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RESUMO

O lupulo é uma espécie vegetal com importancia econdmica a nivel mundial
devido a utilizagao na industria cervejeira. A identificacdo do Iupulo € de grande
importancia pois permite o diagndstico antecipado do sexo das plantas de lupulo,
antes mesmo de chegar na fase de florescimento. Tendo uma caracterizagao do
sexo antecipada, ira ajuda tanto no planejamento da producdo quanto na
melhoria da selegao no processo de melhoramento. Portanto, este trabalho teve
como objetivo a selegcao de primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e
analise da similaridade genética de 17 acessos de lupulo coletados no Parana,
Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, além da identificacédo do sexo de 75 seedlings
através de dois marcadores moleculares macho-especificos. As temperaturas
de anelamento foram avaliadas em 20 primers para calculo dos seguintes
indices: PIC (indice de conteudo polimdrfico), Ml (indice do marcador) e RP
(Poder de resolugao). A amplificagdo ocorreu em 13 primers, tendo uma variagao
de temperatura de anelamento de 47°C (OLIGO 2), 50°C (UBC 848, UBC 880,
MAO, OMAR s JOHN), 53°C (BECKY, CHRIS e MANNY) e 56°C (UBC 808, UBC
827, OLIGO 1 e OLIGO 3). Os valores de PIC tiveram variacdo de 0,0194 a
0,4908, Ml de 0,1164 a 4,8994 e RP de 0,6875 a 17,2941. A similaridade
genética existente entre os acessos, variou de 30% a 52,83%, o0 que evidencia
alta variabilidade entre os acessos analisados. O agrupamento destes acessos
foi realizado pelo método UPGMA calculando-se o coeficiente de Jaccard,
formando assim cinco grupos distintos, sendo dois deles compostos somente
com um acesso. O resultado da correlagdo cofenética (CCC) demonstrou
associacdo de 82%, sendo assim, pode-se confirmar que o método de
agrupamento foi adequado. Na identificagdo sexual pela sele¢cdo assistida por
marcadores moleculares, identificou-se entre os 75 gendtipos testados, 46
fémeas e 29 machos.

Palavras-chave: Humulus lupulus. DNA. Repetigdes entre sequéncias simples.
Variabilidade. Marcadores macho-especificos.



ABSTRACT

Hop is a plant species of economic importance worldwide because of their use in
the brewing industry. Identification of hops is of great importance as it allows the
early diagnosis of the sex of hop plants, before even reaching the flowering stage.
Having an early sex characterization, it will aid both in production planning and in
improving selection in the breeding process. Therefore, the objective of this work
was the selection of ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) primers and analysis
of the genetic similarity of 17 hop accesses collected in Parana, Rio Grande do
Sul and Sao Paulo, as well as identifying the sex of 75 seedlings through two
male-specific molecular markers. The annealing temperatures were evaluated in
20 primers to calculate the following indices: PIC (index of polymorphic content),
MI (marker index) and RP (resolution power). The amplification occurred in 13
primers, having annealing temperature variation of 47 °C (OLIGO 2), 50 °C (UBC
848, UBC 880, MAO, OMAR s JOHN), 53 °C (Becky, Chris and Manny) and 56°C
(UBC 808, UBC 827, OLIGO 1 and OLIGO 3). PIC values ranged from 0.0194 to
0.4908, Ml from 0.1164 to 4.8994 and RP from 0.6875 to 17.2941. The genetic
similarity between the accesses ranged from 30% to 52.83%, which shows a high
variability among the accesses analyzed. The grouping of these accesses was
performed by the UPGMA method, calculating the Jaccard coefficient, forming
five distinct groups, two of them composed only with one access. The result of
the cofenetic correlation (CCC) showed an association of 82%, so it can be
confirmed that the grouping method was adequate. In the sexual identification by
selection assisted by molecular markers, it was identified among the 75
genotypes tested, 46 females and 29 males.

Key-words: Humulus lupulus. DNA. Inter simple Sequence Repeats. Variability.
Male-specific markers.
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1. INTRODUGAO

O Humulus lupulus L. é uma espécie didica que pertence a familia
Cannabaceae, com importancia econdmica principalmente pela utilizacdo na
industria cervejeira, sendo cultivadas cultivares europeias e norte americanas
(HEALE et al., 1989). O lupulo, como é popularmente chamado, produz
inflorescéncias femininas denominada de cones, os quais contém a-acidos, [3-
acidos e Oleos essenciais responsaveis em dar o aroma e sabor as cervejas.
Além dessa grande importancia na industria cervejeira, o lupulo é altamente
explorado como planta medicinal, indicada para tratamentos contra doengas
(NATIONAL HOP ASSOCIATION OF ENGLAND, 2001), onde suas folhas e
flores sdo ingredientes para a producao de chas, infusbes e banhos (BEER &
HEALTH DOSSIERS, 2001).

Mundialmente o Iupulo possui uma area de cultivo que chega a superar os
70 mil hectares, atingindo cerca de 100 mil toneladas por ano em produgao
(HOPS, THEIR CULTIVATION, COMPOSITION AND USAGE, 2014). No Brasil
nao ha producédo de lupulo significativa, relacionado principalmente por ser uma
planta perene e exigente em frio e de fotoperiodo, sendo necessario 15 horas de
luz e no minimo de 120 dias de calor (acima de 30°C) para um adequado
florescimento (HILTON, 2002), com isso, existem altos indices de importagao,
uma vez que o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de cerveja, com
producado de cerca de 13 bilhdes de litros por ano perdendo somente para os
Estados Unidos e China (CERVBRASIL, ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DA CERVEJA, 2015).

O melhoramento vegetal é importante neste aspecto justamente para
desenvolver plantas adaptaveis as nossas condigdes ambientais. Encontrar
genotipos de lupulo adaptaveis ao nosso clima ajudara a incentivar a producao
deste, ja que para o Brasil € uma planta com interesse econémico muito grande.
Outro aspecto a ser ressaltado, é a falta de conhecimento referente a origem dos
genodtipos de lupulo que ja existem no Brasil. A falta de comprovacdo da
procedéncia destes materiais, além da falta de conhecimento da diferenca
genética destes gendtipos, abre um leque de possibilidade a respeito de sua

identificacdo. Existem diversos parametros de identificacdo, porém em alguns



casos podem ter grande interferéncia ambiental e por aspectos do proprio
desenvolvimento da planta. Com esse intuito, métodos baseados em DNA sao
fundamentais para identificar gendtipos que podem ser facilmente afetados pelo
ambiente, como é o caso de marcadores moleculares Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR), que tem a capacidade de caracterizagao genotipica de plantas.
Sendo um método baseado em microssatélite, este ndo necessita do
conhecimento prévio do genoma (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Para o melhoramento do lupulo é necessario o conhecimento de seu
florescimento, que ocorre somente no segundo ano apds o plantio das sementes,
conhecimento que serve para um adequado planejamento de sua produgao. Em
regra, o lupulo s6 atinge seu valor maximo de producgao apés trés anos, estagio
em que as plantas atingem seu pleno crescimento. (NATIONAL HOP
ASSOCIATION OF ENGLAND, 2001). Porém é necessario métodos de
identificacdo de plantas masculinas de maneira mais rapida. O uso de
marcadores moleculares € fundamental nesse caso, pois podem ser utilizados
em um grande numero de plantas promovendo uma rapida e segura identificacdo
de progénies F1 (POLLEY et al., 1997); PARASNIS et al., 2000).

Programas de melhoramento vém utilizando técnicas moleculares visando
a selecao assistida por marcadores (SAM) (ALZATE-MARIN et al., 2003) uma
vez que pode ser realizada nos estagios iniciais do desenvolvimento da planta,
reduzindo significativamente o tempo necessario de selegédo de plantas em que
os caracteres de interesses se manifestam somente em fases avancadas de
desenvolvimento da planta (XU & CROUCH, 2008).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar primers Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) para a determinar a diversidade genética de acessos
de Humulus lupulus L. e identificar o sexo de seedlings pela selegédo assistida

utilizando-se marcadores moleculares macho-especificos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ASPECTOS GERAIS DA CULTURA

O Humulus lupulus L. é uma espécie vegetal que pertence a classe
Dicotiledoneae, ordem Urticaceae e a familia Cannabaceae, o seu género é
Humulus e a sua espécie € Humulus lupulus L. (HEALE et al., 1989). O lupulo
como € vulgarmente conhecido, € uma planta herbacea, perene, normalmente
didica e dipldide (2n=20), podendo existir algumas plantas mondicas em uma
frequéncia bem baixa (SKOF et al., 2015). Possui rapido crescimento, habito
indeterminado, e a capacidade de crescer e enrolar seus caules em volta de um
suporte. O lupulo pode chegar a atingir 9 metros de altura, em menos de 5 meses
(HEALE et al., 1989).

