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Lamento da Terra

A Terra geme, grita, espera...
Procura socorro, quem vai socorrer?
Eu olho assustada o Homem, a fera,
Que procura matar e acha o morrer.

Os rios ja ndo correm e nem sao transparentes,
Arrastam-se chorando cobertos de espuma.
No fundo s6 mortes, quimicas diferentes,
Vao mortos cansados sem vida nenhuma.

E voam as aves em v0os incertos,
Querendo abrigo, querem procriar.
Em busca de oasis s6 acham desertos,
No fruto o veneno, onde se alimentar?

O machado trabalha, e é sem descanso
Que ougo os ecos da grande tombada.
O homem contempla o que julga avanco,
E o verde que morre na grande queimada.

Eu choro por ti, Homem louco insensato,
Que cego caminha rumo a destruicao.
Lamento por ti natureza, ¢s de fato
Vitima inocente da grande ambig3o.

Que os céus te vinguem com tempestades...
Que trema a Terra, nua, abatida.
Que o Homem entenda, antes que acabes,
Que ¢s fonte de béngaos, o sustento da vida!

(Elsa T. Zarpelon)
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NUCCI, Stella Maris. Desenvolvimento, caracterizacdo e analise da utilidade de
marcadores microssatélites em genética de populacdo de macauba. 2007. 84f.

Dissertagdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) — Pos-
Graduacao — IAC.

RESUMO

Acrocomia aculeata ¢ uma espécie de palmeira monocaule de ampla distribui¢ao
geografica e com qualidades que a tornam importante do ponto de vista natural,
ecoldgico e principalmente sdcio-econdomico, pois seus frutos sdo uma valiosa fonte de
0leo vegetal com potencial para producdo de biodiesel, proporcionando vantagens
ambientais, econdmicas e sociais. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento
de bibliotecas enriquecidas com locos microssatélite visando a andlise da diversidade
genética da espécie, utilizando nove populagdes e quatro regides de ocorréncia
espontanea nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Foi observado que, apesar do
potencial econdmico, a espécie ainda ¢ pouco estudada. Através da construgdo da
biblioteca enriquecida com locos microssatélites foram desenvolvidos 77 primers para a
espécie, dos quais foram escolhidos 36 para a genotipagem e identificados oito locos
microssatélites utilizados para a caracterizacdo e estudo da estrutura genética
populacional. Foi encontrada uma taxa de cruzamento aparente média (t,) igual a 0,471,
sugerindo que esta espécie tenha sistema reprodutivo misto. As estimativas das
estatisticas F* de Wright (1965) revelaram o valor médio de F;r = 0,51 ¢ o Fjs = 0,35,
confirmando que o sistema de reproducdo ¢ misto, a diversidade genética entre
populagdes foi Fsp= 0,25 e Rgr=0,21; a variagdo entre populacdes dentro de regides foi
de Fsz = 0,27 e, entre regides, Frr= 0,16, indicando maior importancia na coleta de
futuros genoétipos entre populagdes dentro de reegides do que entre regides. A maior
ocorréncia de alelos exclusivos foi observada em populacdes mais antropizadas ou com
alta taxa de endogamia As distdncias genéticas de Nei (1978) entre as populacdes
variaram de — 0,0482 a 0,9061 e o dendrograma apresentou trés agrupamentos distintos
que apresentaram uma distribui¢do coerente com a ecologia, geografia e clima em que
se encontram essas populagdes. Foram encontrados importantes bancos de sementes nos
locais de coleta. O estudo da estrutura genética destas populacdes forneceu informagdes
importantes que auxiliardo na identificagdo e conservagdo da variabilidade genética da

espécie e auxiliando ainda nas diferentes etapas do pré-melhoramento dessa palmeira.

Palavras-Chave: Acrocomia aculeata, SSR, 6leo vegetal, estrutura genética, sistema
reprodutivo.
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NUCCI, Stella Maris. Development, characterization and analyses of the use of
microsatellite markers in macaw palm population genetics. 2007. 84f. Dissertation
(Masters Degree in Genetic, Plant Breeding and Biotechnology) — Graduated School —
IAC.

ABSTRACT

Acrocomia aculeata is a single-stemed palm tree with wide geographic
distribution that has important natural, ecological and mainly social and economical
features, due to its fruits that are a valuable source of plant oil, potentially useful in
biofuel production in economically and socially advantageous systems. The present
work aimed to develop microsatellite loci-enriched libraries in order to analysis of
genetic diversity of the species employing nine populations and four regions of
spontaneous occurrence of macaw palm in the States of Sdo Paulo and Minas Gerais.
Although potentially important for economical development, scientific research in
macaw palm is still scarce. The generation of a microsatellite loci-enriched library has
allowed us to obtain 77 primers for the species and from this total, 36 were chosen for
plant genotyping and for the identification of eight microsatellite loci, which were
employed to characterize and to investigate the population genetic structure. We have
found an apparent rate of crossing (t,) of 0.471, suggesting that the species has a mixed
mating system. The estimates of Wright (1965) F-statistics have revealed average
values Fjr= 0.51 and Fjs = 0.35, thus confirming the occurrence of a mixed mating
system, genetic diversity between the populations was Fsr = 0.25 and Rsyr= 0.21; the
variation between the populations within an area was Fsg= 0.27 and between regions
Frr=0.16, demonstrating that it is more important to collect future genotypes among the
populations in the same region than among the geographic regions. The higher
occurrence of exclusive alleles was observed in populations under higher anthropic
influence or with higher inbreeding rates. Nei (1978) genetic distances between
populations ranged from -0.0482 to 0.9061 and dendrogram analysis demonstrated the
existence of three distinct groups coherent with ecological, geographical and climatic
features of the sites where the populations occur. Important seed banks were found on
harvesting sites. Studies of the genetic structure of these populations have provided
important information to the identification and conservation of the genetic diversity of

the species and to pre-improvement stages of breeding research for the species.
Keywords: Acrocomia aculeata, SSR, plant oil, genetic structure, system reproductive.
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1 INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) é uma palmeira
arborescente perene, frutifera, nativa de florestas tropicais, tipicamente brasileira € com
ampla distribuigdo geografica. No Brasil ocorre nos estados do Ceara, Minas Gerais,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e por toda regido Sul. Sdo palmeiras
mondicas que apesar de autocompativeis realizam fecundacdo cruzada entre individuos
diferentes, revelando sistema reprodutivo misto (SCARIOT et al., 1995).

Esta espécie apresenta ampla utilidade e mais recentemente seu fruto tem
despertado grande interesse sdcio-econdmico por sua capacidade de producdo de 6leo
vegetal, considerando-se que a macauba ¢ citada como umas das principais fontes deste
0leo no Brasil. Em meio a suas varias utilidades sdo relatados usos medicinais,
alimenticios, cosméticos, entre outros. Entretanto a mais promissora € que mais se
destaca ¢ sua capacidade de producdo de 6leo vegetal que pode chegar a quatro mil
litros por hectare por ano, lembrando que através de plantios racionais e de programas
de melhoramento este valor pode aumentar consideravelmente, oferecendo potencial
para producdo de biodiesel, proporcionando vantagens ambientais, econOmicas ¢
sociais.

