescimento de calos apresentou-se na forma
sigmoidal, apresentando cinco fases distintas de crescimento: lag, exponencial,
linear, desaceleracdo e estacionaria. O maior percentual de crescimento (74%)
foi observado na fase exponencial ¢ 0 menor na fase de desaceleragdio (6%).
Estes estudos também indicam que a repicagem de calos deve ser efetuada no
inicio da fase de desaceleragio (60 dias apés a inoculagdo). Os teores de
agucares soltveis totais e agicares redutores seguiram a mesma tendéncia,
apresentando uma redugio durante o periodo de observagdo. Esta reducdo se
mostrou mais acentuada até o 30° dia apés a inoculagdo, periodo em que os calos
encontravam na fase lag. Os teores de proteinas totais e aminoacidos também
mostraram a mesma tendéncia, aumentando até o 30° dia apés a inoculagdo e
diminuindo apds este periodo. O teor de aminoacidos apresentou uma elevagio
mais acentuada até o 15° dia apés a inoculagdio, seguido de uma elevagdo menos
acentuada até o 30° dia. O teor de proteinas totais apresentou um crescimento
menos acentuado até o
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15° dia apds a inoculago, seguido de uma elevagdo mais acentuada até o 30°dia
de inoculagdo. Estes estudos também indicam que as altas quantidades de

aminoacidos sintetizados ou absorvidos presentes no periodo inicial de inoculagio
certamente foram utilizadas para posterior sintese de proteinas.

! Orientador: Renato Paiva - UFLA
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2 ABSTRACT

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Biochemical analysis of Brazil nut (Bertholletia
excelsa H. B. K.) callus Lavras: UFLA, 1999, 72p. (Dissertation - Master of
Agronomy / Plant Physiology)*

The objective of this work was to biochemicaly analyse brazil nut leaf
tissues maintained in vitro. Leaf explants with 0.7 cm diameter were inoculated in
MS medium supplemented with 2.26 uM 2,4-D + 8.88 uM BAP and maintained
in a growth room in the abscence of light. In order to obtain the growth curve of
callus fresh matter, callus samples were collected at 7 days interval during 90
days. Biochemical analysis were performed in callus samples collected at 15 days
interval during 60 days of inoculation. The callus growth curve presented a
sigmoida) shape with five distinct phases: lag, exponential, linear, desaccelaration
and stationary. The highest growth percentage (74%) was observed during the
exponential phase and the lowest (6%) during the desacceleration phase. The
results also indicate that callus subculture should be performed at the begining of
the desacceleration phase, 60 days after explant moculation. The coment of total
soluble and reducing sugars showed a reduction during the evaluated period. This
reduction was more evident until the 30® day of inoculation, period in which the
calli was in the lag phase. The content of total protein and aminoacids showed an
increase until the 30® day of inoculation followed by a reduction. The aminoacid
content presented a high increase until the 15" day of inoculation followed by a
lower increase until the 30® day. The total protein content showed a low increase
until the 15® day of inoculation followed by a high increase until the 30% day of
inoculation.. The results also indicate that the high content of synthesized or
absorved aminoacids present during the initial pericd of inoculation were
probably used for further protein synthesis.

! Adviser: Renato Paiva - UFLA
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3 INTRODUCAO

Os diversos grupos de substancias presentes nos tecidos vegetais como
proteinas, aminoacidos, agilicares estruturais e ndo estruturais, agucares soluveis,
agucares redutores, amido, lipideos, acidos orgéanicos, acidos nucléicos e
pigmentos, podem ser classificados de acordo com seu peso molecular, como
macro e micromoléculas.

Para detecciio destes grupos de substincias existem diversos métodos, os
quais sdo baseados em reagdes quimicas especificas do reagente com a estrutura
de componentes desses grupos, reagdes estas que podem ser quantificadas através
de métodos colorimétricos.

O estudo bioquimico de tecidos cultivados in vitro tem sido realizado com
freqiiéncia nos 1ultimos anos. Através desses estudos pode-se determinar qual a
melhor fase de crescimento ou de desenvolvimento celular que propicie uma
maior produgdo de compostos celulares especificos, principalmente a partir de
calos.

A determinagdo dos niveis de carboidratos, por revelar a reserva
prontamente disponivel para o crescimento, tem aplicagio em varios estudos
fisiologicos (Passos, 1996). Os carboidratos, nos cultivos in vitro, sio
acrescentados ao meio de cultura para que possam servir como fonte de energia
para o desenvolvimento do explante, pois estes tecidos apresentam uma taxa
fotossintética bastante reduzida, tomando-os praticamente heterotroficos.

Calos foliares de moreira cultivados na presenga de 2,4-D apresentaram
teores superiores de agucares redutores, proteinas ¢ aminoacidos, e inferiores de
agucares soliveis totais, quando comparados com explantes cultivados na

auséncia deste regulador de crescimento (Paiva Neto, 1996).
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Chenevard et al. (1995), estudando os efeitos da sacarose no
desenvolvimento de plintulas de nogueiras hibridas, observaram que a presen¢a
de sacarose aumentou a percentagem de enraizamento, numero de raizes
adventicias e o peso seco por brotagdo enraizada. Os autores atribuiram esses
efeitos principalmente s propriedades energéticas da sacarose em relagdo as suas
fungSes osméticas. Altas concentragdes de sacarose no meio de cultura (superior
a 20g.L™") resultaram no acimulo de altas quantidades de carboidratos soliveis
nas plantulas, principalmente em raizes e calos.

As proteinas sdo macromoléculas que podem apresentar fungdo
enzimitica ou. estrutural. Estudos fisiolégicos e bioquimicos envolvendo a
quantificacdo, localizagiio e determinagio de atividade enzimatica in vivo e in
vitro tém sido conduzidos. Por exemplo, calos obtidos a partir de segmentos
foliares de fumo, inoculados em meio MS suplementado com 2mg/L de AIA +
2mg/L de cinetina, apresentaram ou nio formagio de parte aérea. Os niveis de
proteinas soliveis e aminoacidos livres foram mais altos em calos que
regeneraram parte aérea do que aqueles que ndo regemeraram (Yadav,
Maherchandani e Yadav, 1995).

Este trabalho foi realizado tendo como objetivo analisar bioquimicamente
calos induzidos a partir de tecido foliar de castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa HB.K.), através da determinagdo dos teores de agiicares soliveis totais,

agucares redutores, proteinas totais e aminoacidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), MG.

4.2 MATERIAL

As sementes de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa HB.K.) foram
obtidas no comércio da cidade de Belém-PA, no més de dezembro de 1997.

4.3 PRODUCAO DAS MUDAS

As sementes foram lavadas com detergente comercial e imersas em agua
corrente por um periodo de 48 horas. O tegumento foi removido com o auxilio de
um alicate e as améndoas foram tratadas com uma solugio contendo 0,3% de
benomyl, durante 90 minutos.

A semeadura foi feita em bandejas plasticas contendo, como substrato,
areia lavada, as quais foram colocadas em germinador (Eletrolab-102 G) com
temperatura de 28°C. Logo apés a germinagdo, as plintulas foram transplantadas

para sacos plasticos de polietileno contendo, como substrato, a mistura composta
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de terra, areia e esterco na proporgio de 3:1:1, respectivamente, e transferidas
para casa de vegetagdo.