Por se tratar de uma planta didica, apresenta a morfologia de suas
inflorescéncias bastante diferenciada. As inflorescéncias surgem nas axilas das
folhas e as inflorescéncias masculinas sao classificadas como panicula multiflora
que podem chegar a 10 centimetros de comprimento, enquanto que as femininas
se encontram em estrébilos com forma bojuda e arredondada que, dependendo
do cultivar, quando completamente desenvolvidos, atingem cerca de 5 a 6
centimetros (CASTROVIEJO et al., 1993). (Figura 1A e 1B). Esses estrobilos
apresentam um elevado numero de bracteas externas verde-amarelas e

bractéolas internas, ligadas a um eixo (BENITEZ et al., 1996).

Cada bractéola protege, em sua base, um fruto chamado de aquénio.
Tanto o fruto, quanto as bracteas, estdo revestidas com glandulas amarelo-
translucido, contendo substancias com aspecto de um p6é amarelo, denominado
de lupulina rico em a e B-acidos, que sao fundamentais para dar valor comercial
ao lupulo (HILLER, et al., 1996) (Figura 1C).



Lupulina

Bractea

Figura 1: Aspecto geral da morfologia das inflorescéncias de Lupulo. A)
Inflorescéncias femininas maduras (cones), B) Inflorescéncia feminina imatura e
C) Corte longitudinal de uma inflorescéncia feminina, dando destaque a bractea

e a lupulina.

Fonte: BERNERT, A.F (2018).



O lapulo é uma planta de clima temperado, onde no inverno, fica reduzido
a um rizoma, até o inicio da primavera, apresentando gemas e raizes que podem
atingir de 7 a 8 metros de profundidade. No hemisfério norte na primavera e
comecgo do verdo, as plantas crescem enrolando-se aos suportes no sentido
dextrogiro, se fixando a estes gragas aos tricomas que revestem os seus caules.
Suas folhas sao palminérveas, separadas em trés a cinco lobos de coloracao
verde escuro, com extremidades serreadas. No final de junho, o crescimento
vertical cessa com resposta a diminuicdo do fotoperiodo, iniciando assim o

desenvolvimento lateral dos meristemas florais (HILLER et al., 1996).

Referentes as caracteristicas edafoclimaticas essenciais para o seu ideal
desenvolvimento podemos citar a profundidade e nivel de agregagao do solo, pH
entre 6 e 7, boa drenagem com ideal distribuicdo de agua, numero de horas de
sol e altas temperaturas no verdo (BEER & HEALTH DOSSIERS, 2001), além
de uma adequada utilizagao de fertilizantes ricos em potassio e fosfato, que sao
ideais para uma boa produc¢ao de lupulo (CARTER et al., 2000). Com relagao ao
fotoperiodo, a cultura do lupulo é exigente, sendo necessarias 15 horas de luz,
no minimo 120 dias de calor e baixas temperaturas (abaixo de 15°C) no inverno
para ter um ideal florescimento (HILTON, 2002).

2.2.  IMPORTANCIA ECONOMICA

O lupulo é uma espécie vegetal de grande destaque mundialmente, sendo
muito utilizado na industria cervejeira, principalmente por suas caracteristicas de

dar sabor, aroma e amargor as cervejas (HEALE et al., 1989).

Historicamente, o uso do lupulo comegou no Egito antigo, porém, era mais
utilizado como erva medicinal, usada principalmente no tratamento de doencas
do tubo digestivo e do figado (NATIONAL HOP ASSOCIATION OF ENGLAND,
2001). Em Portugal existem registros do uso das inflorescéncias secas e verdes
de lupulo no preparo de infusdes para fins diuréticos e para auxilio a digestao

(CARVALHO, 2005). Na Roma antiga ja era utilizado como planta ornamental e



também no preparo de sopas e consumidos em forma de aspargos, porém ja

nao € mais utilizado nessa forma horticola (MALTON, 1986).

Referente a utilizagdo na industria cervejeira, o lupulo comegou a ser
usado em meados do século IX A.C., tendo seu primeiro campo estabelecido em
859 A.C., na Baviera (MANSFELD’'S DATABASE OF AGRICULTURAL AND
HORTICULTURAL CROPS, 2002). Nesta época a cerveja era uma bebida de
consumo rapido, onde durante a fermentagao s6 eram adicionados alguns tipos
de ervas, mel, folhas de algumas arvores, porém apresentavam problemas de
conservacgao, este que foi resolvido com a utilizacdo do lupulo, visto que
apresentava compostos com agao antibacteriana (DUKE, 1983). A partir deste
ponto, a cerveja comecgou a ser produzida no mundo todo, passando pela Europa
primeiramente. Em 1870 comecou a ser estendida a 53 paises, incluindo os
Estados Unidos (Mansfeld’s Database of Agricultural and Horticultural Crops,
2002), este que veio a ser o segundo maior produtor de lupulo do mundo,
perdendo somente para a Alemanha (Tabela 1) (FAOSTAT, 2014).

Tabela 1: Produgdo em toneladas e porcentagem de produgédo dos principais

paises produtores mundiais de lupulo.

Fonte: FAOSTAT (FAO).

Pais Producao (ton) Porcentagem (%)
Alemanha 38 487 38,35
Estados Unidos 32 203 32,09
China 7 656 7,63
Republica Checa 6 202 6,18
Polénia 2713 2,70
Coreia do Sul 2010 2,00
Eslovénia 1960 1,95
Albania 1700 1,69
Espanha 958 0,95
Nova Zelandia 838 0,83
Outros paises 5633 5,61

Total 100 360 100




O Brasil nao apresenta uma produgao expressiva na produgao de lupulo,
porém € um dos maiores produtores de cerveja do mundo com 13,55 bilhdes de
litros produzidos no ano de 2014, perdendo somente para China com 50 bilhdes
de litros e Estados Unidos 20 bilhées de litros produzidos (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DA CERVEJA, 2013). O Brasil apresenta uma
producdo de Ilupulo inexpressiva, relacionada as condicbes climaticas
adequadas para a sua produgéo, como as condigdes de luminosidade e durag&o
do dia, resultando assim, que quase todo o lupulo utilizado para produzir cerveja
é importado, gerando maior custo. O Brasil somente no ano de 2014, importou
mais de 2 mil toneladas de lupulo e seus derivados, desde sucos e extratos de
ltpulo a cones (ALICEWEB, 2015).

Tabela 2: Consumo anual de litros por habitante dos principais consumidores de
cerveja do mundo. Fonte: BATH-HAAS GROUP.

Consumo anual de

Ranking Pais litros/habitante
1° Republica Tcheca 143
2° Austria 108
3° Alemanha 107
4° Irlanda 94
5° Polbnia 89
6° Romeénia 89
7° Australia 82
8° Bélgica 81
9° Espanha 78
10° Reino Unido 77
17° Brasil 62

2.3. DIVERSIDADE GENETICA E MARCADORES MOLECULARES

A estrutura genética é definida como sendo a forma pela qual a
variabilidade genética é distribuida entre e dentro de uma populagéo. Mutagéao,
migracgao e selegcdo séo algumas forgas evolutivas que atuam em cada espécie
influenciando a estrutura genética, causando a sua diversidade, interferindo na
distribuicdo heterogénea dos alelos e gendtipos no espacgo e tempo (BROWN,
1978; HAMRICK, 1982).



A diversidade genética pode ser afetada pela densidade populacional,
natureza das relagdes entre individuos e o ambiente e até mesmo por interagdes
entre individuos e populagbes locais. Geneticamente pode ser caracterizada
pela variabilidade morfologica e quantitativa existente entre individuos, pelos
padrées de fluxo génico, sistemas reprodutivos e também por estratégias
adaptativas aos ambientes locais (MARTINS, 1987).

No cenario agricola, a avaliagdo da diversidade genética de plantas € um
importante parametro para definir programas de manejo, conservagao e
melhoramento de espécies, principalmente aquelas que sofrem forte presséo
antropica. De modo geral, estudos sobre a diversidade permitem a distingdo de
individuos com caracteristicas superiores em relagao as geragdes segregantes,
que tenham elevado valor agronémico, como por exemplo a producéo de frutos
em qualidade e quantidade, resisténcia a pragas e doengas, precocidade de
produgao, etc., caracteristicas que sao visadas em programas de melhoramento
(VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005; JESUS, 2006.