A utilizagdo do o6leo de macatba para a producdo de biodiesel com a
participagdo da agricultura familiar elevaria a demanda por esta planta e ajudaria a
promover o desenvolvimento socio-econdmico de muitas regides problematicas no pais,
através de programas de geragdo de empregos e renda contribuindo para erradicagdo da
miséria, freando correntes migratorias internas por contribuir com a fixagdo das familias
a terra (BATISTA, 2006).

A macatba foi escolhida para o desenvolvimento desse estudo por sua
importancia como uma das principais fontes de dleo vegetal no Brasil, que tem
potencial para produgdo de biodiesel. Poucos estudos foram, até entdo, realizados com a
espécie, sendo que a maioria relata a ocorréncia de pragas, ou sua distribui¢do
geografica. Para garantir a conservacao das populacdes naturais e possibilitar o pré-
melhoramento da macatiba, sendo uma espécie pouco estudada, alguns estudos se fazem
necessarios. O estudo da estrutura genética de populagdes e da taxa de cruzamento

aparente em macauba ¢ inédito e é de suma importancia, pois traz relevantes subsidios



para a identificacdo e a conservacao da variabilidade genética da espécie, auxiliando
ainda nas diferentes etapas do pré-melhoramento dessa palmeira.

Para quantificar a variabilidade genética existente entre e dentro de populagdes
de plantas, o uso de marcadores moleculares tem se revelado uma importante e eficiente
ferramenta, cada dia mais acessivel. Para este estudo a técnica de microssatélites foi
escolhida por suas caracteristicas intrinsecas de marcador estavel, co-dominante,
multialélico, robusto, altamente confidvel, pela simplicidade operacional e rapidez de
analise quando comparado com outras metodologias.

Este estudo teve como objetivos principais o desenvolvimento de bibliotecas
enriquecidas com marcadores moleculares microssatélites e caracterizagao de locos em
macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) visando estudos populacionais,
tais como caracterizagdo da diversidade genética de populacdes, determinagdo da taxa
de cruzamento aparente e parametros afins, visando gerar resultados para a conservagao
e para o pré-melhoramento da espécie.

Os objetivos especificos deste estudo foram: a) isolar e seqiienciar locos que
contenham regides microssatélites no genoma de macatba (Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lood. ex Mart.); b) desenhar primers especificos visando a amplificagdo dos locos de
microssatélites isolados e selecionados; c¢) caracterizar cada loco de microssatélite
isolado com relacdo ao tipo de repeti¢do, nimero e tamanho de alelos amplificados,
temperatura de reassociacdo, heterozigosidade observada e esperada em materiais
divergentes de macauba; d) estudo preliminar de caracterizagdo e estrutura genética

populacional da espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acrocomia aculeata
2.1.1 Aspectos taxonémicos e botanicos

A espécie Acrocomia aculeata, ex-familia Palmae, esté classificada atualmente
dentro da familia Arecaceae, sendo o género Acrocomia constituido por apenas duas
espécies — A. aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. e 4. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn. Estas
espécies diferem basicamente pelo tamanho dos individuos e por sua localizagdo
geografica. Conforme HENDERSON et al. (1995), a 4. aculeata possui porte maior,
estando amplamente distribuida nas regides secas da América Tropical (Figura 1). Sao
palmeiras nativas de florestas tropicais, ocorrendo desde o sul do México até ao sul do
Brasil, Paraguai e Argentina (MORCOTE-RIOS & BERNAL, 2001). No Brasil ¢
abundantemente encontrada nos estados do Ceara, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Esta palmeira € citada como a tinica espécie de porte arboreo de areas de
pastagens (SCARIOT et al., 1991; 1995), ocorrendo principalmente em florestas
latifoliadas semideciduas (LORENZI, 1992). As informacdes sobre as necessidades
edaficas da espécie sdo por vezes conflitantes. RATTER et al. (1996) cita a espécie
como indicadora de solos mesotroficos do Brasil Central, MOTTA et al. (2002),
concluem que a ocorréncia de macatiba acompanha areas de solos com maior fertilidade
natural e vegetacao primitiva de fisionomia florestal, mostrando que a espécie avanga
como pioneira, evitando extremos de deficiéncia de nutrientes e de agua, enquanto que
NOVAES (1952) afirma que a palmeira ocorre no Estado de Sao Paulo em solos pobres,
cobertos pelo cerrado. A espécie 4. hassleri estd restrita a regido de cerrado no Brasil e
Paraguai. O termo Acrocomia tem origem grega e descreve a forma como as folhas
estdo dispostas na planta, “Akron” (cima) e “Kome” (cabeleira) sugerindo que as folhas
estdo dispostas no formato de uma coroa (NOVAES, 1952; HENDERSON et al., 1995).

Em termos taxondmicos, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. esta
classificada em:

# Reino: Plantae

< Divisao: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida

# Subclasse: Arecidae

# Ordem: Arecales
Familia: Arecaceae

# Subfamilia: Arecoideae

# Tribo: Cocoeae
Subtribo: Bactridinae

Género: Acrocomia



# Espécie: Acrocomia aculeata (GRIN, 2006).

. f—%%ﬁ:‘- :,ﬂ%x/j;

Regides com maior ocorréncia
da espécie Acrocomia aculeata

Figura 1 — Distribuicdo geografica da espécie Acrocomia aculeata pela América
Tropical (Fonte: NEW WORLD FRUITS, 2006 — adaptado).

Esta espécie apresenta como sinonimia botanica os seguintes nomes
(HENDERSON et al., 1995): Acrocomia antiguana L.H. Bailey, Acrocomia
antioquensis Posada-Arango, Acrocomia belizensis L.H. Bailey, Acrocomia
christopherensis L.H. Bailey, Acrocomia chunta Covas & Ragonese, Acrocomia
erisacantha Barb. Rodr., Acrocomia fusiformis Sweet, Acrocomia glaucophylla Drude,
Acrocomia grenadana L.H. Bailey, Acrocomia hospes L.H. Bailey, Acrocomia ierensis
L.H. Bailey, Acrocomia intumescens Drude, Acrocomia karukerana L.H. Bailey,
Acrocomia lasiospatha Mart., Acrocomia media O.F. Cook, Acrocomia mexicana Karw.
ex Mart., Acrocomia microcarpa Barb. Rodr., Acrocomia mokayayba Barb. Rodr.,
Acrocomia odorata Barb. Rodr., Acrocomia panamensis L.H. Bailey, Acrocomia pilosa
Leon, Acrocomia quisqueyana L.H. Bailey, Acrocomia sclerocarpa Mart. Acrocomia
sclerocarpa var. wallaceana Drude, Acrocomia spinosa (Mill.) H.E. Moore, Acrocomia
subinermis Ledn ex L.H. Bailey, Acrocomia totai Mart., Acrocomia ulei Dammer,
Acrocomia viegasii L.H. Bailey, Acrocomia vinifera Oerst., Acrocomia wallaceana
(Drude) Becc., Bactris globosa Gaertn., Cocos aculeatus Jacq., Cocos fusiformis Sw.,
Palma spinosa Mill.