4.4 CULTIVO DE TECIDO FOLIAR IN VITRO

O cultivo de tecidos foliares de castanha-do-brasil in vitro visou
primeiramente a produgio de calos, para posterior obtengio da curva de
crescimento e andlise bioquimica destes tecidos. Foram utilizados como
explantes, segmentos foliares de mudas com dez meses de idade produzidas
anteriormente e mantidas em casa de vegetagdo. Folhas jovens foram coletadas,
lavadas com detergente e mantidas em agua corrente durante 24 horas, antes de
sofrerem o processo de desinfestagio.

A desinfestagdo das folhas seguiu a metodologia descrita por Camargo
(1997), que constitui em imergir o material em soluggio de alcool etilico a 80%
durante um minuto, seguida de imers3o em solugdo de hipoclorito de sédio a 30%
(v/v) de produto comercial durante 20 minutos e de lavagem com 4gua destilada e
autoclavada por cinco vezes.

O meio de cultura utilizado foi o MS (Murashige e Skoog, 1962)
solidificado com agar na concentragio de 6,5g.L". Ao meio foram adicionados
2,26uM de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), 8,88uM de benzilaminopurina
(BAP), 2,5% de sacarose e 200mg.L" do antioxidante Polivinilpirrolidone (PVP-
40).

Os explahtes constituiram-se de segmentos circulares do limbo foliar
contendo a nervura central, 6btidos com o auxilio de um cortador de discos

foliares com didmetro de 0,7cm.
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A mocula¢do dos explantes foi feita em tubos de ensaio de 2,5 x 15cm
contendo 15ml de meio de cultura, em cimara de fluxo laminar. Os tubos foram
entdo mantidos em camara de crescimento, na auséncia de luz a uma temperatura

de 2612 °C.

4.5 CURVA DE CRESCIMENTO

As avaliagoes da indugdo de calogénese para fins de obtengdo da curva
de crescimento foram feitas a partir do dia da inoculagéo dos explantes (tempo 0)
até o 90° dia, com intervalos de coleta de 7 dias. Em cada coleta, os calos foram
cuidadosamente limpos com papel absorvente, pesados em balanga de precisdo,
imersos em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a temperatura de -80°C,
para, posteriormente, se proceder as analises bioquimicas.

O percentual de crescimento dos calos foi determinado através da

equacao:

%cresc=Pf - Pi x 100
Pf
Onde: Pi = peso inicial e Pf = peso final de calos (Lameira, 1997).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

com 12 repetigGes por pesagem, cujos valores dos pesos médios foram analisados

por analise de variancia e teste F, ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Os teores de proteinas totais, aminodcidos, agiicares redutores e acucares
soluveis totais foram obtidos a partir de calos formados com: 0, 15, 30, 45 e 60
dias apés a inoculagdo.

A obten¢do do extrato enzimatico bruto no qual foram realizadas as
analises bioquimicas, baseou-se na metodologia descrita por Lemos (1996)
modificada por Lima (1998). As amostras contendo 500mg de material vegetal
(calos) foram homogeneizadas em graal com 5SmL de um meio de extragdo
composto de tampdo fosfato de potissio 0,1M pH 7,5 (4,82mL), MgCl, 6H,0
0,5M (100uL), EDTA 0,1M (50uL), DTT 1,0 M (10puL), PMSF 0,4M (10puL) e
PVPP (100mg). Seguiu-se uma filtragem em gaze e centrifugacdo a 18000 g
(12000 rpm) durante 30 minutos, em centrifuga refrigerada 4 temperatura de 4°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com trés repetigdes por data de coleta, quatro tubos por repeticio, cujos valores
médios foram analisados por analise de variincia e teste F, ao nivel de 1% de
probabilidade.

4.6.1 PROTEINAS

A quantificacdo protéica foi realizada pelo método de Bradford (1976),
baseada no principio da proteina ligada a um corante. Aliquotas de 50uL do
extrato bruto foram adicionadas em 5,05mL do reagente Comassie, constituido de
0,01% de Comassie Blue G-250, 8,5% de acido fosforico e 4,7% de etanol.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em agitador e levadas para

leitura em espectrofotdmetro a 595nm, sendo os valores expressos em pg
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proteina.g”" de matéria fresca, com base na curva padrio obtida a partir de
diferentes concentragtes de soro-albumina bovina (BSA).

4.6.2 AMINOACIDOS

O método utilizado para a determina¢do dos teores de aminoacidos foi o
da ninidrina, descrito primeiramente por Stein e Moore (1948). Aliquotas de
10uL do extrato foram adicionadas a 990uL de agua destilada e 1,7mL do
reagente A+B+C (A - tampdo citrato de sodio 0,2M, pH 5,0; B - reagente de
ninidrina 5% em metilcelosolve ¢ C - KCN 2% em metilcelosolve), agitadas e
levadas a um banho-maria a 100°C durante 20 minutos. Para leitura a 570nm em
espectrofotometro, foi adicionado 1,3mL de etanol 60% (v/v). A quantificacio
dos aminoacidos baseou-se na curva padrio obtida através de diferentes

quantidades do aminoacido glicina.

4.6.3 ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

O teor de agucares soluveis totais foi obtido segundo a metodologia
descrita por Yemm e Willis (1654). Aliquotas de 10uL do extrato foram
adicionadas em 990mL de agua destilada e 2,0mL do reagente antrona (20 mg de
antrona, 0,5mL de 4gua destilada e 10mL de H,SO, concentrado). Apés agitaggo,
os tubos foram aquecidos a 100°C por 5 minutos. As amostras foram levadas
para leitura em espectrofotémetro a 620nm e a quantificagio dos agicares

baseou-se na curva padrdo obtida a partir de diferentes quantidades de glicose.
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4.6.4 ACUCARES REDUTORES

A determinacdo dos agiicares redutores foi feita através da metodologia
descrita por Miller (1959), que utiliza o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A
aliquota utilizada foi de 100pL do extrato, sendo adicionados 1,4mL de agua
destilada e 1000pL do reagente DNS. Esta mistura foi homogeneizada e levada
ao banho-maria por 5 minutos a 100°C, sendo posteriormente resfriada a
temperatura ambiente. As amostras foram levadas para leitura em
espectrofotometro a 540nm e a quantificagio baseou-se na curva padrdo obtida a
partir de diferentes quantidades de glicose.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CRESCIMENTO MEDIO EM MATERIA FRESCA

A Figura 2 mostra o aspecto visual dos calos induzidos in vitro a partir
de explantes foliares inoculados em meio MS suplementado com 2,26uM de 2,4-
D e 8.88uM de BAP.

O padrio de crescimento dos calos formados esta apresentado na Figura
3. Observa-se a presenga de crescimento sigmoidal, com tendéncia de ganho de
matéria fresca em fung¢do do aumento do tempo de cultivo, indicando a presenga

de 5 fases de crescimento distintas.

Inoculagio

FIGURA 2. Aspecto visual de calos formados a partir de explantes foliares de castanha-
do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) mantidos in vitre durante 0. 135.
30, 45 e 60 dias apos a inoculagio em meio MS suplementado com
2.26uM de 2.4-D e 8.88uM de BAP. UFLA. Lavras/ MG. 1998.
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FIGURA 3. Curva de crescimento de calos formados a partir de segmentos foliares de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) inoculados em meio MS
suplementado com 2,26uM de 2,4-D e 8,88uM de BAP, durante 90 dias.
UFLA, Lavras/ MG, 1998.