A diversidade genética existente entre individuos pode ser identificada
através de marcadores genéticos, que sao separados entre duas classes: os
morfoldgicos e os moleculares (KUMMAR, 1999). Os marcadores morfolégicos
apresentam problemas relacionados pela influéncia de fatores ambientais ou até
mesmo pela propria biologia individual da planta. Além disso, muitas plantas
quando jovens, sdo impossiveis de identificar, pois apresentam morfologia e
caracteristicas bem divergentes comparadas as plantas adultas, como € o caso
da videira, além do fato de algumas cultivares serem morfologicamente similares
e dificeis de se obter uma diferenciagao por analise morfolégica (ARADHYA et
al., 2003).

Por outro lado, o desenvolvimento de marcadores moleculares ganhou
espaco fornecendo ferramentas Unicas, com capacidade de detectar
polimorfismo ao nivel de sequéncias de DNA, suficientes para discriminar a
diversidade genética existente entre individuos ou populag¢des e caracterizagao
de cultivares, sendo possivel dessa maneira obter o “DNA fingerprint” molecular
do material, superando a maioria das limitagdes dos marcadores morfolégicos.

O fingerprint molecular, € nada mais que a impressao digital de um determinado



gendtipo, podendo assim obter a diferenciagdo inequivoca de outro gendtipo
(FERREIRA; GATTAPAGLIA, 1998; BLANK et al., 2004.

Os marcadores moleculares no melhoramento vegetal possibilitam um
avanco na identificagcao de hibridos em varias espécies de plantas cultivadas,
pelo fato de acessarem diretamente o gendtipo da planta, evitando assim a
influéncia do ambiente sobre este. Além disso, a sua analise é facilitada pois
podem ser analisados a partir de amostras de tecidos de qualquer parte da planta
e em qualquer estagio de desenvolvimento, acelerando o processo de obtengao
de novas cultivares, reduzindo o custo e mao de obra do pesquisador
(CORDEIRO et al., 2006).

Marcadores moleculares também sao utilizados no processo de
caracterizacao e selegdo precoce de genotipos, com estratégias utilizadas para
localizar marcadores ligados a genes de importancia econdmica e posterior
utilizacdo destes em programas de melhoramento. Dentre essas estratégias,
destacam-se a construgdo de mapas genéticos, deteccdo de locos de
caracteristicas quantitativas (QTLs) e a selecdo assistida por marcadores (SAM)
(DEKKERS HOSPITAL, 2002).

Com a busca de conhecimento a respeito de técnicas genéticas e de
biologia molecular, surgiram diversos tipos de marcadores moleculares, que
podem ser classificados em diferentes grupos com base em seu modo de agao
genética (dominantes e codominantes) e pelo método de analise baseado em
hibridagdo ou baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction) (SEMAGN;
BJORNSTAD; NDJIONDJOP, 2006).

Dentre os marcadores identificados por hibridacdo sao destacados:
RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polimorphism), s&o marcadores
codominantes, que sao fragmentos de DNA obtidos de enzimas de restri¢cao,
separados por eletroforese, e visualizados por meio de hibridagdo com sondas
de sequencias homologas marcadas por radioatividade ou fluorescéncia. Os
marcadores RFLP podem ser obtidos por diferentes genes ou regides
genbmicas, tanto de DNA ribossomal, mitocondrial e do cloroplasto (AVISE,

1993). A desvantagem desse marcador esta associada a exigéncia de grande
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quantidade e qualidade do DNA a ser analisado, necessita-se de sondas
especificas para a hibridacdo e por ser uma técnica trabalhosa e cara
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998); e os marcadores Minissatélites ou locos
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) que sao unidades de 10 a 100 pb
repetidas em tandem, flanqueadas por sitios conservados de endonucleases de
restricdo (JEFFREYS et al., 1985; DALLAS, 1998). Como vantagens destaca-se
a alta reprodutibilidade de marcas e a geragdo de muitas bandas informativas
por reagdao, porém, com a desvantagem relacionada a dominancia dos
marcadores e por ser uma técnica demorada e cara assim como os marcadores
RFLP (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Ja aqueles marcadores baseados em amplificacdo por PCR, estdo
incluidos principalmente: RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA — DNA
Polimorfico Amplificado ao Acaso), que sao fragmentos de DNA amplificados em
PCR, onde é utilizado um unico primer curto de sequéncia aleatéria. Esta
caracteristica elimina a necessidade do conhecimento prévio dos fragmentos a
serem amplificados e tem a vantagem de ser uma técnica facil e rapida para a
obtencdo dos marcadores com necessidade minima de quantidades de DNA,
entretanto, apresenta baixa reprodutibilidade das informacdes e baixo conteudo
informativo por loco. A caracteristica de ser um marcador dominante impede que
seja possivel distinguir homozigotos de heterozigotos (KEPHART, 1990; MAY,
1992; ALFENAS, 1998; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions — Regides
Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias) e o STS (Site Tagged Sequence)
sdo marcadores moleculares amplificados com primers especificos,
desenvolvidos com base em sequéncias ja mapeadas ou caracterizadas. Muitos
desses marcadores sao obtidos a partir da conversdo de marcadores RAPD e
RFLP, em SCAR e STS, respectivamente. De modo geral, essa conversao acaba
por diminuir o nivel de polimorfismo obtido por SCAR e STS, podendo ser
amenizado com a digestdo com enzimas de restrigao dos produtos amplificados
e sequenciamento de bandas monomorficas. A diferenca entre essas duas
técnicas esta relacionada a amplificacédo de regides de DNA. Enquanto a técnica

de SCAR amplifica regides de DNA que contenhma sequéncias repetidas a STS



11

amplifica regides de DNA de cépias simples (PARAN & MICHELMORE, 1993;
CORREA et al., 2000).

Os AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados), sdo fragmentos de DNA obtidos
com a digestdo do DNA com enzimas de restricdo, onde a analise é baseada na
amplificagdo seletiva via PCR de um subconjunto de fragmentos gendmicos.
Como vantagem desta tecnologia destaca-se a geracdo de grande numero de
polimorfismo por reacdo, aumentando o poder de detec¢cdo de variabilidade
genética e o fato de n&o haver necessidade do conhecimento prévio de dados
da sequéncia de DNA para a construgado dos primers utilizados, porém, € uma
técnica de custo elevado e necessita de varias etapas e reagentes necessarios
para a obtencdo dos marcadores, além do fato de ser um marcador dominante
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de Nucleotideo
Unico) que constituem os marcadores moleculares mais recentes na analise
genética, sdo marcadores do DNA utilizados para identificar mutagcbes e
polimorfismo baseados na posi¢ao de um unico nucleotideo (CHO et al., 1999).
Este marcador é utilizado para estudos filogenéticos de evolugbes dentro da
espécie (WOLTERS et al., 2000), mapeamento genético e principalmente na
diferenciacao de alelos do mesmo gene (MELLOTO & KELLY, 2001).

Os Microssatélites, também denominados SSRs (Simple Sequence
Repeats — Repeticdes de Sequéncia Simples), sdo unidades muito curtas (2a 5
pb), que se repetem lado a lado na fita de DNA no genoma de eucariotos. As
principais vantagens deste marcador € a sua codominancia, o alto nivel de
polimorfismo, que pode ser detectado e podem ser representados pelo tamanho
de seus alelos em pares de bases (pb), tornando-os um marcador, cujos dados
podem ser comparados entre laboratérios e formatados em bases de dados,
além da possibilidade de detecgdo de varios microssatélites no mesmo gel
facilitando a operacdo e analises, principalmente quando € analisado uma
grande quantidade de acessos. As desvantagens desses marcadores sao o alto
custo inicial, que envolve o desenvolvimento de pares de iniciadores especificos

e a ocorréncia de alelos nulos. Como consequéncia, ndo ha a formagéao de banda
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e heterozigotos podem ser equivocadamente interpretados como homozigotos
(MORGANTE & OLIVIERI, 1993; QUELLER et al., 1993; FALEIRO et al., 2004;
LEAO, 2008).

Os primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), sao fragmentos de
DNA de 100 a 3000 pb amplificados via PCR. Diferente do método microssatélite
(SSR), que sado baseados na amplificacdo da regidao repetida usando dois
primers loco-especificos, nesses marcadores ¢é utilizado um uUnico primer
composto por uma sequéncia do microssatélite, entre 16-25pb, o qual é utilizado
para amplificar as regides inter-SSR. Estes primers podem estar desancorados
ou usualmente ancorados na extremidade 5 ou 3’ por 1 a 4 pares de bases
degeneradas. Como vantagens deste marcador destaca-se a geracao de grande
numero de bandas informativas por reacao, o fato de ndo haver a necessidade
do conhecimento prévio do genoma e capacidade de analisar loci multiplos em
apenas uma unica reagao, porém é um marcador dominante (ZIETKIEWICZ et
al., 1994; GODWIN et al., 1997; GOULAO & OLIVEIRA, 2001).