Apresenta, também, uma vasta sinonimia popular no Brasil (LORENZI, 1992):
macauiba, mucaja, mocuja, mocajd, macaiba, macaitiiva, bacaitiva, bocaitva,



umbocaiuva, imbocaia, coco-de-catarro ou coco-de-espinho; o nome pode ainda variar
de acordo com a regido de distribuicao da palmeira (FRUITS FROM AMERICA, 2005;
NEW WORLD FRUITS, 2006): coco baboso, coco de catarro, coquito, macatba,
bocaiuva, mocaya (Argentina), corozo (Colombia, Venezuela), coyol (América
Central), catey, totai (Bolivia), cayara, cayiete, ocori, tamaco (Colombia); corosse
(Haiti); groo groo, grugru palm, macaw palm, macaya oil (inglés); corosse (francés) e
bocaiuva, cachinobi, catey, cayara, cayiete, coco baboso, coco de catarro, coquito,
corozo, coyol, gru gru, macauba, mocaya, ocori, palma de vino, tamaco, totai
(espanhol).

Devido a falta de estudos citogenéticos realizados com a espécie, citam-se
alguns dados encontrados relacionados com a subfamilia, e algumas informagdes
encontradas sobre o género ou a espécie. SHARMA & SARKAR (1956) realizaram
estudos citogenéticos com 50 espécies de vinte e oito géneros de palmeiras, abrangendo
algumas espécies de géneros da subfamilia Cocosoideae (atual Arecoideae). Neste
estudo, os autores relatam que foram encontrados numeros de cromossomos variados
em diferentes gé€neros que pertencem as mesmas e diferentes subfamilias. Contudo, ha
uma homogeneidade geral e uma uniformidade de cromossomos claramente marcada
dentro de cada subfamilia e, todas as espécies estudadas sdo dipldides. Eles consideram
a subfamilia Cocosoideae como um bom exemplo de estabilidade evolutiva, pois em
seis espécies diferentes, de géneros diferentes, ele encontrou o0 mesmo niimero de
cromossomos 2n = 32, e uma semelhanca total nos cariotipos. Todos os caridtipos sao
caracterizados por cromossomos aproximadamente médios com gradag¢do no tamanho
para cromossomos curtos. O nimero de cromossomos com constrigdes secundarias
varia de dois a trés pares no complemento e, concluem, a semelhanca entre eles ¢ tao
acentuada que podem ser considerados membros de uma tinica linha de evolucdo. No
estudo da meiose, reunindo estas espécies de géneros diferentes, revelou a formacao de
bivalentes, sugerindo possivel origem destas por alopoliploidia. READ (1966), divulga
nova contagem de cromossomos em Palmae (atual Arecaceae), que divide a subfamilia
Cocosoideae em dois grupos: espécies com n = 15, na qual se inclui a Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart., e espécies com n = 16, portanto, dentro de toda
subfamilia foram encontradas apenas espécies 2n = 30 e espécies 2n = 32.

Conforme LORENZI (1992), TASSARO (1996), GRUPO VERDE (2006),
FRUITS FROM AMERICA (2005) e MOBOT (2006) a espécie Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lood. ex Mart. ¢ representada por palmeiras arborescentes (Figura 2),
perenifolias, heliofitas, monodicas, cujo estipe pode atingir acima de 15 m de altura com
20 a 30 cm de diametro. Algumas plantas conservam no tronco por muitos anos os
remanescentes da base das bainhas foliares, geralmente cobertos de espinhos escuros e
compridos, cerca de 10 cm de comprimento (Figura 3).

As folhas sdo pinadas apresentando quatro a cinco metros de comprimento,
geralmente em ntimero de 20 a 30, coloragdo verde escuro, contemporaneas,
distribuidas em diferentes planos dando um aspecto plumoso a copa. Os foliolos sdo
aproximadamente em nimero de 130 para cada lado da regido central da folha que ¢
recoberta de espinhos (Figura 4).

Suas inflorescéncias amareladas apresentam-se agrupadas em cachos pendentes
de até 80 cm de comprimento e protegidas por uma espata que pode atingir até dois
metros de comprimento (Figura 5), sdo pequenas, unissexuais (Figura 6) e ambos os
sexos estdo presentes numa mesma inflorescéncia, as flores masculinas nascem no topo
da inflorescéncia, enquanto as femininas situam-se na base. A floragdo ocorre entre



agosto e novembro. Estas inflorescéncias sdo androginas com marcada protoginia. A
polinizagdo ocorre principalmente por besouros, com o vento desempenhando um papel
secundario. Os principais polinizadores sao Andranthobius sp. (Curculionidae),
Mystrops cf mexicana (Nitidulidae) e Cyclocephala forsteri (Scarabaeidae). Mesmo a
espécie sendo autocompativel e a gitonogamia respondendo por uma significativa
porcentagem da producdo de frutos, a xenogamia, poliniza¢do cruzada entre individuos
diferentes, ¢ responsavel por muito do sistema reprodutivo.

Figura 2 — a.Vista geral da palmeira Acrocomia aculeata; b. Vista geral da copa da
palmeira.




Figura 3 — a. Base das bainhas foliares cobertas de espinhos escuros e compridos; b.

Visdo aproximada das bainhas foliares.
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Figura 4 — a. Vista geral da copa da palmeira; b. Vista da folha de macatba.

Em um estudo realizado no Distrito Federal, no Brasil Central foi observado que
cada inflorescéncia produz em média 60 frutos, mas esse numero pode variar de 0 a
271, conforme a regido (Figura 7), (SCARIOT et al., 1995). O fruto ¢ globoso com 2,5 a
5,0 cm de diametro, liso, de coloracdo marrom-amarelada quando maduro (Figura 8),
possui um epicarpo que se rompe facilmente quando maduro, apresenta mesocarpo
branco ou amarelado, fibroso e mucilaginoso, cada fruto contém uma améndoa
oleaginosa, contendo de um a trés embrides viaveis, envolvida por um endocarpo rigido.
Frutifica durante o ano todo, principalmente de setembro a janeiro (Figura 9),
(TASSARO, 1996; LORENZI, 1992; SCARIOT et al., 1991).

A Fundacao Centro Tecnolégico de Minas Gerais — CETEC, realizou estudos
que avaliaram macaubais nativos em solos de média fertilidade, com produgao
aproximada de 100 kg por arvore por ano, e concluiu que, em plantios racionais com
espacamento 7 m x 7 m, pode se esperar uma produtividade minima de 20.000
kg/ha/ano de frutos, considerando que esta produtividade pode aumentar muito através
de manejo adequado, com a possivel redu¢dao do espagamento para6 mx 6 me
programas de melhoramento da espécie. Outro fato importante a ser considerado é que
ambos os espacamentos permitem a implantagao de consorciamentos de culturas
alimentares nos trés primeiros anos de implanta¢do do macaubal, e o tempo necessario
para a primeira colheita ¢ de quatro a cinco anos, dependendo das formas de manejo que
forem utilizadas. Em levantamento realizado em maio de 2006, o valor estimado para
produgdo de um hectare de macatba ¢ de R$ 7.000,00 por ano, e a produgdo por hectare
inclui 4.000 litros de 6leo vegetal, 1.200 quilos de carvao vegetal, e 5.300 quilos de
farelos para ragdes (OLIVEIRA, 2006).



Figura 5 — Inflorescéncias de macatba protegidas pela espata.

20cm

Figura 6 — a. Inflorescéncia em formagdo; b. Flores de macauba (Fonte: DISCOVER
LIFE, 2006).