A fase lag, na qual células do explante preparam-se para divisio, ocorreu
até o 302 dia de inoculagdo, com 66% de crescimento. Mezzetti, Conte e Rosati
(1991), avaliando o crescimento de calos obtidos a partir de segmentos foliares de
Actinidia deliciosa, observaram um acumulo de matéria fresca e seca até o 302
dia apos a inoculagdo.

A fase de crescimento exponencial, periodo em que ocorre a maxima
divisdo celular, ocorren entre o 302 e o 532 dia apds a inoculagdo, com o maior
percentual de crescimento observado, 74%. A fase lag pode ser considerada como
produtora de energia e a fase exponencial como fase biossintética (Shimizu et al.,
1977)

O periodo de crescimento linear, em que os calos diminuem a divisdo
celular e aumentam a area celular, foi observado entre o 532 e o 602 dia de

inoculagdo, com 35% de crescimento. Santos (1998), estudando a curva de
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crescimento de japecanga (Smilax japecanga), indica que a fase linear desta
espécie ocorreu entre o 182 e 262 dia apds a inoculagdo.

O intervalo de desaceleragdo do crescimento se deu entre o 602 e 672 dia
de inoculagdo, com apenas 6% de crescimento. Segundo Smith (1992), as
culturas neste periodo devem ser transferidas para um novo meio de cultura
devido a reducdo de nutrientes, secagem do agar e acumulo de substincias
toxicas. Desta forma, a repicagem de calos provenientes de folhas de castanha-
do-brasil para um novo meio de cultura deve ser feita no inicio da fase de
desaceleragio, ou seja, aos 60 dias de cultivo. O crescimento dos calos chegou a
fase estacionaria entre o 672 ¢ 0 902 dia de inocula¢do, sendo observado neste
periodo 4% de crescimento.

Lameira (1997), estudando a curva de crescimento in vitro de calos
obtidos a partir de segmentos caulinares de erva-baleeira (Cordia verbenacea),
observou também cinco fases de crescimento, sendo as fases lag, exponencial,
linear, desaceleragdo e estaciondria observadas, respectivamente, nos intervalos: 0
-6;6-18; 18 - 21; 21 - 27 e a partir de 27 dias apos a inoculagio.

Comparando-se os resultados das outras curvas de crescimento de calos
citadas anteriormente com os da curva de crescimento de calos de castanha-do-
brasil podemos perceber que o crescimento destes tecidos na espécie em estudo é
bastante lento o que pode estar relacionado a um ciclo celular também lento. O
ciclo celular é composto por varias fases, sendo a interfase (fase onde ocorre a
duplicagdo do DNA), a mais demorada. A seqiiéncia das fases do ciclo celular e
govemada por um sistema-controle em que participam complexos de proteinas
(Alberts et al., 1997).
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5.2 ACUCARES REDUTORES E ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

Os teores de agucares soliveis totais e agucares redutores observados
desde a inoculacdo do explante e durante o crescimento i1 vitro de calos formados
a partir de segmentos foliares de castanha-do-brasil, estdo representados
respectivamente nas Figuras 4 ¢ 5.

AglGcecares SolGveis Totals

200 ] —
175 -’
150 -j

125 -

. MF

R

motoLY
°
o
I

75 ~

50 -

25 —

0 15 30 s 80
Tempo (dias)

FIGURA 4. Teores de agucares solviveis totais do explante ¢ de calos de castanha-do-
brasil (Bertholletia excelsa H.B K.) formados a partir de segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 2,26pM de 24-D e
8.88uM de BAP, durante 0, 15, 30, 45 e 60 dias. UFLA, Lavras/MG, 1998.
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FIGURA 5. Teores de aguicares redutores do explante e de calos de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa HB.K.) formados a partir de segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 2,26pM de 2,4-D e
8,88uM de BAP, durante 0. 15, 30, 45 e 60 dias. UFLA, Lavras/MG, 1998.

Os acgucares soluveis totais sdo compostos basicamente por hexoses
(acucares redutores) e aglcares de cadeias maiores com fungdo de
armazenamento e transporte (n3o redutores) (Lima, 1998).

O teor maximo dos agucares soliveis totais e agucares redutores foi
observado no dia da inoculagdo dos explantes e o teor minimo no tltimo dia da
avaliagdo (60° dia). Este fato sugere que os explantes ndo absorveram a fonte de
carboidrato (sacarose) presente no meio de cultura, a qual pode, assim, ser
excluida de tal meio.

O teor de agucares soliiveis totais apresentou uma constante redugio
durante todo o periodo de avaliagio, sugerindo que apés a inoculagio dos
explantes in vitro houve degradagio destes agucares, possivelmente para serem
utilizados, entre, outras formas, na composi¢do de nucleotideos formadores de
novas fitas de DNA durante a fase de divisdo celular ¢ também uma diminui¢io
da atividade anabélica nos mesmos, podendo este resultado ser explicado pela
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reducdo da area para a realizagio de fotossintese e pela total auséncia de luz para
sua realizacdo.

No periodo compreendido entre 0 e 30 dias apés a inoculagdo, a redugio
dos aguicares redutores mostrou-se mais acentuada, chegando a um nivel de 20%
do valor inicial. Este periodo coincide com a fase lag de crescimento de calos.
Neste periodo verificou-se ainda uma preparagio para o inicio da fase
exponencial de crescimento, em que ocorreu um aumento na divisio celular, que
resultou no maior percentual de crescimento.

Os resultados indicam que a redugio acentuada dos agucares redutores
até o trigésimo dia apés a inoculagio dos explantes realizou-se possivelmente
para produzir energia a ser utilizada na fase exponencial de crescimento.

No periodo compreendido entre o trigésimo e o sexagésimo dia, os teores
de agticares redutores continuaram apresentando redugdo, porém, de uma forma

menos acentuada, talvez por um esgotamento natural destes, nos tecidos.
5.3 PROTEINAS E AMINOACIDOS

As Figuras 6 e 7 apresentam, respectivamente, os teores de proteinas
totais e aminoacidos observados desde a inoculagio do explante e durante o

crescimento i1 vitro de calos formados a partir de segmentos foliares de castanha-

do-brasil.
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FIGURA 6. Teores de proteinas totais do explante ¢ de calos de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa HB.K.) formados a partir de segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 2,26uM de 2,4-D e
8,88uM de BAP, durante 0, 15, 30, 45 e 60 dias. UFLA, Lavras/MG, 1998.

Aminoacidos

1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

.omr

rmolsa

[ DU I NN Y R O U PO P B |

[} 15 30 45 &0
Tempo (dias)

FIGURA 7. Teores de aminodcidos do explante e de calos de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) formados a partir de segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 2,26uM de 2.4-D ¢
8,88uM de BAP. durante 0, 15, 30, 45 ¢ 60 dias. UFLA, Lavras/MG,
1998.
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Observa-se, neste estudo, um padrio semelhante de actimulo e reducao
nos teores de proteinas e aminoacidos durante o crescimento in vitro de calos
obtidos a partir de segmentos foliares de castanha-do-brasil. Em geral observou-
se um acumulo nos teores até o 302 dia de inoculagdo, periodo no qual iniciou-se
a reducdo.