Marcadores ISSR sao considerados uteis na identificacdo de cultivares,
tendo vantagens devido a alta reprodutibilidade, comparado a outros métodos
empregados baseados em PCR, como RAPD e AFLP (GOULAO & OLIVEIRA,
2001). A técnica de ISSR de modo geral, vem sendo empregada para a rapida
diferenciagcao genotipica entre individuos aparentados, devido ao seu elevado
grau de polimorfismo e reprodutibilidade (BORBA et al., 2005). Os marcadores
ISSR também tem sido aplicados com grande frequéncia em estudos genéticos,
em culturas de maior importancia econémica em relagao a variabilidade genética
de acessos e espécies nativas, resultados que favorecem e auxiliam programas
de melhoramento (ALMEIDA, 2006). Este método fornece resultados altamente
reprodutiveis e gera grande taxa de polimorfismo em muitos sistemas. A maioria
das aplicacbes tém usado eletroforese no gel de agarose com detecgao por
brometo de etidio, gel de poliacrilamida e GelRed TM® (LIU & WENDEL, 2001).

Ja nos diferentes programas de melhoramento de plantas, o processo de
selecao de individuos que apresentam caracteres agronomicamente desejaveis,
€ realizado em sua maioria com base nas informagdes fenotipicas. De modo

geral, este processo muitas vezes pode apresentar dificuldades, principalmente
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em caracteristicas de baixa herdabilidade, uma vez que, a maioria dos
caracteres de importancia econémica sdo de natureza quantitaviva e séao
altamente afetados pelas interacbes ambientais na expressdo do fendtipo
(TOPPA et al., 2013).

Os marcadores de DNA surgiram com capacidade de detectar variagao
genética e trouxem novos avangos para o melhoramento genético de plantas,
tendo éxito em diversas culturas de interesse agronémico. Como principais
vantagens que estas técnicas trouxeram, destaca-se a analise intrinseca de um
individuo sem a necessidade da ocorréncia da expressao fenotipica, ou seja,
sem a agao do ambiente, caracterizagdo de cultivares, alta capacidade de
distinguir individuos morfologicamente similares e geneticamente aparentados.
No melhoramento em si, trouxeram ainda a capacidade de procura de alelos
desejaveis indiretamente por meio de uso de marcadores ligados, como é o caso

da selegao assistida por marcadores moleculares (SAM) (TOPPA et al., 2013).

Em programas de melhoramento, os genotipos sao avaliados por meio
dos marcadores e as bandas comuns a todos os individuos sao interpretadas
como semelhangas genéticas, e as ndo-comuns, como diferengas genéticas. Os
resultados sao interpretados de forma a gerar uma matriz de similaridade (ou
dissimilaridade), que pode ser interpretada por graficos, por meio de analise de
agrupamento ou multivariada (LANZA et al., 2000). Para o sucesso de um
programa de melhoramento, tanto a escolha dos genitores quanto o
planejamento dos cruzamentos, sdo etapas fundamentais e de grande
importancia (BOREM, 1997). Estas etapas auxiliadas por meio de marcadores
moleculares fornecem aos melhoristas informagdes genéticas e detalhadas dos
gendtipos, aumentando a probabilidade de selegdo de cultivares superiores,
aspecto importante quanto trabalhada em espécies onde a obtencdo de uma
cultivares melhorada é bastante longo, como espécies frutiferas e florestais
(LANZA et al., 2000).

A técnica de ISSR pode ser empregada para a diferenciagdo rapida de
individuos aparentados, devido a sua alta capacidade de detectar polimorfismo
entre individuos e também por conter baixo custo (BORBA et al., 2005). Porém,

0 uso de marcadores moleculares para registro de novas cultivares ainda
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apresenta certo grau de limitagdo, até mesmo em paises onde a protecao de
cultivares ja é praticada a bastante tempo, voltada principalmente ao custo e
possibilidade de utilizagdo de outros descritores em culturas que ainda podem

apresentar uma ampla base genética (MILACH, 1998).

MARCADORES MOLECULARES NO ESTUDO DA DIVERGENCIA
GENETICA DE LUPULO.

Um grande numero de marcadores moleculares vem sendo utilizados
para a obtencdo de informagdes em estudos de diversidade genética, tais como
os AFLP, RFLP, RAPD, SSR e ISSR (VIDOR et al., 2002; DUARTE, 2011;

AGUIAR, 2012), que ja foram descritos anteriormente.

Dentre os primeiros trabalhos com a utilizacdo destes marcadores
moleculares na analise da diversidade genética de lupulo, destaca-se o de
MURAKAMI, (1998), que utilizou 25 diferentes marcadores RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), na classificagao de 51 variedades de lupulo,
provenientes tanto da Europa, Asia, Oceania e América do Norte, que s&o
cultivadas e comercializadas em todo o mundo. Como resultado, os autores
encontrou através de um dendograma de similaridade genética, a formacgao de
6 diferentes clusters (grupos), demonstrando que apesar das variedades serem
de regides completamente distintas, existe um ancestral comum, o que explica
a taxa de similaridade média existente entre os clusters formados ser de

aproximadamente 70%.

Além do marcador molecular RAPD, outros marcadores foram utilizados
com finalidade de avaliar a diversidade genética entre gendtipos de lupulo, como
marcadores STS (Sequence Tagged Sites), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (PATZAK, 2001).

Trabalhos que oncluiram que os marcadores STS utilizados foram
capazes de obter mais informacdes e capacidade de distinguir os gendtipos
quando comparado ao método por RAPD, porém teve semelhante capacidade
de diferenciacao aos métodos AFLP e ISSR (PATZAK, 2002).
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Ja DANILOVA et al. (2006) avaliaram a taxa de polimorfismo utilizando
marcadores ISSR em 26 cultivares russas e europeias de lupulo utilizando 21
primers. Obtiveram a amplificacdo de 183 fragmentos de DNA, sendo que 19 dos
primers obtiveram fragmentos de amplificagdo polimérficos, resultando assim
que a taxa de polimorfismo utilizando primers ISSR foi maior comparado com
outros marcadores, como AFLP e RAPD. Além disso, concluiram que com estes
primers foi possivel encontrar diferengas significativas entres as cultivares
utilizadas e mostraram a adequagao do uso deste método em programas de

melhoramento.
2.5. IDENTIFICA(;IT\O DO SEXO VIA MARCADORES MOLECULARES

Com o avancgo da tecnologia, os marcadores moleculares surgiram com a
possibilidade de virar uma ferramenta de auxilio para a selegcéo de gendtipos de
interesse. A incorporagdao de informagdes dos marcadores moleculares na
selegcdo é conhecida como selegao assistida por marcadores molecular (SAM),
que diferente da selegao fenotipica, tem como vantagem a realizagdo de
piramidacdo de genes, onde se busca concentrar em um unico genotipo,
diferentes caracteristicas de interesse, reduzindo em muito o tempo para obter
esse genotipo. A SAM é muito importante quando o caractere de interesse so6 se
manifesta em fases avangadas de desenvolvimento da planta, podendo ser
usando nos estagios iniciais, reduzindo o tempo necessario para a selegcao
(FERREIRA et al., 1998),

Dentre os primers que sao utilizados para a identificacdo do sexo de
plantas, o RAPD é um dos mais utilizados. STILES et al. (1993), utilizaram a
técnica RAPD para analisar a relagdo genética existente entre dez cultivares de
mamoeiro, e apos a constru¢do de um dendograma, concluiram que a tecnologia
RAPD é rapida, precisa e sensivel para a analise gendbmica e sexual de
mamoeiro. CHAVES-BEDOYA e NUNEZ (2007), fizeram um estudo com plantas
jovens de cultivares de mamoeiro e verificaram que o marcador SCAR SDSP
pode determinar o sexo em plantas jovens de forma precisa com a metodologia
de PCR. Contudo, foi possivel, apenas, amplificar fragmentos a partir dos

genomas de plantas masculinas e hermafroditas.
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Também com trabalho com mamoeiro, MAGDALITA et al. (1997),
utilizando 72 primers RAPD, revelaram alto nivel de polimorfismo (64%) entre
120 hibridos interespecificos obtidos do cruzamento de duas espécies de
mamoeiro (C. papaya X C. cauliflora), onde dezessete desses primers
produziram padrdes de bandas polimoérficas com alto grau de confiabilidade, que
foram utilizadas para identificar hibridos, onde 1-5 primers RAPD confirmaram
com consisténcia que todas as 120 plantas eram hibridos genéticos, sendo que
em todas elas, contendo no minimo, uma banda do parental masculino.
PARASNIS et al. (2000), trabalhando com cultivares de Carica papaya e Carica
cauliflora, observaram que a banda de amplificagcdo de um dos primers RAPD,

foi presente somente nas plantas do sexo masculino, com 831 pb.