Figura 7 — a. Cacho com frutos de macatiba; b. Macatiba produzindo varios cachos de

frutos.

Figura 8 — Frutos maduros de macatba. a. fruto com e sem epicarpo, evidenciando
mesocarpo de coloragcdo amarelada; b. fruto com e sem epicarpo, evidenciando
mesocarpo de coloragdo esbranquigada; c. fruto seco, destaque para endocarpo rigido; d.
frutos cortados ao meio; e. améndoas de macauba; f. améndoa e embrido.



Figura 9 — a. Cacho de frutos de macatba em formagdo; b. frutos imaturos, (Fonte:
DISCOVER LIFE, 2006).

2.1.2 Uso da espécie

LIMA et al. (2003) destacam a importancia das palmeiras do ponto de vista
natural, econdmico e ecoldgico. Sao rotineiramente utilizadas como alimento pelo
homem na forma de palmito, frutos e até produtos elaborados como doces, bebidas e
6leos. Artesanato feito com os géneros Orbygnia, Syagrus, Acrocomia € Mauritia é
habitualmente comercializado em feiras e mercados de muitas cidades do Brasil Central.
As palhas das palmeiras sdo utilizadas para artesanato e para construgdo de casas pelos
indios Xavantes, a polpa e as sementes sdo utilizadas como alimento e ingredientes para
pinturas, e os estipes em suas tradicionais corridas de tora. Varias espécies da fauna
silvestre alimentam-se de suas folhas, polpa dos frutos (canideos) e sementes (roedores
de pequeno e médio porte, psitacideos, etc.). A estipe € empregado em construgdes
rurais, na confecc¢ao de ripas e calhas para 4gua. Do miolo do estipe obtém-se uma
fécula nutritiva. As folhas, além de forrageiras, fornecem fibras téxteis para a confec¢ao
de redes e linhas de pescar. O fruto ¢ a parte mais importante da planta, cuja polpa ¢
consumida in natura, ou usada para extra¢ao de 6leo comestivel; a améndoa fornece
6leo claro com qualidades semelhantes ao da oliveira (LORENZI, 1992). Dada a sua
ampla utilidade, essas palmeiras vém sendo utilizadas pelo homem desde tempos pré-
historicos (cerca de 9.000 anos a.C.), como relatado por MORCOTE-RIOS & BERNAL
(2001). LORENZI (2006) relata nove diferentes categorias de usos associadas a
distintas partes de Acrocomia aculeata, a partir de extrativismo por comunidades locais,
das quais se destacam os usos medicinal e alimenticio (Tabela 1).

Tabela 1 — Usos associados a distintas partes de Acrocomia aculeata.
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Categoria de

Partes da planta usadas Finalidade de usos

usos
plantulas (parte aérea) medicinal diurético, hipotensor
raizes medicinal diurético
estipe estipe parede, caibro, ripas, calhas para agua, mourdo, estacas
estipe (medula) alimento fécula nutritiva
estipe (meristema apical) alimento palmito
estipe (seiva) alimento vinho
estipe (seiva) medicinal febrifuga
folha forragem gado bovino, eqiiino,ra¢do animal
folha fibra chapéu, balaio, linha de pesca, redes
folha outro cobertura de casas
fruto (mesocarpo) medicinal fortificante
fruto (mesocarpo) alimento fruta, goma de mascs(r),cilgzzs, pacocas, geléias e
fruto (6leo do mesocarpo) alimento licor, sorvete
fruto (6leo do mesocarpo) medicinal analgésico (dor de cabega e nevralgias)
fruto (6leo do mesocarpo) cosmético hidratante capilar
semente outro Substitui a brita no concreto
semente artesanato confeccao de botdes
semente (améndoa) alimento coco, pagoca
sementf: (BEoen alimento 6leo de cozinha
améndoa)
Continua
Tabela 1 — Usos associados a distintas partes de Acrocomia aculeata.
Partes da planta usadas Categsoorsia de Finalidade de usos
semente (leo da combustivel lamparina, produgdo de energia

améndoa)
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semente (6leo da

A cosmético hidratante capilar
améndoa)
sementf: (6leo da medicinal laxante
améndoa)
semente (6leo da . . -
( outro ingrediente de sabdo

améndoa)

2.1.3 Potencial para exploracéo econémica

Um bom exemplo da potencialidade econdmica do uso da macatba aliada ao
manejo sustentavel foi dado pelo produtor rural Cinéias Campelo, 76 anos, que ja na
década de 60, muito antes de se pensar em fazer pesquisas sobre a macauba, despertou
para a possibilidade de exploragdo econémica do 6leo desta palmeira, abundante na
fazenda Montes Verdes, Jequitiba (MG), onde vive desde a infancia (AVELAR, 2006).
Ap0s saber da instalagdo de uma fabrica de 6leo em Jaboticatubas, criou um maquinario
para extragao de 6leo para macatba (Figura 10), e vendendo este 6leo para uma
industria de ceramica da regido criou seus sete filhos, a maioria deles formados e com
curso superior. Com uma producao diaria de 100 litros de 6leo, Cinéias atraiu a atencao
de investidores interessados em conhecer sua usina para implantar projetos semelhantes,
recebeu a visita de indigenas que viram no processo de extragdo de 6leo de macatba
uma alternativa de renda. Também estiveram na fazenda Montes Verdes estudiosos dos
combustiveis bioldgicos renovaveis, professores universitarios e representantes da
Fundac¢ao Rockfeller (E.U.A.).

Figura 10 — Maquinario criado pelo produtor rural Cinéias Campelo. Um velho britador
adaptado com pequenos pinos quebra o coquinho da macauba e separa a casca da
améndoa (a); em seguida, a améndoa segue para o torrador (b); e depois disso para a
prensa (c), de onde ¢ retirado o 6leo (d) e (e).
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O o6leo de soja utilizado na culinaria pode ser perfeitamente substituido pelo 6leo
de macauba, e os residuos gerados podem ser usados na producdo de racdo para suinos,
aves e caprinos. Este 6leo ainda pode ser usado como lubrificante para maquinas,
combustivel, em substituicao ao 6leo diesel, como carvao, piche, entre outros,
reforgando que a palmeira macauba apresenta grande potencial para producao de 6leo
com vasta aplicagdo nos setores industriais e energéticos, com vantagens sobre outras
oleaginosas, principalmente com relagao a sua maior rentabilidade agricola e produgao
total de 6leo. O maior desafio ¢ transformar a atividade hoje extrativista em um cultivo
racional (PANORAMAM BRASIL, 2006).

SILVA et al. (2006) enfatizam que os extensos palmares existentes em varias
regides brasileiras constituem um verdadeiro patrimonio, em estado potencial, a espera
de exploracdo agricola-industrial bem orientada. Imensas reservas naturais de palmaceas
como no caso do dendé, do indaid, do babagu e da macatba, apresentam-se muito
promissoras pelo alto rendimento energético por unidade cultivada, e por se
desenvolverem em areas competitivas com a agricultura de sobrevivéncia. Os autores
afirmam que trabalhos realizados demonstraram que a carboniza¢do do endocarpo de
algumas palmaceas pode fornecer um carvao de excelente qualidade quando comparado
com o carvao mineral, notadamente no que se refere ao seu baixo teor de cinzas,
auséncia de enxofre, elevada densidade e controlavel teor de carbono fixo e de matérias
volateis. Com base nos resultados por eles obtidos, concluiu-se que o carvao do
endocarpo das palmaceas, como a macauba, ¢ superior ao carvao da madeira de
eucalipto para usos, tais como: gasogénios, operagdes metalurgicas e siderurgicas e uso
doméstico.