O teor de aminodcidos observado entre os dias 0 e 152 mostrou um
aumento de aproximadamente 858% em relagdo ao teor inicial (103,09 pmol.g
MF"), atingindo seu valor maximo 30 dias apés a inoculagdo, porém sem a
mesma intensidade. Este aumento no teor de aminoacidos pode ser devido a uma
absor¢do considerdvel do ion aménio e de glicina do meio de cultura. Segundo
George, Puttock e George (1988), a presenga de aménio no meio de cultura
resulta no aumento da sintese de aminoicidos e proteinas, os quais sio
produzidos utilizando energia liberada no catabolismo dos carboidratos. O teor de
proteinas totais, no entanto, entre os dias 0 e 152, apresentou um discreto
aumento, porém, atingindo também um teor méximo no 302 dia apés a
inoculagdo.

Estes resultados indicam que até o 152 dia apés a inoculagio uma
quantidade muito pequena de proteinas foi sintetizada, enquanto altos teores de
aminoacidos foram produzidos ou absorvidos. Entretanto, entre 152 e 302 dia, o
teor de proteinas totais apresentou uma elevagdo de aproximadamente 493%,
possivelmente utilizando os aminoacidos formados ou absorvidos no periodo
anterior. Resultados semelhantes foram observados por Paiva Neto (1996),
estudando calos originados de segmentos foliares de moreira (Clorophora
tinctoria).

Os teores de proteinas e aminoacidos apresentaram elevagio entre os dias
0 e 302 apds a inoculagdo, periodo que coincide com a fase lag da curva de

crescimento de calos. Certamente, esta elevagio expressa a sintese de novas
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proteinas e aminoacidos formados a partir da degradagdo de carboidratos, a qual
¢ necessaria para a produc¢do de energia a ser utilizada na fase exponencial de
crescimento, onde ocorre uma maior divisdo celular e, consequentemente, maior
taxa de crescimento.

Apbs o 302 dia de inoculagdo os teores avaliados tanto de aminoacidos
quanto de proteinas apresentaram uma reducdo até o 602 dia, periodo em que
mniciou-se a fase de desaceleracdo da curva de crescimento. Esta reducdo pode
estar relacionada com a diminui¢do dos nutrientes disponiveis no meio de cultura,

para absorg¢ao pelos explantes.
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6 CONCLUSOES

- A curva de crescimento média de matéria fresca de calos formados a
partir de explantes foliares de castanha-do-brasil apresenta um crescimento tipo
sigmoide, com cinco fases distintas: lag (entre 0 - 30 dias de inoculag3o),
exponencial (30 - 53 dias), linear (53 - 60 dias), desaceleragdo (60 - 67 dias) e
estacionaria (67 - 90 dias de inoculagdo).

- O maior percentual de crescimento (74 %) foi observado durante a fase
exponencial, e o menor percentual de crescimento (6%) foi obtido na fase de
desaceleragio.

- A repicagem destes calos para um novo meio de cultura deve ser
realizada 60 dias apds a inoculagio dos explantes.

- Os teores de aguicares soliiveis totais e agucares redutores foram
reduzidos durante o periodo de inoculagio (60 dias), sendo que esta redugdo
mostrou-se mais intensa até o 302 dia apés a inoculagdo, periodo em que a curva
de crescimento de calos se encontrava na fase lag, indicando que a degradacio
destes acucares serviu como fonte de energia para a fase subsequente do
crescimento de calos.

- A sacarose acrescentada ao meio de cultura ndo é necessaria para a
indugdo e crescimento de calos, podendo, assim, ser excluida da composicao do
meio.

- A analise quantitativa de aminoécidos e proteinas indicou que até o 152
dia apés a inocufacﬁo houve uma alta sintese ou absor¢io de aminoacidos, os
quais foram utilizados na formagio de novas proteinas até o 302 dia apos a

inoculag3o.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA DIVERGENCIA GENETICA EM PLANTIOS RACIONAIS
DE CASTANHA-DO-BRASIL (Bertholletia excelsa H.B.K.).

1 RESUMO

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Estudo da divergéncia genética em plantios
racionais de castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.). Lavras:
UFLA, 1999, 72p. (Dissertagio - Mestrado em Agronomia - Area de
Concentragdo em Fisiologia Vegetal)'

A devastagdo de castanhais nativos na Amazénia, em virtude de
programas de colonizagdo e da implantagdo de outras atividades comerciais, esta
provocando a diminuigdo da variabilidade genética de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.), imprescindivel para programas de melhoramento e
expansdo de areas de cultivo. O presente trabalho teve por objetivo estudar a
divergéncia genética em plantios racionais de castanheira-do-brasil, através do
marcador molecular RAPD. Utilizou-se 34 individuos sendo 17 individuos
provenientes do Banco de Germoplasma do Centro de Pesquisa Agroflorestal da
Amazénia Oriental (CPATU), localizado na cidade de Belém - PA e 17
provenientes de um reflorestamento na cidade de Claudia - MT. O DNA de folhas
destes individuos foi extraido, purificado e quantificado. Foram usados 51
primers, de onde foram obtidas 144 bandas polimérficas. As distincias genéticas
foram obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice,
€ a representagdo grafica destas distincias foi obtida pelo método UPGMA de
agrupamento. Os resultados obtidos indicaram a presenca de divergéncia genética
entre e dentro das populagSes estudadas. Trés grupos de individuos foram
formados no grafico de agrupamento. O primeiro grupo apresentou individuos
dos dois Estados. O segundo grupo apresentou individuos apenas do Estado do
Mato Grosso ¢ o terceiro grupo apresentou apenas individuos do estado do Para.
Embora os marcadores RAPD mostraram-se eficientes na separacdo dos
individuos de acordo com os centros de origem, no segundo e terceiro grupos



formados no grafico de agrupamento, estes foram pouco eficientes na separagio
dos individuos, dentro de cada populagio estudada (subgrupos).

! Orientador: Renato Paiva - UFLA
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2 ABSTRACT

SERRA, Ana Gabriela Polaro. Study of genetic divergency in Brazl nut
(Bertholletia excelsa H. B. K.) cultivated trées Lavras: UFLA, 1999, 72p.
(Dissertation - Master of Agronomy / Plant Physiology)’

Depletion of native amazonian species as a response to colonization and
new economuc activities is reducing the genetic variability of Brazil nut
(Bertholletia excelsa H. B. K.) , a vital characteristic for breeding programs as
well as for the expansion of cultivated areas. The objective of the present work
was to study the genetic divergency in Brazil nut cultivated trees through the
molecular -marker RAPD. Thirty four plants {individuals) were studied with 17
being from the germoplasm bank of the East Amazonian Agroforest Research
Center (CPATU) located in Belém, state of Para, and 17 from a reforestation area
of Claudia, state of Mato Grosso. Leaf DNA from these plants was extracted,
purified and quantified. Fifty one primers were used from which 144 polymorphic
bands were obtained. Genetic distances were obtained by the similarity coefficient
of Sorensen-Dice and their graphic representation through the UPGMA grouping
method. The results indicated the presence of genetic divergency between and
within the studied populations. Three groups of individuals were formed within
the grouping graphic. The first group presented individuals from both states.
While the second group showed individuals only from the state of Mato Grosso,
the third group presented individuals only from the state of Para. Although the
use of RAPD was efficient in separating individuals from the second and third
groups based on their geographic origins, it was not so efficient in separating
individuals within each studied population.

! Adviser: Renato Paiva - UFLA
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3 INTRODUCAO

As caracteristicas de interesse agronomico normalmente s3o de natureza
quantitativa, ou seja, sdo controladas por muitos genes e com forte influéncia do
ambiente.. Entretanto, as caracteristicas fenotipicas ndo fornecem informages
seguras sobre o potencial de uma planta para estudos de melhoramento (Belele,
1997).