ALSTROM-RAPAPORT et al. (1998), trabalhando com Salgueiro (Salix
viminalis L.), utilizou 380 primers decameros para gerar produtos RAPD,
realizando uma BSA (Bulked Segregant Analisis), concluiram que de 1080
bandas de RAPD analisadas, uma unica banda estava ligada ao locus de
determinacao sexual (560 pb) RUAS et al. (1998), identificou fragmento de DNA
especifico ao macho com 2075 pb, utilizando o primer OPAF-14 em espécies
dioicas do género Atriplex (Chenopodiaceae), confirmando que a técnica RAPD

também é eficaz na identificagcao de plantas hermafroditas.

MULCAHY et al. (1992), trabalhando em Silene latifolia, conseguiram
identificar quatro primers associados diretamente a identificagdo do sexo nesta
espécie. Ja HORMAZA et al. (1994), detectaram uma unica marca associada ao
sexo feminino, porém ausente no sexo feminino de Pistacia vera e SAKAMOTO
et al. (1995), relatou uma marca de 730 pb associada a identificacdo de machos
em Canabis sativa, utilizando a técnica de RAPD. Assim com o RAPD, o primer
denominado SCAR, é também utilizado para identificacdo sexual de plantas,
podendo até ser mais eficaz sobre os marcadores RAPD por detectar apenas
um unico locus e apresentam menos sensibilidade as condi¢gdes de reagao
(WEEDEN, 1994).

JIANG e SINK (1997), utilizaram marcadores BSA, RAPD e SCAR, com
objetivo de mapear marcas moleculares para o locus sexual M (macho) em 63

progénies de aspargo. Com um total de 760 primers RAPD testados, um dos
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primers produziu duas marcas ligadas ao locus M, a sequéncia entdo foi usada
para a construcao dos primers SCAR, que amplificaram um unico fragmento de
980 pb somente em individuos masculinos, do mesmo tamanho do fragmento
RAPD clonado, sendo assim eficientes para identificar machos e fémeas da

progénie da populagdo mapeada.

Por apresentar um florescimento tardio, podendo ocorrer somente dois
anos apos o plantio, o lupulo precisa de métodos que facilitem a sua identificagcao
antes mesmo da fase de florescimento ocorrer, poupando tempo e trabalho por
parte do melhorista, pois existe a necessidade de separar plantas macho e
fémea para a selecao (HAUNOLD, 1991).

PATZAK et al. (2002), utilizaram a selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM) para a identificagdo de diversas progénies F1 de diversos
cruzamentos de Lupulo durante trés anos e fizeram a comparacgao das analises
de PCR com o florescimento a campo, concluindo que o par de primers utilizados
para a analise molecular das progénies teve alta capacidade em identificar o

sexo das plantas.

POLLEY et al. (1997) ainda compararam um conjunto de plantas
masculinas e femininas derivadas de um cruzamento de lupulo com objetivo de
identificar marcas moleculares associadas ao cromossomo Y, obtendo como
resultado apds teste de 900 primers, que 32 desses revelaram fragmentos
especificos para plantas masculinas e desses 32 primers, 3 especificos para o
cromossomo Y, sendo que um deles (Primer OPJ9), foi de baixa copia em
experimentos de hibridizacdo e predominantemente presentes em plantas

masculinas.

Portanto, este trabalho teve como objetivo a selecdo de primers ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) e analise da similaridade genética de 17
acessos de lupulo coletados no Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, além
da identificacdo do sexo de 75 seedlings através de dois marcadores

moleculares macho-especificos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.5. ACESSOS DE LUPULOS

Foram analisados 17 acessos de lupulo, provenientes de diversas regides
do Brasil com disponibilidade na colecdo da Estacao Experimental Fazenda
Canguiri, localizada no municipio de Pinhais — PR, coordenadas 25°23'12.3"S
49°07'33.2"W (Tabela 3).

Tabela 3: Acessos de lupulo utilizados com suas respectivas caracteristicas

(procedéncias e sexo)

Disponibilidade Acesso Procedéncia Sexo
1 PR Feminino
2 PR Feminino
3 PR Feminino
4 RS Feminino
5 PR Feminino
6 RS Feminino
7 RS Feminino
FAZENDA 8 PR Feminino
CANGUIRI 9 PR Feminino
10 PR Feminino
11 PR Feminino
12 RS Feminino
13 PR Feminino
14 PR Masculino
15 SP Feminino
16 PR Feminino
17 PR Feminino

3.6. ANALISES MOLECULARES
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As analises moleculares foram efetuadas no Laboratdrio de Sistematica e
Ecologia Molecular de Plantas do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal do Parana.
3.6.1. Extracao e quantificagcao do DNA

A extracado de do DNA utilizado foi o proposto por Doyle & Doyle (1987) e
a qualidade do DNA visualizada e gel de agarose. A quantificacdo das amostras
de DNA foi realizada em espectrofotdmetro NanoDrop™. Apds a quantificacao

todas as amostras de DNA foram padronizadas em concentragao de 50 ng/puL.

3.6.2. Reagoes de PCR.

As reagdes de PCR foram preparadas em volume final de 20 uL, contendo
os seguintes constituintes: 1 yL de DNA, 2 uL de tampao, 1,2 uL de MgCl2 (950
mM), 2 uL de DNTPs (2mM), 0,4 pL de primer (20mM), 0,1 yL de taq polimerase
(5U/p/L) e 13,3 pL de H20 ultrapura (q.s.p). As reagdes foram realizadas em

termociclador (Applied Biosystems).

3.6.2.1. Ensaios de temperatura

Nesta etapa foram efetuados ensaios de temperatura para cada um dos
primers testados, sendo utilizados 4 acessos diferentes (acesso 1, 4, 11 e 17),
onde as condicbes de amplificacdo foram: Desnaturacgao inicial a 94°C por 1,5
minutos, 37 ciclos a 94°C para a desnaturacdo por 40 s, gradiente de
temperatura de 47°C, 50°C, 53°C e 56°C para a fase de anelamento, e 1,5
minutos a 72°C para extensdo das fitas de DNA. Ao final dos 37 ciclos, foi

realizada uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados, contendo corante GelRed TM® (3 uL) +
Corante TAE 6x (2 yL), foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, utilizando o tampao TAE 0,5x para a corrida. Para auxilio na analise e
determinacdo do tamanho dos fragmentos foi utilizado marcador de peso

molecular (“DNA ladder”) da marca Ludwig Biotec® de 100 pares de base. As



20

condigdes eletroforéticas foram 140V durante aproximadamente 2 horas. Apés
a corrida os fragmentos foram visualizados em sistema de fotodocumentagao

digital.

3.6.2.2. Selecao de primers

Foram testados 20 primers ISSR (tabela 7), sendo 14 desenvolvidos pela
Ohio State University e mais 6 sintetizados (OLIGO 1, OLIGO 2, OLIGO 3,
OLIGO 4, OLIGO 5 e OLIGO 6) de acordo com PATZAK et al., (2002), que

trabalhou com caracterizagado genética de cultivares de lupulos tchecos.

Tabela 4: Lista de primers testados e as suas respectivas sequéncias de

nucleotideos.

Primers ISSR Sequéncia de nucletidios Primers ISSR Sequéncia de

nucletidios
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC MAO (CTC)4-RC
UBC 827 (AC)8G OMAR (GAG)4-RC
UBC 848 (CA)8BRG TERRY (GTG)4-RC
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA DAT (GA)7-RG
UBC 901 (GT)6-YR OLIGO 1 (GACA)G
JOHN (AG)7-YC OLIGO 2 (TGTCHMT
BECKY (CA)7-YC OLIGO 3 (AGC)5A
CHRIS (CA)T-YG OLIGO 4 (GCT)5G
MANNY (CAC)4-RC OLIGO 5 (TCG)GT
GOOFY (GT)7-YG OLIGO 6 (CGT)5C

3.7. ANALISE DE DADOS

A partir de uma leitura dos padrbes eletroforéticos das bandas dos 20
primers utilizados para a amplificacado, s6 foram levados em consideragao os que
apresentaram produtos de amplificagdo com bom grau de resolucéo (Figura 2).
Os géis entao foram avaliados formando uma matriz de presenga e auséncia de
bandas para cada um dos 17 acessos analisados, atribuindo valor 1 para a
presenca de banda e 0 para a auséncia. A taxa de polimorfismo de cada primer
ISSR foi calculado dividindo o numero de bandas polimérficas pelo total de

bandas amplificadas.
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Bom grau de resoluc¢ao Baixo grau de resolucao

Figura 2: Padrdo de amplificagdo de bandas consideradas com bom grau de
resolucao e amplificacdo de bandas considerados com baixo grau de resolugao.