A maioria das palmeiras ¢ rica em 6leo. A macauba ¢ citada como uma das
principais fontes de 6leo vegetal, no Brasil, que tem potencial para produgido de
biodiesel. De acordo com estimativas, essa oleaginosa produz até quatro mil litros de
6leo por hectare por ano. Convém lembrar que a planta comeca a produzir ap6s quatro
ou cinco anos que foi plantada (Figura 11). A titulo de comparacdo deve ser citado que
culturas anuais como a soja produz apenas 420 litros, o girassol 890 litros e mesmo a
mamona, somente 1.320 litros (CESAR, 2003). O dleo da macatba cada vez mais esté
sendo valorizado pelo mercado nacional e internacional, pois trata-se de um 6leo de
altissima qualidade, tem valores nutricionais proximos ao azeite de oliva e seu potencial
comecou a ser descoberto pelas industrias de cosméticos de alimentos. Apos o processo
de extragdo sdo obtidos dois tipos de 6leo: o da polpa — que ¢ esverdeado e aproveitado
como biodiesel ou na industria de cosméticos; € o 6leo da améndoa — amarelado, ¢ mais
nobre, podendo ser utilizado na industria alimenticia e também em produtos de
cosméticos (CIPRIANO, 2006). Soma-se a isso o fato da macauba ser endémica,
espontanea e perene, com beneficios para o manejo e a conservacao de solo, visto que
uma vez plantada comeca a produzir com quatro ou cinco anos e sua vida 1til
econdmica excede 50 anos.
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Figura 11 — Comparagdo entre capacidade de producdo de dleo vegetal de algumas
oleaginosas.

Pesquisadores de oleaginosas tém apresentado estudos que comprovam que a
macauba, planta até entdo pouco estudada e quase desconhecida, tem um futuro
promissor na producdo de biocombustivel, na produgdo de 6leos vegetais dietéticos e na
oleoquimica. A macauba atende a trés premissas ainda pouco consideradas pela maioria
dos envolvidos com a cadeia produtora dos biocombustiveis. A primeira delas ¢ que
diante da expectativa de uma demanda cada vez maior, provocada pelas crescentes
dificuldades de exploracdo dos combustiveis fosseis e também por sua utilizacdo como
arma politica, um programa para os biocombustiveis terd cada vez mais que levar em
conta a utilizagdo de plantas de alta produtividade de matéria-prima.

Outra consideracdo ¢ que assim como as fontes energéticas, a questao da agua
também adquire importancia cada vez maior, lembrando vérios indicadores
preocupantes de problemas climaticos e escassez de dgua. A terceira premissa
mencionada ¢ a necessidade de frear as correntes migratdrias internas, garantindo
emprego as populagdes em suas regides de origem.

A macauba oferece ainda outras vantagens sobre outras plantas que ocupam hoje
posicao de destaque no Brasil na producao de biodiesel, como a soja ¢ o dendé. A
macauba, sendo uma palmeira rastica, necessita de pouca dgua. Com relacdo a mao-de-
obra, a macauba evitara o inchaco das cidades das regides produtoras de cana-de-agucar,
outra matéria prima de combustivel. Esses locais costumam receber um numero elevado
de trabalhadores na época da colheita. Como a macauba exige trabalho manual para ser
colhida, a cultura contribuiria para garantir a fixa¢ao das familias a terra
(FERNANDES, 2006). A utilizacdo de seu 6leo para a producao de biodiesel elevaria a
demanda por essa planta, e ajudaria a promover o desenvolvimento sdcio-econdmico de
algumas regides problematicas do estado de Sao Paulo, como o Vale do Ribeira e o
Pontal do Paranapanema, onde o cultivo e a exploracdo da macatba poderiam ser
incentivados (BATISTA, 2006).

2.1.4 Programa Biodiesel
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A capacidade de empregar dleos vegetais como 6leo combustivel em
substitui¢do ao 6leo diesel, despertou o interesse do governo brasileiro que criou,
através do Ministério de Ciéncia e Tecnologia — MCT, o Programa Brasileiro de
Biodiesel - PROBIODIESEL, regulamentado em 30 de outubro de 2002 pela Portaria
MCT n° 702. Este programa visa o desenvolvimento integrado, em rede, das tecnologias
de producdo, industrializagdo e uso do biodiesel e de misturas com diesel, a partir de
Oleos vegetais puros e residuais, produzidos regionalmente (CARNEIRO, 2003).

O biodiesel, combustivel derivado de fontes renovaveis e biodegradavel, pode
ser obtido de varias formas tais como craqueamento, esterificagdo ou transesterificacao
que € o processo mais utilizado atualmente. Consiste na produgdo do biodiesel por meio
da reag@o quimica de 6leos vegetais ou 6leo animal com um alcool (metanol ou etanol),
sempre na presenca de uma substincia quimica chamada catalisador, que ¢ fundamental
para promover a transformagao quimica, da qual também se extrai a glicerina, produto
com aplicagdes diversas na industria quimica. Além da glicerina, a cadeia produtiva do
biodiesel gera uma série de outros sub-produtos, como torta e farelo, que podem agregar
valor e se constituir em outras fontes de renda importantes para os produtores. Este
processo utiliza como matéria-prima, principalmente, 6leos de varias espécies de plantas
oleaginosas, tais como os extraidos da soja, da mamona, do girassol, do amendoim e de
outras sementes, assim como aquele extraido de frutos e sementes de algumas
palmeiras, tais como coqueiro, dendezeiro, babagu e macatba. O biodiesel substitui
total ou parcialmente o 6leo diesel de petroleo em motores ciclodiesel automotivos ou
estacionarios. Pode ser usado puro ou misturado ao diesel em diversas proporgdes. A
mistura de 2% de biodiesel ao diesel de petroleo é chamada de B2 e assim
sucessivamente, até o biodiesel puro, denominado B100 (BIODIESEL, 2006).

Um programa de geragdo de emprego e renda a partir da produgao de biodiesel
pode ser sustentado pelo grande mercado energético brasileiro. O Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Ministério do Desenvolvimento Agrario,
Ministério da Integragdo Nacional, juntamente com o Ministério das Cidades
desenvolveram estudos que mostram que a cada 1% de substituicdo de 6leo diesel por
biodiesel produzido com a participac¢do da agricultura familiar podem ser gerados cerca
de quarenta e cinco mil empregos no campo, com uma renda média anual de
aproximadamente R$ 4.900,00 por emprego. Admitindo-se que para um emprego no
campo sdo gerados trés empregos na cidade, seriam criados, entdo, cento e oitenta mil
empregos. Dados como estes evidenciam claramente a importancia de priorizar a
agricultura familiar na producdo de biodiesel. A agricultura familiar associada a
producdo de plantas oleaginosas torna o biodiesel uma ferramenta relevante para
auxiliar a erradicagdo da miséria no pais. Mais de dois milhdes de familias, que vivem
na regido semi-arida no nordeste brasileiro, sofrendo com as péssimas condig¢des sdcio-
econdmicas podem ser beneficiadas através de projetos para inclusdo social € o
desenvolvimento regional, especialmente via geracdo de emprego e renda. Estes devem
ser os principios orientadores basicos das acdes direcionadas ao biodiesel, o que implica
dizer que sua produgdo e consumo devem ser promovidos de forma descentralizada e
nao-excludente em termos de rotas tecnologicas e matérias-primas utilizadas
(BIODIESELBR, 2006).