Grande parte dos problemas que ocorrem com os métodos de avaliagio
fenotipica podem ser amenizados pela avaliagdo direta do genétipo, através de
métodos de analise baseados em DNA (Tingey, Rafalski e Williams, 1992).

Marcadores baseados em DNA podem ser utilizados em qualquer estadio
de desenvolvimento de uma planta, desde que quantidade suficiente desta
molécula possa ser obtida. A identificagio de genétipos em estadios iniciais de
desenvolvimento da planta abre a possibilidade de acelerar o processo de sele¢io
e recombinagdo dos individuos desejados. Como consegqiiéncia, reduz-se o tempo
necessario para completar uma geragio de melhoramento, o que aumenta
consideravelmente a eficiéncia do programa. Este aspecto é particularmente
importante no melhoramento de espécies perenes frutiferas e florestais (Ferreira e
Grattapaglia, 1995).

O primeiro marcador d¢ DNA desenvolvido através de estudos de
biologia molecular foi o0 RFLP (Restricition Fragment Length Polymorphism) ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do. Esta técnica baseia-se
nas diferencas de tamanho dos fragmentos obtidos pela digestio do DNA por
enzimas de restricdo. Durante a década de 1980, o desenvolvimento do processo
de amplificacio em cadeia utilizando a enzima DNA-polimerase levou 2

descrigdo de outras classes de marcadores.
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A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi inicialmente
descrita em 1990 por dois grupos de pesquisadores norte-americanos distintos
que trabalharam independentemente: Williams et al. (1990) e Welsh &
Mcclelland (1990). Esta técnica utiliza primers de seqiiéncia arbitraria para
amplificar regiGes aleatérias do genoma. Desde sua descricdo, o uso de
marcadores RAPD na anilise genética e no melhoramento de plantas tem tido
uma difusdo extremamente rapida, sendo, provavelmente, hoje, o marcador
molecular de maior utilizagio com vegetais (Duarte, 1998).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1995), as principais aplicacdes dos
marcadores RAPD sdo: obtengio de “fingerprints™ gendmicos de individuos,
cultivares e populagdes; anilise da estrutura e diversidade genética em
populagBes naturais, populagdes de melhoramento e bancos de germoplasma;
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre espécies; construgio de
mapas genéticos de alta cobertura gendmica e localizagdo de genes de interesse
economico.

O objetivo deste trabalho foi estudar a divergéncia genética em plantios
racionais de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa HBXK.) através do

marcador molecular RAPD.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular do
Nicleo de Biologia Aplicada (NBA) no Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo (CNPMS) - EMBRAPA, localizado na cidade de Sete Lagoas - MG.

42 MATERIAL GENETICO

Foram avaliados 34 individuos (arvores) de castanha-do-brasil de
plantios racionais, sendo que 17 foram coletados no banco de germoplasma in
vivo de castanha-do-brasil, no Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazonia
Oriental (CPATU) na cidade de Belém-PA, o qual possui clones provenientes de
diferentes regides do Estado do Para (Tabela 1). Esses individuos foram
denominados de PA1 até PA17. Os outros dezessete individuos restantes foram
coletados aleatoriamente em um reflorestamento no Municipio de Claudia,
localizado ao norte do Estado de Mato Grosso. A esses individuos foi dada a
identificagdo de MT1 até MT17.

49



Tabela 1. Clones, origem e individuos coletados no Banco de Germoplasma in vivo de
castantha-do-brasil (Bertholletia excelsa HBK.), localizado no Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazénia Oriental (CPATU). UFLA, LavrasMG,

1998.
Clone Origem Individuo(s)
Santa Fé II (SFII) Alenquer PAl, PA4 ¢ PAS
Santa Fé I (SFT) Alenquer PAl4, PAl5 e PAl6
614 Piraruaca PA2. PA6, PAll e PA17
606 Alenquer PA3. PA10 e PA12
M. Pedro II RioMamiid | PA5. PA9 e PA13
609 Oriximind | PA7
4.3 EXTRACAO DE DNA

A extragdo de DNA foi feita de acordo com a metodologia descrita por
Nienhuis et al. (1995), com algumas modificagdes. Foram utilizadas 2g de folhas,
as quais foram trituradas com nitrogénio liquido em almofariz e em seguida
transferidas para tubos de centrifuga, onde foram adicionados 20uL de B-
mercaptoetanol e 10mL de tampdo de extragio a 65°C. O tampdo de extragdo
constituiu-se de 2% de CTAB, 100mM de TRIS (pH 8,0), 20mM de EDTA (pH
3,00, 1,4 M de NaCl e 1% de PVP (polivinilpirrolidone).Os tubos foram
incubados em banho-maria a 65°C durante 60 minutos, agitando-se levemente a
cada 10 minutos.

Apés o banho-maria, foram adicionados 10mL da mistura
cloroformio:alcool isoamil (24:1), os tubos foram invertidos e centrifugados a

5000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e os acidos nucléicos
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foram precipitados pela adi¢do de 30mL da solugdo de acetato de aménio:alcool
isoamil (1:6), permanecendo a temperatura de -20°C por12 horas.

Apos a precipitagdo, os acidos nucléicos foram transferidos para tubos de
microcentrifuga “Eppendorf”, centrifugados e colocados para secar. Em seguida,
os acidos nucléicos foram rehidratados em tampdo TE (ImM de TRIS ¢ 0,lmM e
EDTA). Uma segunda extragdo foi feita adicionando-se o mesmo volume de
cloroformio:alcool isoamil (24:1), seguida de centrifugacio e coleta do
sobrenadante, o qual foi precipitado pela adi¢do de, pelo menos, trés vezes o
volume de uma solugdo de alcool acetato de sodio (20:1). Apos a precipitagio, os
acidos nucléicos foram rehidratados em tampéo TE.

4.4 PURIFICACAO DE DNA

A purificagdo do DNA foi feita seguindo a metodologia descrita por
Ausubel (1998). As amostras extraidas foi adicionado igual volume da solugdo de
fenol:cloroformio:isoamyl na propor¢io de 25:24:1, sendo entio misturadas e
centrifugadas por 15 segundos. O sobrenadante foi recolhido e transferido para
outro tubo, onde adicionou-se 1/10 do volume de uma solug¢io de acetato de sodio
3M, pH 5,2. Ap6s misturadas, foram adicionadas de 2 a 2,5 vezes o volume de
etanol 100% gelado e as amostras foram levadas para um freezer, em temperatura
de -20°C durante 30 minutos.

Apés serem retiradas do freezer as amostras foram centrifugadas em alta
velocidade (10000 rpm), durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se ao brecipitado ImL de etanol 70%. As amostras foram novamente
misturadas e centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet foi seco em
temperatura ambiente e finalmente dissolvido em tampdo TE.

4.5 TRATAMENTOQO COM RNase
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Em cada tubo contendo 100uL de solugdo de acidos nucléicos, foram
adicionados 10uL de solucio de RNase (10mg/mL). Os tubos foram

homogeneizados e incubados em banho-maria durante 20 minutos a 35°C.

4.6 QUANTIFICACAO DE DNA

O DNA foi quantificado através de espectrofotometro e eletroforese em
gel de agarose. A quantificagio no espectrofotometro foi realizada utilizando-se
5SuL de amostra e 995uL de agua destilada e lida a uma absorbancia de 260nm.