A capacidade de discriminagdo dos marcadores utilizados foi avaliada a
partir de trés diferentes parametros: PIC (Conteudo de Informacgao Polimorfica),
MI (indice do Marcador) e RP (Poder de Resoluc&o). A formacgao do dendograma
teve como principio o método de agrupamento de meédias aritméticas nao
ponderadas (UPGMA).

Conteudo de informagao polimérfica (PIC): Corresponde ao poder do
marcador em detectar o polimorfismo existente na populagao, sendo calculado

por:

PICi = 2fi (1 - fi)
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Onde: PICi é o conteudo de informagéo polimorfica do primer i; fi é a
sequéncia dos locos amplificados, ou seja, presenga ou auséncia de bandas; e
1 — fi é a frequéncia dos alelos nulos (ROLDAN-RUIZ et al., 2000)

indice do Marcador (MI):

MI = PIC x EMR

Onde: EMR ¢é o produto do numero total de locos por primer (n) e a fragao
de loco polimorfico (B), ou seja: EMR = n. 37 (VARSHNEY et al., 2007)

O Poder de resolugao (RP):

RP=ZIb

Onde: Ib representa os locos polimérficos. O valor de /b pode ser
transformado em uma escala de 0-1 usando a equacédo: Ib=1-(2 x]0.5 - p|)
onde, p é a proporcdo dos gendtipos que contém o loco (PREVOST;
WILKINSON,1999).

Os parametros avaliados foram calculados no programa Office Excel
2013.

3.8. IDENTIFICAGAO SEXUAL

A extracdo do DNA para analise sexual de lupulo foi efetuada pelo
protocolo de Doyle & Doyle (1997), porém nesse caso foram extraidos o DNA de
75 gendtipos que foram obtidos através de sementes. Para a quebra de
dorméncia as sementes foram acondicionadas em geladeira a baixas
temperaturas (>5°C) por cerca de 30 dias e semeadas em bandejas com suas
células de dimensdes 2,1 cm de comprimento x 2,1cm de largura por 4,3 cm de

altura contendo vermiculita.

A reagdes de PCR foram preparadas em volume de 20 uL contendo os

seguintes constituintes: 1 pyL de DNA, 2 uL de tampao, 1,2 uL de MgCI2
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(950mM), 2 uL de DNTPs (2mM), 30 ng/uL de cada um dos primers (STSF: &’
ACAGAGTACAACTCAGAAACAAACC 3, STSR: 5’
AAGGTCGCACAATGACCG 3'), 0,1 pL de taq polimerase (5U/u/L) e 13,3 yL de
H20O ultrapura. Os primers utilizados tiveram como base o trabalho de PATZAK
(2002).

Ja as condicdes de amplificacao foram: Desnaturacéo inicial a 94°C por 3
minutos, 35 ciclos a 94°C para a desnaturagéo por 30 s, para a fase de
anelamento 60 s a 54°C, e 1,5 minutos a 72°C para extensao das fitas de DNA.
Ao final dos 35 ciclos, foi realizada uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Os
produtos da PCR entao foram corados com corante GelRed (3 pyL) mais Corante
TAE 6x (2 uL) e separados em gel de agarose 0,8% em tampéao TBE a 150V por
cerca de 2 horas. Também foi utilizado marcador de peso molecular DNA ladder
de 100 pares de bases (Marca Ludwig Biotec) para auxiliar na analise do
tamanho dos fragmentos. Como controle positivos foram utilizados plantas de
sexo conhecido, sendo que onde houve amplificacédo de banda se caracterizou
como planta macho, e com a auséncia de banda, se caracterizou como planta

fémea. As reagdes de PCR foram repetidas trés.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5. ENSAIOS DE TEMPERATURA

Dentre os 20 primers ISSR testados, cinco apresentaram temperatura
6tima de anelamento em 56°C (UBC 808, UBC 827, OLIGO 1 e OLIGO 3), trés
em 53°C (BECKY, CHRIS e JOHN), cinco em 50°C (UBC 880, OMAR, MAO,
MANNY e UBC 848) e apenas o OLIGO 2 a 47°C (tabela 3).

Tabela 5: Relacao dos primers ISSR que obtiveram amplificacdo de bandas com

as suas sequéncias de nucleotideos e as suas respectivas temperaturas de

anelamento.

Primers ISSR Sequéncia de nucletidios T°C de anelamento
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 56°C
UBC 827 (AC)8G 56°C
UBC 848 (CA)BRG 50°C
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA 50°C

JOHN (AG)7-YC 50°C
BECKY (CA)7-YC 53°C
CHRIS (CA)7-YG 53°C
MANNY (CAC)4-RC 53°C
MAO (CTC)4-RC 50°C
OMAR (GAG)4-RC 50°C
OLIGO 1 (GACA)G 56°C
OLIGO 2 (TGTCUT 47°C
OLIGO 3 (AGC)5A 56°C

Os demais primers (OLIGO 4, OLIGO 5, OLIGO 6, UBC 901, GOOFY,
TERRY e DAT nao apresentaram amplificagdo de bandas em nenhuma das
temperaturas do gradiente. Na figura 2 é possivel ver o padrao de amplificagéo

de banda nas respectivas temperaturas do gradiente dos primers OLIGO1,

BECKY, JOHN e OLIGO 2 nos 4 acessos testados (1, 5, 17 e 21).
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Figura 3 - Perfil eletroforético dos primers OLIGO1, BECKY, JOHN e OLIGO 2,
com suas respectivas temperaturas de anelamento escolhidas, em 4 diferentes

acessos (acessos 1, 5, 17 e 21).

A escolha da temperatura de anelamento ideal para a amplificacdo tem
importancia para estudos genéticos, uma vez que, baixas temperaturas podem
aumentar a eficiéncia da PCR, porém diminuiram a especificidade, altas
temperaturas aumentam a especificidade, mas diminuem a eficiéncia da PCR,
além de que temperatura mal otimizada podera gerar ineficiéncia significativa
dos primers (SILVA-PEREIRA et. al., 2003).

DANILOVA et at. (2006), demonstraram que as temperaturas de
anelamento dos primers de lupulo podem ser variaveis dependendo do gendtipo
em estudo e dos primers utilizados, podendo haver uma variacao entre 45°C a
54°C, caso semelhante aconteceu no presente trabalho, tendo variagdo entre
47°C e 56°C.

Esta variacdo de temperatura também ocorre de acordo com a espécie
vegetal em estudo. GORSKI (2015), utilizando os primers UBC 808, UBC 827,
UBC 848, obteve as temperaturas de anelamento de 50°C, 50°C e 55°
respectivamente, para a Baccharis crispa SPRENG. Ja SILVA (2015), obteve
como melhor temperatura de anelamento para o primer UBC 848, 48°C na

cultura do tucumé (Astrocaryum aculeatum). Pela Figura 2 observa-se que
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ocorre essa variagao de temperatura de anelamento mesmo sendo utilizado na

mesma especie.

4.6. SELEGCAO DE PRIMERS ISSR PARA ESTUDOS GENETICOS EM
LUPULO.

Dos 20 primers ISSR que foram avaliados, treze (65%) apresentaram
produtos de amplificagao e 7 (35%) nao apresentaram produtos de amplificagao.
Os 13 primers amplificaram 170 bandas, o que resultou em aproximadamente
numa meédia de 13 bandas por primer. Todos os primers resultaram em bandas
polimoérficas. O primer BECKY, foi o que apresentou o maior nimero de bandas
(20) e 0 MAO o menor numero de bandas (3). Na figura 3 é possivel observar o
padrao de amplificacdo do primer ISSR UBC880 nos 17 acessos utilizados neste

trabalho.

Figura 4 - Padrao de amplificagao do primer ISSR UBC 880 em gel de agarose
nos 17 acessos de lupulo testados. M indica o marcador de peso molecular DNA

ladder 100 pb e a seta indica o fragmento de 1000 pb.

O intervalo dos fragmentos amplificados teve variagado entre 200 a 2080
pb, sendo que a menor amplitude de fragmentos foi do primer UBC 880 (300 a
1500 pb), e a maior amplitude no primer UBC 827 (200 a 2080 pb).