2.1.5 Programa de agricultura familiar
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No Estado do Pard, a Secretaria de Agricultura Familiar do Ministério do
Desenvolvimento Agrario esta apoiando a inclusdo de mais de 100 produtores rurais
para a producgdo de dendé, em parceria com a Companhia Refinadora da Amazonia com
a finalidade de producdo de biodiesel. Estes agricultores familiares irdo plantar dendé
em uma area de seiscentos hectares no municipio de Moju. Além da melhora na
qualidade de vida, havera um aumento significativo na renda dos mesmos. Estima-se
que em um ano a renda total desses cem agricultores sera de quase R$ 2 milhdes (MDA,
2006).

No Estado do Rio Grande do Sul, a Petrobras est4 investindo em parceiras com
cooperativas de pequenos agricultores, para implantacao de duas usinas de biodiesel.
Esta parceria envolvera mais de oitenta mil produtores de cento e quarenta municipios,
que poderdo fornecer matéria-prima para as usinas, gerando aumento da renda familiar
promovendo a inclusdo social (PRESTES, 2006).

A utilizacdo de biodiesel como combustivel tem apresentado um potencial
promissor no mundo inteiro. Varios paises vém investindo na produgao e na
viabiliza¢do comercial do biodiesel através de unidades de producdo com diferentes
capacidades, distribuidas particularmente na Europa (Franga, Austria, Alemanha,
Bélgica, Reino Unido, Itdlia, Holanda, Finlandia e Suécia), na América do Norte
(Estados Unidos) e na Asia (Japao), (COSTA NETO et al., 2000).

Conforme MEIRELLES (2005) e CARNEIRO (2006), o biodiesel ¢ um
combustivel renovavel e, portanto uma alternativa aos combustiveis tradicionais obtidos
do petroleo, e sua utilizacdo traz uma série de vantagens ambientais, economicas e
sociais:

# ambientais: reducdo de gases poluentes;

# econOmicas: o pais poderia enquadrar o biodiesel nos acordos estabelecidos no

protocolo de Kyoto e nas diretrizes dos Mecanismos de Desenvolvimento Limpo
(MDL);

# sociais: geracao de postos de trabalho, especialmente no setor primario; baixo
risco de explosdo; aumento da oferta de espécies oleaginosas, que sao um
importante insumo para a industria de alimentos e racao animal.

Dada a distribuicao generalizada da macatba no Brasil e ao seu potencial para
produgdo de biodiesel, alguns estudos se fazem necessarios. Antes de tudo, ¢ de
fundamental importancia o conhecimento e a exploracdo da variabilidade genética
presente na macatba, em vista da escassez de estudos sobre a espécie. Em levantamento
bibliografico realizado em outubro de 2006, nas bases de dados Web of Science foram
resgatados apenas doze artigos cientificos realizados com a espécie, ¢ a maior parte
deles relatando a ocorréncia de alguns insetos, sendo os demais referentes a sua extensa

distribuicdo geografica.

2.2 Estrutura Genética de Populagdes de Plantas
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Uma populagdo, do ponto de vista genético, ¢ definida como um conjunto de
individuos de uma mesma espécie, que compartilham o mesmo pool génico, isto &,
individuos que compartilham seus genes através de reproducdo (FALCONER &
MACKAY, 1989). Os parametros descritivos para avaliar a estrutura genética de uma
populagdo sdo as freqiiéncias alélicas e genotipicas, que se referem, respectivamente, a
quantidade observada de um determinado alelo frente ao total de alelos da populacdo e a
quantidade observada de individuos com um determinado gendtipo frente ao total de
individuos da populagdo. As heterozigosidades esperada (He) e observada (H,) ¢ a
diversidade genética sdo as medidas da variabilidade genética da populagdo, que
permitem identificar os alelos que permitem identificar o numero de individuos
heterozigotos, bem como a quantidade de individuos homozigotos diferentes (WEIR,
1996).

Para quantificar a variabilidade genética em populacdes de plantas, os
parametros genéticos mais utilizados sdao o numero de alelos por loco, a
heterozigosidade esperada e a observada (PINTO, 2001). A alteracdo genética de uma
populacdo pode ser avaliada pela mudanca nas suas freqiiéncias génicas, o que torna a
estimativa da freqliéncia de heterozigotos fundamental nos estudos evolutivos (NEI,
1978). Um determinado alelo, em um grupo de individuos diploides, tem como
freqliéncia duas vezes o numero de individuos homozigéticos para o alelo, mais o
nimero de individuos no grupo. Em amostras grandes ¢ maior a chance de se detectar
alelos raros, pois o nimero de alelos observados por loco aumenta em func¢do do
tamanho da amostra. Conforme WEIR (1996), conhecer a freqiiéncia dos heterozigotos
¢ importante na medida em que cada heterozigoto carrega alelos distintos,
demonstrando a existéncia de variagcdo genética na populagao.

Forgas evolutivas tais como: mutagdo, migracgao, sele¢do e deriva genética atuam
dentro do contexto de cada espécie influenciando a estrutura genética da populacao, ou
seja, interferindo na distribui¢do heterogénea (ndo aleatéria) dos alelos e gendtipos no
espago ¢ tempo (HAMRICK, 1982). A migra¢do ou fluxo génico atua promovendo
homogeneidade genética, enquanto que mutacdo, deriva genética e selecdo atuam
favorecendo adaptagdes as condigdes ambientais locais que podem levar a diferenciagao
genética de populagdes (p.ex. FUTUYMA, 1998).

O sistema pelo qual a espécie se reproduz influencia diretamente em suas
freqliéncias alélica e genotipica. Uma populacdo de tamanho infinito, que pratica

cruzamentos ao acaso, esta em equilibrio de Hardy-Weinberg quando suas freqiiéncias
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alélicas e genotipicas ndo se alteram nas sucessivas geragoes, ¢ ha total auséncia de
migracdo, mutacdo, selecdo e deriva genética. Através deste principio ¢ possivel o
calculo da freqiiéncia dos genotipos, a partir das freqliéncias dos alelos (p. ex.
FUTUYMA, 1993).

A principal ferramenta que alavancou o estudo da genética de populagdes,
possibilitando a caracterizagdo da estrutura genética entre e dentro de populagdes ¢ o

uso de marcadores moleculares.

2.3 Marcadores Moleculares

Segundo MATIOLI & PASSOS-BUENO (2001), a variabilidade genética ¢ um
instrumento de investigagdo muito importante para os pesquisadores em seus estudos
quando desejam verificar afinidades e limites entre as espécies, detectar modos de
reproducao e estrutura familiar, estimar niveis de migragdo e dispersao nas populagdes e
até mesmo para ajudar na identificagdo de restos de espécies ameagadas de extingdo. Os
dados basicos para esses estudos, denominados marcadores moleculares, sdo locos
génicos que apresentam alguma variabilidade.