A quantificago eletroforética foi feita em gel de agarose 0,8%, em que o
padrdo de banda obtido fomeceu a qualidade e quantidade do DNA extraido,
quando comparado com um padrio conhecido. Para a corrida do gel foi
necessaria aproximadamente 1 hora sob uma voltagem fixa de 100V. Aliquotas
de 10pL de solugio de DNA foram homogeneizados com 10uL de tampdo TE e
SuL de Dye e aplicadas nas canaletas do gel. Apos a corrida, o gel foi incubado
em solugdo de brometo de etidio (10%) durante 30 minutos e as bandas foram
visualizadas através de exposigdo do gel 4 luz ultravioleta.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS E AMPLIFICACAO
A enzima DNA Tagq-polimerase utilizada nas amplificagGes foi extraida e

purificada no Laboratério de Biologia Molecular do Nicleo de Biologia Aplicada
CNPMS/EMBRAPA.
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Foram utilizados 51 primers da marca Operon para as amplificagdes
(Tabela 2).

Para cada reagdo de RAPD foram misturados: 9,5uL. de agua ultra pura
estéril, 2,5uL de tampdo de PCR 10X, 1uL de mix dNTPs 10mM, 1pL de primer
4pM, 1uL de DNA-Taq Polimerase lun/pL e 10puL de solugio de DNA 5ng/puL,
tendo um volume final de 25pL. Apds a adigdo de todos os componentes da
reacdo, na ordem acima, os tubos foram homogeneizados manualmente,
acoplados a placa de reagdo, vedados e submetidos a um termociclador Perkin
Elmer (Gene Amp PCR System 9.600).

O programa do termociclador utilizado foi o seguinte: a) 95°C (1°) -
desnatura¢do inicial do DNA; a) 35 ciclos de amplificagio: 94°C (10°°) -
desnaturagfo + 36°C (1°) - anelamento dos primers + 72°C (2’) - extensdo pela
Taq polimerase; c) 72°C (7°) - etapa final da reagdo e d) 4°C - manutengdo das

amostras para posterior aplica¢do no gel.

TABELA 2 Primers utilizados na amplificacio de DNA de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) nos individuos do Estado do Para e do Mato
Grosso. EMBRAPA - CNPMS, Sete Lagoas/MG, 1998.

Primers Seqiiéncia de PM Primers | Seqiiéncia de PM
nucleotideos nucleotideos
55 3 553
OPAl CAGGCCCTTC | 2955 OPCI2 | TGTCATCCCC | 2930
OPA4 AATCGGGCTG | 3059 OPC13 | AAGCCTCGTC | 2979
OPAS AGGGGTCTTG | 3090 OPC15 | GACGGATCAG | 3068
OPA9 GGGTAACGCC | 3044 OPJ19 | GGACACCACT | 2988
OPA10 | GTGATCGCAG | 3059 OPL8 | AGCAGGTGGA | 3108
OPA17 | GACCGCTTGT | 3010 OPO3 | CTGTTGCTAC | 2985
OPA18 | AGGTGACCGT | 3059 OPO6 | CCACGGGAAG | 3053
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OPB1 GTTTCGCTCC | 2961 OPO7 | CAGCACTGAC | 2988
OPB4 GGACTGGAGT | 3099 OPO9 | TCCCACGCAA | 2948
OPB8 GTCCACACGG | 3004 OPO10 | TCAGAGCGCC | 3004
OPB10 | CTGCTGGGAC | 3035 OPO13 | GTCAGAGTCC | 3019
OPB12 CCTTGACGCA | 2979 OPO12 | CAGTGCTGTG | 3050
OPB18 | CCACAGCAGT | 2988 OPO15 | TGGCGTCCTT | 3001
OPC2 GTGAGGCGTC | 3075 OPO20 | ACACACGCTG | 2988
OPC3 GGGGGTCTTT | 3081 OPR4 | CCCGTAGCAC | 2964
OPCé6 GAACGGACTC | 3028 OPR9 | TGAGCACGAG | 3068
OPC8 TGGACCGGTG | 3075 OPRI10 | CCATTCCCCA | 2899
OPCI1 | AAAGCTGCGG | 3068 OPR12 | ACAGGTGCGT | 3059
OPS7 TCCGATGCTG | 3010 OPR15 [ GGACAACGAG | 3077
OPS8 TTCAGGGTGG | 3090 OPW1 | CTCAGTGTCC | 2970
OPS9 TCCTGGTCCC | 2946 OPW2 | ACCCCGCAA | 2933
OPS11 AGTCGGGTGG | 3115 OPW3 | GTCCGGAGTG | 3075
OPS16 | AGGGGGTTCC | 3019 OPW5 | GGCGGATAAG | 3108
OPS17 TGGGACCAC 3044 OPW7 | CTGGACGTCA | 3019
OPS19 | GAGTCAGCAG | 3068 OPW8 | GACTGCCTCT | 2970

OPW9 | GTGACCGAGT | 3059

OPW10 | TCGCATCCCT | 2930

OPW13 | CACAGCGACA | 2997

OPW18 | TTCAGGGCAC | 3019

OPW19 | CAAAGCGCTC | 2988
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4.8 OBTENCAO DOS PADROES DE BANDAS

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, em tampdo TAE, por uma hora al00V. Para tanto, foram
adicionados a cada uma SpuL de Dye Xylene Cyanole-Orange para DNA, sendo
as mesmas ressuspendidas com micropipeta. Apés a corrida, o gel foi transferido
para uma bandeja contendo agua e solugiio de brometo de etidio na concentragido
de 10%, e submetida a agita¢do por 30 minutos, a temperatura ambiente. As
bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas.

4.9 ANALISES DOS PADROES DE BANDAS

Na avaliagdo dos géis, cada banda polimoérfica foi considerada como um
carater unico, sendo a sua presenga em um individuo designada por 1(um) e sua
auséncia em outro individuo, designada por 0 (zero). Com os dados obtidos da
analise dos géis foi construida uma matriz.

A partir da matriz de 0 e 1, obteve-se uma matriz de distdncia utilizando
o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice (Duarte, 1998), através da

expressao:

S8y = 2a
2a+b+c

sendo: a - indica que houve concordincia entre o par de gendtipos
analisados; e b e ¢ - indicam que nfio houve concordéncia entre os genétipos

analisados.
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As varidveis da expressio foram obtidas conforme demonstrado no

esquema;
! individuo x
1 0
individuoy | 1 a(l,]) b©,1)
0 c(1,0) d (0,0)

As similaridades foram transformadas em medidas de distancias
genéticas pela seguinte equacio: '

dgo =1-sgy

sendo: dg,y indica a divergéncia genética entre os individuos x e Y; € S8y
indica a similaridade entre os individuos x e y.

A representagdo grifica dos resultados foi feita através do grafico de
agrupamento construido pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Average), através do programa STATISTICA, Versio 4.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REACAO DE RAPD

Foram utilizados 51 primers nas amplificacdes do DNA genémico dos
individuos provenientes dos Estados do Para e Mato Grosso, os quais geraram
pelo menos uma banda polimorfica. No total, foram obtidas 144 bandas
polimorficas. Alguns trabalhos de reamostragem tém verificado que, com
marcadores RAPD, a partir da presenga de 100 bandas polimérficas,
praticamente ocorre uma estabilizagio do coeficiente de variagio das distincias
genéticas entre os gendtipos (Nienhuis et al. 1995).