Dentre os 20 primers que obtiveram produtos de amplificacdo, somente
13 deles foram selecionados para o calculo dos paradmetros descritos

anteriormente, por apresentarem amplificacao de bandas (tabela 6).
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Tabela 6: Primers ISSR utilizados em lupulo com suas respectivas sequéncias
de nucleotideos, numero de bandas obtidas, numero de bandas polimérfias e
intervalo de amplificagcdo dos fragmentos. Primers com nomes em negrito
representam aqueles que foram selecionados para a analise genética e calculo

dos parametros.

i anci n°® de o Intervalo
’ Primers Sequéncia de n° de bandas
Numero ; bandas . ) dos
ISSR nucleotideos . polimorficas
obtidas fragmentos
AGA GAG AGA GAG 330 a 2080
1 UBC 808 AGA GC 13 13 .
2 UBC 827 (AC)8G 18 18 200 I::;1”92080
3 UBC 848 (CA)8RG 6 6 300 I:::1)b1500
GGA GAG GAG AGG 330 a 1500
4 UBC 880 AGA 14 14 ob
5 UBC 901 (GT)6-YR 0 0 «
6 JOHN (AG)7-YC 14 14 330 I:;1)b1500
7 BECKY (CA)7-YC 20 20 330 2 bZOSO
8 CHRIS (CA)7-YG 17 17 330 2t)2080
9 MANNY (CAC)4-RC 6 6 300 ;blsoo
10 GOOFY (GT)7-YG 0 0 X
11 MAO (CTC)4-RC 3 3 300 2b1500
12 OMAR (GAG)4-RC 6 6 300 ;b1500
13 TERRY (GTG)4-RC 0 0 x
14 DAT (GA)7-RG 0 0 X
15 OLIGO 1 (GACA)AG 20 20 330 2b2080
16 OLIGO 2 (TGTCHUT 19 19 330 2 b2080
17 OLIGO 3 (AGC)5A 13 13 300 S b1500
18 OLIGO 4 (GCT)5G 0 0 «
19 OLIGO 5 (TCG)GT 0 0 X

20 OLIGO 6 (CGT)5C 0 0 y
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E importante ressaltar o resultado referente aos 6 primers sintetizados
como base o trabalho de PATZAK et al., (2002), onde somente 3 deles obtiveram

amplificagdo de bandas, sendo eles os primers OLIGO 1, OLIGO 2 e OLIGO 3.

A respeito dos parametros avaliados em cada um dos marcadores, o valor
médio de PIC (Conteudo de Informagédo Polimdrfica) foi de 0,3201, variando
entre 0,01941 (MAO) e 0,4908 (BECKY). Na tabela 7 estdo apresentados os
marcadores, com seus respectivos valores de todos os parametros avaliados
(PIC, Ml e RP).

Tabela 7: Valores de indice de Contetdo Polimérfico (PIC), Multiflex Eficaz
(EMR), indice do Marcador (MI) e Poder de Resolucdo (RP) de cada um dos

respectivos primers selecionados.

PRIMER* PIC EMR Mi RP
UBC 808 0,4811 52353 2,5185 10,4706
UBC 827 0,4658 6,647 3,0964 13,0588
UBC 880 0,4797 10,2142 4,8994 16,7059
CHRIS 0,3776 4,2941 1,6214 8,56882
BECKY 0,4908 8,647 4,2444 17,2941
OLIGO 1 0,392 5,3529 2,0985 10,7059
OLIGO 2 0,4431 6,2941 2,7887 12,5882
OLIGO 3 0,4295 4,0588 1,7432 8,1176
JOHN 0,4406 4,4885 2,0218 9,1765
MAO 0,0194 6,0014 0,1164 0,6875
OMAR 0,0384 5,9985 0,2306 1,3812
UBC848 0,0421 6,0020 0,2526 1,5396
MANNY 0,0394 5,9899 0,2485 1,4912

* Primers destacados em negrito, representam aqueles que foram selecionados para o calculo

de similaridade genética, por apresentarem valores de indice de contetdo polimérfico no minimo

mediamente informativos (0,25<PIC<0,5).
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De acordo com PRECZENHAK (2013), os valores de PIC representam a
capacidade do marcador detectar a variabilidade existente entre individuos,
sendo que quanto maior o seu valor, maior sera sua capacidade de informacao.
De acordo com a classificagdo sugerida por BOTSTEIN et al. (1980), os valores
de PIC observados podem ser considerados mediamente informativos, uma vez
que o autor classifica marcadores com PIC superior a 0,5 como satisfatérios em
conteudo polimorfico, valores entre 0,25 e 0,5 como mediamente informativos e
valores abaixo de 0,25 como pouco informativos. Sendo assim, somente foram
selecionados os marcadores que obtiveram valores no minimo mediamente
informativos, ou seja, com valores entre 0,25 e 0,5, segundo BOTSTEIN et al.
(1980).

No presente estudo, os marcadores BECKY e UBC 808 foram os
marcadores mais informativos, com valores de PIC de 0,4908 e 0,4810
respectivamente. Os marcadores com menor capacidade informativa, ou seja,
com menores valores de PIC foram o MAO e o OMAR, com valores de PIC de
0,01941 e 0,03844 respectivamente. Estes marcadores apresentam valores
inferiores de PIC justamente pela maior frequéncia de fragmentos polimérficos.
Segundo GRATIVOL et al. (2010), locos com maior frequéncia prevalecem entre
os individuos, apresentando tendéncia ao monomorfismo, o que gerara valores
menores de PIC. Apesar de nenhum primer apresentar bandas monomaorficas,
estes primers em questdo apresentaram bandas bem frequentes em todos os
individuos, explicando o baixo valor de PIC. De maneira igual, os locos que
apresentam baixa frequéncia, também tendem ao monomorfismo, pelo fato de
prevalecer bandas ausentes, resultando assim em menores valores de PIC

também.

O indice do marcador (MI) de cada um dos primers teve variagao entre
0,1146 e 4,8994, dando destaque aos primers UBC 880 e BECKY que obtiveram
0os maiores valores e os primers OMAR e MAO que obtiveram os menores
valores de MI. (Tabela 7). O indice do marcador (MI), leva em condiseracéo a
fracdo de marcadores polimérficos, sendo o produto entre o indice de conteudo
polimodrfico (PIC) e a razdo de multiflex eficaz (EMR). Nao existe um valor

especifico ou um valor de padrao para o indice do marcador (Ml), onde, segundo
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TATIKONDA et al. (2009), seus resultados podem ser analisados comparando

os valores de cada primer em estudo.

Segundo VARSHNEY et al. (2007), os altos valores para os indices
calculados para cada primer estao relacionados com os altos valores de multiflex
eficaz (EMR), porém nédo diretamente relacionadas com altas taxas de
polimorfismo. No estudo em questao, os primers com maiores valores de indice
do marcador (Ml), foram os primers BECKY E UBC 880, com 4,2444 e 4,8994,

que também apresentaram altos valores de polimorfismo.

Para o parametro poder de resolucao (RP), foi observado valor de 17,2941
para o marcador BECKY, sendo assim o maior valor dentre todos os primers
avaliados, e valor de 0,6875 para o marcador MAO, sendo esse o menor valor
observado de RP. Vale destacar que os marcadores UBC 880 e UBC 827
também obtiveram valores altos de RP, com valores de 16,7058 e 13,0588

respectivamente. (Tabela 7).

Segundo PREVOST e WILKINSON (1999), o poder de resolugao (RP) de
cada primer apresenta a caracteristica de discriminagdo de cada um deles,
altamente correlacionado com diagnostico de gendtipos. Assim como os valores
de indice do marcador (Ml), o poder de resolugéo (RP), ndo apresenta um valor
otimo para comparacgao, sendo assim, € classificado de acordo com os seus
maiores valores observados, ou seja, os primers com maiores capacidades de
discriminagao. Vale ressaltar que para TATIKONDA et al. (2009), qualquer um
dos valores, tanto indice do marcador (MI) quanto poder de resolucéo (RP), séo
eficientes para a discriminagdo a combinagdo de primers com maiores

capacidades informativas.

De maneira geral, para estudos genéticos entre os acessos avaliados, os
marcadores com melhores informacdes, isso €, com maiores valores de PIC, Ml
e RP, resultando em maior capacidade de informacédo, sdo os marcadores
BECKY, por apresentar maior valores de PIC e RP, e o marcador UBC 880, por

apresentar maior valor de Ml e ter obtido altos valores de PIC e RP também.
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4.7. SIMILARIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DE LUPULO

Os individuos foram separados em cinco grupos distintos, dando
destaque aos acessos 13 e 17 que nao foram agrupados em nenhum grupo,
resultado em um indice de similaridade de 20% e 23%, respectivamente. Os
individuos que obtiveram maiores similaridades foram os acessos 19 e 20
(52,83%), acessos 21 e 24 (50,26%) e acessos 10 e 12 (50,12%). O
agrupamento dos acessos baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard

esta apresentado na figura 4.