Por meio do uso de marcadores moleculares, técnicas avancadas tém sido
empregadas em pesquisas, permitindo que os pesquisadores alcancem maior eficiéncia
em estudos de diversidade genética. As tecnologias de analise molecular da
variabilidade do DNA permitem determinar pontos de referéncia nos cromossomos,
tecnicamente denominados “marcadores moleculares”. Sendo assim, marcador
molecular ¢ todo e qualquer fen6tipo molecular proveniente de um gene expresso, como
no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondendo a
regides expressas ou nao do genoma). A revolugdo neste plano se iniciou com o
descobrimento e utilizagdo de marcadores isoenzimaticos a partir do ano de 1959,
ampliando vastamente o niimero de marcadores genéticos e possibilitando a aplica¢do
da técnica praticamente todas as espécies de plantas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Marcadores moleculares podem ser utilizados habitualmente em programas de
melhoramento genético, tanto para caracteres quantitativos como qualitativos, seja em
investigacdo bésica ou aplicada. Diversos empregos de marcadores em melhoramento
de plantas podem ser distribuidos em aplicagdes cujos resultados apresentam

expectativas de curto, médio e longo prazo. No melhoramento cléssico as aplicagdes em
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curto prazo incluem, basicamente, a identificacdo e a discriminacao de genotipos. Nas
aplicagdes analiticas de médio e longo prazo, os marcadores permitem quantificar a
variabilidade genética existente ao nivel de seqiiéncia de DNA e correlaciona-la com a
expressdo fenotipica em procedimentos de mapeamento genético. Nas aplicagdes
sintéticas, a informacao gerada na fase analitica, ¢ integrada as metodologias de selecao
e recombinagdo de genotipos, como uma ferramenta adicional para promover o avango
genético. Os marcadores moleculares tornaram-se ferramentas fundamentais na
construcdo de mapas genéticos, permitindo a clonagem de genes que podem ser
utilizados também no melhoramento via transgénica. Além de sua importancia no
melhoramento, os marcadores também sdao importantes nos estudos genéticos das
plantas, detectando variagdes no genoma, aumentando o poder da anélise genética. Uma
grande variedade de marcadores moleculares estd disponivel para as diferentes espécies
de vegetais (BOREM & CAIXETA, 2006).

Os marcadores isoenzimaticos foram desenvolvidos pelos pesquisadores
MARKET & MOLLER em 1959. Sao formas distintas de uma enzima, ndo precisam
estar num mesmo individuo, com fungdo catalitica idéntica ou similar que diferem entre
si na seqiiéncia de aminoacidos. O principio basico da técnica consiste na utilizagdo de
eletroforese em gel e na visualizagdo da atividade enzimatica por métodos
histoquimicos. Trata-se de uma técnica de facil manipulacdo, ainda muito utilizada,
custo relativamente baixo, permite analisar varios sistemas isoenzimaticos e grande
numero de individuos e permite visualizar marcadores co-dominantes. Tem como
propriedade mais expressiva a base genética simples envolvida na expressdo destas
enzimas (SOLTIS & SOLTIS, 1989), entretanto apresenta como limitacdes uma
cobertura reduzida dos genomas investigados, devido ao pequeno nimero de locos que
podem ser detectados, ¢ o baixo nivel de polimorfismo identificado por loco
(ALFENAS, 1998; BOREM & CAIXETA, 2006).

A partir da década de 70, com a descoberta das enzimas de restricdo na década
anterior, surgiu o primeiro marcador molecular que possibilitou detectar diferengas
entre individuos através de cortes no DNA estudado, o RFLP — Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (polimorfismo no tamanho de fragmentos de restricao). Com esta
técnica, o DNA gendmico de um individuo pode ser isolado e digerido com enzimas de
restricdo, os fragmentos obtidos sdo separados em um gel num processo denominado
eletroforese, gerando fragmentos de tamanho e numero varidveis que evidenciam o

polimorfismo genético. Os fragmentos sdo transferidos para uma membrana de nailon
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ou nitrocelulose — técnica denominada Southern blot. A préxima etapa consiste na
hibridizacdo do DNA das amostras ja imobilizado em membranas com uma sonda
radioativa de DNA complementar ao fragmento de interesse. A ultima etapa ¢ a auto-
radiografia, ou seja, exposicdo da membrana hibridizada com a sonda radioativa a um
filme de Raios-X, revelando a presenca de bandas, que sdo os marcadores RFLP
(HELENTJARIS et al., 1986). Uma das principais vantagens desse marcador ¢ a sua
expressao co-dominante, que permite distinguir individuos homozigoéticos de individuos
heterozigéticos, outra vantagem que merece destaque ¢ a possibilidade de utilizagdo de
sondas heter6logas, permitindo o mapeamento comparativo entre as espécies. As
principais desvantagens sdo o trabalho que envolve a execugdo de varias etapas, o alto
custo e o uso de radioatividade (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Na década de 80, foi desenvolvido pelo pesquisador Kary Mullis uma tecnologia
simples e eficiente que ¢ a reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Polymerase Chain
Reaction). Através deste processo ¢ possivel multiplicar in vitro e em escala
exponencial copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA
polimerase. A reagdo de PCR se baseia na reassociag@o e extensdo enzimatica de um par
de primers que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, os primers sdo sintetizados
artificialmente e sdo complementares as regides que flanqueiam a regido alvo. Cada
ciclo de PCR envolve trés etapas, desnaturacdo através da elevagdo da temperatura de
92°C para 95°C, reassociagdo, em que a temperatura ¢ rapidamente reduzida para 35°C
a 60°C, e extensdo que ocorre quando a temperatura ¢ elevada para 72°C. Este ciclo ¢
repetido por varias vezes e, ao final da reagdo, ha uma grande quantidade de DNA de
uma seqiiéncia especifica de interesse. Os produtos da PCR podem ser visualizados num
gel de agarose. Esta visualizagcdo ¢ possivel com auxilio do brometo de etideo, que
quando presente no gel se intercala entre as bases nitrogenadas no DNA e o torna
visivel com absor¢ao de um comprimento de onda menor e emissao de um comprimento
de onda maior de luz ultravioleta (MULLIS & FALOONA, 1987). O desenvolvimento
desta técnica levou Kary Mullis a ganhar o prémio Nobel de quimica em 1993, devido
ao impacto causado pela PCR e dos métodos dela derivados (NOBELPRIZE, 2006). A
técnica de PCR promoveu também o surgimento de novos marcadores moleculares tais
como os marcadores RAPD, STS, SCARS, AFLP, SNPs e Microssatélites. Estes sdo os
mais importantes e serdo discutidos a seguir.

O RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (DNA polimorfico

amplificado arbitrariamente) — € basicamente uma variagdo do protocolo de PCR, difere
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em duas caracteristicas, utiliza um primer inico € menor ao invés de um par de primers
e este tem seqiiéncia alvo desconhecida. Esta técnica permite a detec¢do de fragmentos
aleatorios de DNA. Em relacdo aos RFLPs, os RAPDs s3o mais baratos, requerem
pouco tempo e ndo necessitam de radioisotopos, entretanto sdo marcadores dominantes.
Outra desvantagem deste marcador € que trata-se de uma técnica muito sensivel que nao
oferece reprodutibilidade entre laboratérios (WILLIAMS, 1990).