O numero de locos polimoérficos por primer foi 2,8 variando de um para
os primers OPC11, OPW3, OPWS8, OPW18 e OPRI10, até sete para o primer
OPW7. Um exemplo de padrio de bandas polim'c'uﬁcas esta representado nas
Figuras 8 e 9.
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FIGURA 8: Produto da amplificagio de DNA de folhas de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) de individuos provenientes de regides do
Estado do Para (PA1 a PA17) e individuos provenientes do Estado do
Mato Grosso (MT1 a MT17), obtido com o primer OPS11. CN = controle
negativo. EMBRAPA - CNPMS, Sete Lagoas/MG. 1998.

58




P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P‘) P10 P11 P12 P13 P14 PIS P16 P17

“-—. ﬁ.. = l'.-

e — "_" -—“""'-““

a-—- -——--iaaia-a.—-—i‘-ﬁ--'ﬂ

- .““““"w“--c—_-

ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 ME M9 MIO M1 MI2 MI13 MI4 MISMIGMI7T  CN

FIGURA 9: Produto da amplificagio de DNA de folhas de castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) de individuos provenientes de regides do
Estado do Pard (PAl a PA17) e individuos provenientes do Estado do
Mato Grosso (MT1 a MT17), obtido com o primer OPS19. CN = controle
negativo. EMBRAPA - CNPMS. Sete Lagoas/MG, 1998.
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5.2 AVALIACAO DA DIVERGENCIA GENETICA

A partir das 144 bandas polimérficas obtidas, construiu-se uma matriz de
distancias genéticas (anexos, Tabela 6A), sendo que a distancia genética média
foi 39%, com uma amplitude de 4% a 72%. A menor distdncia genética foi
observada entre os individuos PA14 e PA16, pertencentes ao clone Santa Fé I
provenientes da cidade de Alenquer-PA, e a maior distincia genética foi
observada entre os individuos PAS e MT11.

O grifico de agrupamento apresentado pelo método UPGMA
representado na Figura 8 separa os individuos analisados em trés grupos, com
uma distincia genética limite de 72%. O primeiro grupo incluiu os individuos
PA10, PA17, PAS, PA3, MT13, MT6, MT3, PA12, PA2, PA7, PA13, PAl5 e
MT135; no segundo grupo estio os individuos MTI 1, MT7, MT17, MTI6,
MT10, MT14, MT9, MT12, MT8, MT4, MTS5, MT2, e MT], e o terceiro grupo
incluiu os individuos PA11, PA15, PA16, PA14, PA9, PA8, PA4 e PAL.

Estes resultados indicam a presenca de variabilidade genética entre os
grupos de individuos de acordo com suas origens e também dentro dos grupos de
individuos formados no gréfico de agrupamento (Figura 8).

O primeiro grupo foi formado pelos individuos PA10, PA17, PAS, PA3,
PA12, PA2, PA7, PAI3 e PAlS, provenientes do Estado do Pari e pelos
individuos MT13, MT6, MT3 e MT15 provenientes do Estado do Mato Grosso.
Apesar destes individuos estarem geograficamente distantes, os resultados
indicam a existéncia de uma maior similaridade entre eles quando comparados
com o segundo e terceiro grupos formados no grafico. A partir deste resultado
podemos inferir que as sementes de alguns individuos provenientes do
reflorestamento (MT), podem ter sido coletadas em regies do Par3, confirmando
a idéia proposta por Ducke (1946), que afima que a distribui¢do de arvores de
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castanha-do-brasil é atribuida diretamente a interven¢do do homem, ja que as
cotias (Dasyprocta leporina), principal agente dispersor de sementes desta
espécie, possuem um alcance restrito (Peres e Baider, 1997). Mon e Prance
(1988), estudando a ecologia de castanheiras, afirmam que populagdes desta
espécie podem ter sido plantadas por civilizagSes pré-colombianas. Existe ainda a
possibilidade de que duas populages de castanheira possam ser derivadas de uma
populagdo ancestral comum (Mori e Prance, 1979). Buckley et al. (1988)
observaram uma diferenciagio genética muito pequena em populagdes naturais de
castanha-do-brasil analisadas através de izoenzimas.

Observa-se também, dentro do primeiro grupo, a formagio de subgrupos
geneticamente mais proximos, como os individuos: PA10, PA17 e PAS,
pertencentes aos clones 606, 614 e M. Pedro II, respectivamente, e os individuos
MT13, MT6 e MT3 e PA12 e PA2 pertencentes aos clones 606 e M. Pedro 11,
respectivamente. A presenga de individuos isolados, como PA3 (clone 606), PA7
(clone 609) e MT15, também foi observada.
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FIGURA 10. Grifico de agrupamento das distincias genéticas entre individuos de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa HBXK.) provenientes dos
Estados do Pard (PA1 a PA17) e do Mato Grosso MT1 a MT17).
EMBRAPA-CNPMS, Sete Lagoas/MG, 1998.

O segundo grupo observado, foi formado apenas por individuos do
Estado do Mato Grosso: MT11, MT7, MT17, MT16, MT10, MT14, MT9,
MT12, MT8, MT4, MT5, MT2 e MT1, no qual observa-se também a formacio
de subgrupos geneticamente mais semelhantes, como os individuos MT11 e MT 7;
MT17, MT16 e MT10; MT14, MT9, MT12, MT8 e MT4, e MT5 e MT2. O
individuo MT1 apresentou-se isolado. Estes resultados estio de acordo com os
encontrados por O’Malley (1988), que estudando sistemas de manutengdo de
populagdes naturais de castanha-do-brasil através de izoenzimas, observou que,
dentro de uma mesma populagdo desta espécie, existe um alto nivel de variagio
genética, devido a uma alta taxa de cruzamento entre os individuos.
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No terceiro grupo, observa-se a presen¢a dos individuos PAl1l, PA1S5,
PA16, PAl4, PA9, PA8, PA4 e PAl, todos provenientes do Estado do Para. A
tendéncia de formagdo de subgrupos, como no primeiro e segundo grupo, também
foi observada. Os individuos PA11 (pertencente ao clone 614) e PA1 (pertencente
ao clone Santa Fé II), apresentaram-se de forma isolada. Os individuos PA15,
PA16 e PAl4 (pertencentes ao clone Santa Fé I), foram os que apresentaram
menor distincia genética entre si. O individuo PA9 (clone M. Pedro I) e os
individuos PA8 e PA4 (clone Santa Fé II), apresentaram-se como um subgrupo.
Observamos neste grupo de individuos, agrupamentos de acordo com as regides
em que foram coletados no Estado do Para.

Os resultados obtidos estio relacionados com as origens geograficas dos
individuos provenientes do Para e Mato Grosso, porém, a formagio do grupo 1
no grafico de agrupamento, mostra a presenca de similaridade genética entre
alguns individuos provenientes dos dois Estados de forma semelhante aos
encontrados por Kanashiro, Harris e Simons (1997), estudando a variagio
genética em 100 individuos de castanha-do-brasil provenientes de cinco regides da
Amazonia brasileira (Alenquer - PA, Altamira - PA, Maraba - PA, Santarém -
PA e Rio Branco - AC), utilizando 47 primers. O grau de similaridade entre essas
populagbes foi calculado através do indice de Jaccard’s. O grafico de
agrupamento demonstrou um primeiro grupo com uma maior similaridade
genética formado pelas populagdes de Alenquer, Altamira e Maraba, ¢ um
segundo grupo formado pelas populages de Santarém e Rio Branco, ou seja, de
acordo com a distribuicdo geografica destas populagdes. Entretanto, a populagio
de Santarém, que. ¢ geograficamente mais préxima das populagdes do primeiro
grupo, mostrou-se geneticamente mais similar a populagio do Rio Branco que é

geograficamente mais isolada.