Distancia Genética (CCC=0,82)
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Figura 5: Dendograma obtido com o método UPGMA, baseado no indice de
similaridade de Jaccard, para os acessos de lupulo, com corte na regiao de 30%

de similaridade.

No Figura 4 é possivel observar a formagao de cinco grupos, utilizando
um corte no dendograma na similaridade genética média de 30% ou 70% de
dissimilaridade. O resultado do coeficiente de correlagdo cofenetica (CCC)
demonstrou uma associagédo de 82% (CCC = 0,82) entre a similaridade obtida

pelo indice de Jaccard e as representadas no dendograma. Segundo
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MOHAMMAD e PRASANNA (2003), quanto maior o valor de CCC, menor a
distorgdo no agrupamento dos acessos, com CCC > 0,7 pode-se concluir que o

método de agrupamento foi adequado.

Pelo dendograma da figura 4 € possivel visualizar os acessos que
obtiveram os maiores valores de similaridade, sendo eles: Acesso 19 e 20, com
uma similaridade genética de 52,83%, seguido pelos acessos 21 e 24 com
similaridade genética de 50,83% e por fim os acessos 10 e 12 com 50,12%. De
modo geral, todos os 17 acessos analisados apresentam uma grande
diversidade genética, mesmo aqueles mais similares (acesso 19 e 20 com
52,83%). Desta forma, os marcadores ISSR utilizados foram eficientes em
mostrar variabilidade genética, resultando em dados muito importantes em
etapas pré-melhoramento, melhoramento e pés-melhoramento (AYA et al., 1997;
FALEIRO, 2007; FALEIRO et al., 2008).

Os resultados da diversidade genética dos acessos ainda contornam
problemas referentes a acessos duplicados ou redundantes. Um dos grandes
problemas em programas de melhoramento, principalmente em bancos de
germoplasma e colegdes base de trabalho € justamente a duplicacdo de
acessos, onde pode-se ter um conhecimento equivoco da quantidade real de
genodtipos diferentes que de fato o banco apresenta, erros que podem ser
causados por identificacdes erradas que acabam dificultando a transferéncia de
resultados e recomendagdes entre os diferentes programas de melhoramento,
principalmente aqueles acessos que sao mantidos in vivo, aumentando assim o
gasto de tempo e de recursos para a avaliagao e conservagao do potencial
genético dos acessos. O uso de marcadores moleculares nesse quesito tem sido

utilizado para diminuir ou até mesmo eliminar tais problemas.

No caso do lupulo, ter conhecimento da diversidade genética entre esses
acessos analisados € importante justamente porque esta se iniciando o
programa de melhoramento desta espécie no Brasil. Apresentar uma grande
quantidade de acessos, acessos com uma genética diferente um do outro,
facilitam no aspecto de sele¢cdo de possiveis genitores, portanto é ideal que

exista uma diversidade genética alta.
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A escolha de genitores e o planejamento adequado de cruzamentos em
programas de melhoramento, s&o fundamentais em programas de
melhoramento (BOREM, 1997). Os dados obtidos pelos marcadores ISSR
podem auxiliar visando a maximizagao da heterose e das combinagdes génicas
desejadas. Da mesma forma, a escolha de genitores também pode ser baseada
no agrupamento de potencias genitores em grupos de similaridade, podendo
existir uma redugdo no numero inicial de cruzamentos sem perdas significativas
da diversidade genética, diminuindo os custos sem perder a potencialidade do
programa. Portanto, informagdes sobre diversidade genética obtida através
destes marcadores ISSR geram uma grande quantidade de informacdes, que
podem ser combinadas, fornecendo uma analise mais completa com relagéo a
cada acesso (LIVINI et al., 1992; FALEIRO et al., 2004; VIEIRA et al., 2008).

4.8. SELEGCAO DE “SEEDLINGS” DE LUPULO ASSISTIDA POR
MARCADORES MOLECULARES MACHO-ESPECIFICOS

Apos as PCRs, o marcadores moleculares utilizados conseguiram identificar
dos 75 gendtipos testados, um total de 46 plantas fémeas e 29 plantas machos.
A figura 5, mostra o padrao de amplificacéo, dando a evidencia de amplificagéo

de banda somente para as plantas macho.
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Figura 6: Padrao de amplificagao dos 75 gendtipos testados de lupulo. Gendtipos
que obtiveram amplificacdo de bandas foram caracterizados como machos,

assim como no controle positivo indicado pela seta.

Para o lupulo, a identificagdo do sexo via selegcao assistida por
marcadores moleculares €& de extrema importdncia, uma vez que seu
florescimento somente ocorre na totalidade apds o segundo ano. Tendo uma
caracterizagao do sexo antecipada, ira ajudar tanto no planejamento da
producdo quanto na melhoria da selecdo no processo de melhoramento
(HAUNOLD, 1991). De modo geral, a realizacdo destes testes de identificacdo
do sexo em lupulo tem importancia principalmente para a escolha de possiveis
genitores para programas de melhoramento (FALEIRO et a., 2001; 2004;
YAMADA et al., 2009), de modo que, se ocorrer uma identificagdo precoce do
sexo do lupulo, ocorrera uma otimizacdo do espaco onde serdo feitos os

cruzamentos.

A eficiéncia do uso de marcadores na identificagdo do sexo em lupulo foi
observada por PATZAK et al., (2002), que conseguiram resultados satisfatorios
utilizando os mesmos marcadores para a identificacdo de 840 gendtipos de
lupulo oriundos de 7 diferentes cruzamentos, tendo uma eficiéncia de mais de
90%. Estes resultados da analise molecular foram ainda comparados com os
resultados adquiridos pelos dados de florescimento a campo, mostrando assim

a significancia e importancia da utilizagdo destes primers.

A identificagdo precoce é especialmente importante para melhoristas,
justamente porque existe uma atribuicdo de valor diferente a plantas masculinas
e femininas, no caso do lupulo a rapida identificacao é um fator importante para
o melhoramento, pois apenas as inflorescéncias ndo fertilizadas de plantas
femininas sao utilizadas na produgao da cerveja. Tem-se acreditado que exista
um mecanismo de cromossomo sexual que controla o desenvolvimento de
plantas masculinas (XY) e femininas (XX), onde a expressao do sexo masculino
€ determinado por uma propor¢cédo de x:autossomo, embora o cromossomo Y
seja indispensavel para expressao completa do fenétipo masculino (POLLEY et
al., 1997).
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A eficiéncia da utilizacdo destes marcadores visando identificar plantas
machos e fémeas de lupulo também foram visualizas por POLLEY et al. (1997)
também. Os autores compararam um conjunto de plantas masculinas e
femininas derivadas de um cruzamento de lupulo com objetivo de identificar
marcas moleculares associadas ao cromossomo Y, obtendo como resultado
apos teste de 900 primers, que 32 desses revelaram fragmentos especificos para
plantas masculinas e desses 32 primers, 3 especificos para o cromossomo Y,
sendo que um deles (Primer OPJ9), foi de baixa copia em experimentos de
hibridizagao e predominantemente presentes em plantas masculinas. Do mesmo
modo outros autores buscaram utilizar marcadores para identificar plantas
macho de lupulo, como DANILOVA et al (2006), estudaram a aplicacao de ISSR
para detectar marcar moleculares na predigcdo do sexo em lupulo e revelaram
que dois primers ISSR contem fragmentos especificos em plantas masculinas e
SEEFELDER et al (2008) estudaram marcas de ligacdo genéticas femininas e

masculinas e constataram 10 marcadores macho especificos pela técnica AFLP.
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5. CONCLUSOES

Dos 20 primers testados, nove demonstram ser eficientes para o estudo

da diversidade genética dos acessos de lupulo avaliados.

Com os marcadores ISSR selecionados €& possivel verificar diversidade
genética entre os acessos de lupulo, sendo identificados cinco grupos

distintos.

Os marcadores macho-especificos utilizados resultam na selecdo de

plantas femininas e masculinas de lupulo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Assim como os resultados da diversidade genética dos acessos de lupulo
quantos da analise molecular buscando identificar plantas machos e

fémeas sédo fundamentais no processo de melhoramento vegetal.

Resultados forneceram informacdes a respeito que existe diversidade
entre os acessos, portanto a capacidade e numero de cruzamentos

possiveis buscando individuos com caracteristicas desejaveis € alta.

A identificacdo sexual dos gendtipos de Ilupulo por marcadores
moleculares sera comparado com a avaliagdo a campo, a partir disso,
serao feitas analises de comparagao de proporgdes entre os resultados
da analise molecular juntamente com o florescimento a campo, para saber

a eficiéncia da identificacdo do sexo em plantas de lupulo.
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