63



Peres e Baider (1997), estudando a distribui¢do espacial de castanha-do-
brasil na floresta amazdnica, confirmam que estas freqiientemente apresentam-se
em grupos bastante discretos em bosques naturais, o que resulta em uma alta

aglomeragdo na distribui¢do espacial na paisagem,



6 CONCLUSOES

- Trés grupos de individuos foram observados através do grafico de
agrupamento: o primeiro compunha-se de individuos dos Estados do Para e do
Mato Grosso, podendo ter a mesma origem, ou seja, serem provenientes de uma
mesma populagdo ancestral.

- No segundo e terceiro grupos de individuos observou-se uma separagdo
mais evidente em relagdo as origens geograficas, pois o segundo grupo
compunha-se somente de individuos do Estado do Mato Grosso e o terceiro
apresentou apenas individuos do Estado do Para.

- Os marcadores RAPD mostraram-se eficientes na separagdo do segundo
e terceiro grupos de individuos, de acordo com suas origens geograficas.
Entretanto, mostraram-se pouco eficientes na separagdo dos individuos, dentro de
cada populagdo estudada (subgrupos).

- A maioria dos individuos coletados como clones no banco de
germoplasma do CPATU apresenta divergéncia genética.

- Os individuos que apresentaram menor divergéncia genética entre si
(PAI1S, PA16 e PA14) sdo provenientes da cidade de Alenquer no Estado do Para
e pertencentes ao Clone Santa Fé 1.

- A distancia genética média entre os individuos foi de 39%, sendo a
menor (4%) observada entre os individuos PA14 e PA16 e a maior (72%),

observada entre os individuos PA5 e MT11.
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ANEXOS

ANEXO A

TABELA 1A. Anilise de varidncia das médias das repeti¢des dos pesos da
curva de crescimento de calos obtidos a partir de segmentos foliares de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B K).

Causas da variagdo G.L. S.Q. QM. Prob.>F
Tempo 11 7,669 0,697 0,00001**
Residuo 132 0,52 0,003
Total 143 8,19

C.V.=19,0% '

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 2A. Anilise de varidncia das médias das repeticdes dos teores de
agucares soliveis totais determinados em calos obtidos a partir de segmentos
foliares de castanha-do-brasil(Bertholletia excelsa H.B.XK)

Causas da variagdo G.L. S.Q. QM. Prob.>F
Tempo 4 192435  4810,87 0,00001 **
Residuo 10 375,53 37,553
Total 14 19619,0

CV.=49%

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 3A. Analise de varidncia das médias das repeti¢des dos teores de
agucares redutores determinados em calos obtidos a partir de segmentos
foliares de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K).

Causas da variagdo GL. $.Q. QM. Prob.>F
Tempo 4 29178,8  7294,71 0,0000]**
Residuo 10 136,5 13,65
Total 14 29315.3

CV.=68%

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 4A. Analise de varidncia das médias das repeti¢des dos teores de
proteinas totais determinados em calos obtidos a partir de segmentos foliares de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K).

Causas da variagio G.L. S.Q. QM. Prob.>F
Tempo 4 72,56 18,14 0,00001**
Residuo 10 0,51 0,05
Total 14 73,07

CV.=58%

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 5A. Anilise de varidncia das médias das repeticdes dos teores de
aminoacidos determinados em calos obtidos a partir de segmentos foliares de
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H B K).

Causas da variagio G.L. S.Q. QM. Prob.>F
Tempo 4 1833686,9 458421,7 0,00001**
Residuo 10 8456,8 845,68
Total 14 1842143.7

CV.=38%

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 6A Matriz de distdncia de individuos de castanha-do-brasil provenicentes dos Estados do Pard (1 a 17) ¢ do Mato Grosso

(18 a 34). EMBRAPA - CNPMS, Scte Lagoas/MG, 1998.

3 4 s 6 7 8 9 10 W 12 1B 14 1S 16 17 18 15 2 n 22 1 u B3 2 1 B W 0 N Mo
1 031 931 021 039 032 037 017 039 04 030 031 029 033 O3] O O 037 043 081 637 0,43 039 08 041 043 0A9 034 043 031 010 047 O.11 0,18
2 043 037 065 036 043 035 032 049 033 01 043 039 04l 0J9 051 050 04 032 042 049 031 042 046 046 049 VA2 043 049 048 048 VI 047
3 033 068 030 057 031 036 04) 046 041 057 ©33 031 UL 060 063 06l 049 057 081 06l 9,51 056 037 037 037 059 037 0,38 03 0% 060
1 066 027 034 007 013 031 022 032 028 OIS 014 014 048 034 030 062 025 032 035 026 023 026 032 021 021 041 021 037 026 030
3 030 032 061 070 012 070 070 032 066 065 061 036 089 067 DI 072 086 071 068 048 070 068 073 068 072 049 00 067 067
s 034 028 029 042 052 037 028 027 028 026 016 042 033 060 038 032 0351 032 035 036 040 035 040 047 033 o4 038 038
? 036 040 034 035 040 043 033 032 031 018 045 039 038 041 039 038 057 045 043 041 038 041 082 A7 032 043 046
L] QI8 048 025 028 029 020 019 OI9 043 040 039 06 030 040 035 030 08 052 040 025 01 031 031 043 032 038
9 036 021 03 042 OI7 019 WIS 036 032 035 067 021 036 035 027 029 029 06 020 026 045 027 040 030 035
10 033 041 037 037 036 031 037 061 056 06) 037 033 059 VSO 053 050 038 036 036 066 037 06l 039 036
n 051 041 021 022 021 ud9 039 033 057 030 037 048 031 032 030 0)2 028 030 04l LIl 032 09 038
12 041 034 034 031 633 016 046 039 038 047 037 032 037 043 042 08 040 057 041 031 040 042
13 041 039 039 031 051 047 061 047 043 038 043 048 048 05) 042 046 057 046 030 031 049
" 0061 002 062 028 023 060 020 029 048 025 020 022 028 020 022 040 022 033 022 0,40
15 001 061 026 025 038 019 031 047 013 020 021 027 020 022 040 021 036 021 027
16 06) 028 025 050 021 030 048 023 021 022 029 021 022 039 023 03 02 030
” 062 039 038 062 033 061 056 039 038 061 061 038 062 061 037 us? 056
8 030 051 020 031 037 027 023 023 029 028 022 03 02 036 027 021
19 053 047 016 O4F 020 006 021 020 020 0622 035 021 o 022 020
20 03% 031 035 03t 050 033 043 036 033 045 D37 O 048 043
n 023 039 019 01} 016 032 013 013 0l 047 040 021 Ol6
22 039 015 021 023 028 026 028 038 025 033 00 023
3 041 033 043 035 043 042 027 ©IN 012 037 o4
2 o1 022 021 014 023 037 028 03y 029 02
23 . 016 017 020 017 0% olf 030 017 018
26 01 018 020 011 0,08 035 0)8 0,8
27 O 025 035 020 038 I3 047
8 023 0,)8 020 035 020 O
» 6’ 022 032 023 019
30 05 0l o033 029
n 033 018 n19
32 036 030
3 16

72