PARAMN & MICHELMORE (1993) foram os primeiros pesquisadores a
utilizar os marcadores STS — Sequence Tagged Sites (sitios marcados por seqiiéncias),
em plantas, eles também definiram estes marcadores como DNAs de seqiiéncias curtas e
de copia unica, que podem ser identificados mediante amplificagdo via PCR e, ou
hibridizagio. BOREM & CAIXETA (2006) citam os STS como uma conversio de
RFLP em marcadores baseados em PCR, que oferecem grande vantagem em relacdo aos
marcadores RAPD por apresentarem co-domindncia, ou seja, podem distinguir
homozigoto de heterozigoto e¢ sdo também mais reproduziveis que os RAPDs.
Entretanto, as STS requerem algum conhecimento prévio da seqiiéncia do DNA-alvo.

Os marcadores SCAR — Sequence Characterized Amplified Regions (regides
amplificadas caracterizadas por seqiiéncias), a exemplo de STS sdo outra categoria de
marcador molecular desenvolvida por conversao de um determinado marcador em
outro. Conforme PARAMN & MICHELMORE (1993), os SCARs podem conter
seqiiéncias de DNA repetitivo e sdo usados como pontos de referéncia fisica no genoma
e como marcadores genéticos. Os pesquisadores propuseram originalmente que SCAR ¢
a conversao de marcadores RAPD, que sdo obtidos com primers de seqiiéncia arbitraria,
para marcadores de seqiiéncia especifica. XU et al. (2004) também converteram os
marcadores AFLP em marcadores do tipo SCAR. Para desenvolver marcadores SCAR ¢
necessaria a identificacdo de um primer que confere polimorfismo a dois bulks de DNA
com fendtipos contrastantes, em seguida o isolamento ¢ a clonagem do fragmento
amplificado em um vetor, sequenciamento do fragmento isolado, desenho dos pares de
primers especificos de 16 a 24 nucleotideos complementares as extremidades do
fragmento seqiienciado, ¢ por fim validar estes primers em reagdes de PCR, para
verificar se eles amplificam DNAs genomicos da espécie para qual eles foram
desenhados (BOREM & CAIXETA, 2006).

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphisms (polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificados), sdo marcadores moleculares desenvolvidos

por ZABEAU (1993) citado por VANTOAL et al. (1996), cuja técnica combina a

21



digestdo de fragmentos de DNA com enzimas de restricdo de corte raro € enzimas de
corte freqiliente e a amplificagdo desses fragmentos por PCR. Assim sendo, o DNA de
um individuo ¢ clivado com duas enzimas de restri¢do, sdo ligados as extremidades dos
fragmentos digeridos adaptadores especificos de DNA fita dupla, que servem de sitios
de reassociacdo dos primers para posterior reagdo de PCR, os produtos dessa
amplificacdo sdo separados em gel de poliacrilamida desnaturante e o polimorfismo ¢
identificado pela presenca ou auséncia de bandas (VOS et al., 1995). Assim como os
marcadores RAPD, estes marcadores apresentam domindncia e sdo mais caros que
RAPD. Apresenta como vantagens a visualizagdo em um unico gel de um grande
numero de fragmentos gerados, proporcionando uma amostragem ampla e simultanea
de um genoma, grande poder de detec¢do de variabilidade genética, apresenta maior
robustez quando comparado com RAPD.

Alteragdes de uma tinica base no genoma, ocorrendo a cada 600 pares de bases
aproximadamente, ao se comparar segmentos correspondentes de um genoma, sao
denominados SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms (polimorfismo de um unico
nucleotideo), quando correspondem a posigdes onde existe uma alternincia dos
nucleotideos A, C, G, T em uma freqii€éncia alélica minima de 1% em uma dada
populagao (BROOKES, 1999). Os SNPs sao, portanto, marcadores genéticos baseados
na detec¢do de polimorfismos resultantes destas alteracdes, que devido a freqiiéncia em
que ocorrem tornam estes marcadores importantes ferramentas para obten¢do de mapas
de alta resolugdo. A detec¢ao de SNPs emprega algumas metodologias; inicialmente a
deteccdo consistia em amplificar e seqiienciar fragmentos gendmicos equivalentes, de
regides génicas especificas do DNA de varios individuos, e comparar suas seqiiéncias
em busca de variagdes. A via direta para identificagdo de SNP ¢ o sequenciamento
direto de fragmentos de DNA, amplificados por PCR, com primers desenhados para
este fim. A identificacdo também pode ser feita por andlise eletronica de variagao
pontual (KWOK, 2001).

Microssatélite foi o marcador molecular utilizado como ferramenta neste estudo,
entdo para melhor entendimento da metodologia adotada e das formas de analises, sera

abordado de forma mais detalhada a seguir.

2.3.1 Marcadores microssatélites
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Segundo HAMADA et al. (1982) e TAUTZ & RENZ (1984), os genomas dos
eucariotos estdo densamente povoados por diferentes classes, mais ou menos
complexas, de seqiiéncias repetidas, origem do termo SSR — Simple Sequence Repeats,
ou STR — Short Tandem Repeats, mais tarde chamados de marcadores Microssatélites.
Sao repetigdes de pequenas seqiiéncias de um a seis nucleotideos adjacentes repetidos
em linha, sendo encontrados amplamente distribuidos pelo genoma da maior parte dos
eucariotos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; TOTH et al., 2000, ZANE et al,
2002). Foram descritos em plantas pela primeira vez por CONDIT & HUBBELL
(1991), que detectaram a presenca das repeti¢des (AC), ¢ (AG),. MORGANTE &
OLIVIERI (1993) constataram em 34 espécies vegetais a presenca de microssatélites,
sendo o dinucleotideo AT o elemento repetido mais comum, também constataram que
estes marcadores estdo em menor freqiiéncia que nos vertebrados, mas em maior
freqliéncia que nos invertebrados e fungos. Estudos apontam para o slippage, ou o
deslizamento da polimerase, como o principal mecanismo por trds do surgimento e
amplificacdo destas seqiiéncias repetitivas nos genomas, gerando alta taxa de mutagdo
dos microssatélites, numa freqiiéncia de 10° e 10™ por loco por gameta em cada
geragdo. Acredita-se que durante a replicagdo de uma regido repetitiva, as fitas de DNA
separam-se € unem-se novamente de forma incorreta, o que geraria copias de trechos de
DNA (alelos) com diferentes tamanhos ou niimeros de repeticdes de um determinado
motivo no proximo ciclo de replicacdo, por meio da insercdo ou delecdo de uma
unidade de repeti¢ao. O problema também pode estar associado ao sistema de reparo
pela DNA polimerase ou ainda, ser conseqliéncia do processo de recombinagdo
(SCHLOTTERER & TAUTZ, 1992; FIELD AND WILLS, 1996). Durante o processo
de recombinagdo o crossing-over desigual pode ser responsavel pela alta taxa de
polimorfismo destes marcadores, que por problemas no pareamento dessas seqiiéncias
durante o quiasma, aumenta a taxa de mutacdo das regides microssatélites e sao estas
mutagdes que tornam estes marcadores tdo informativos (STRAND et al., 1993;
SCHLOTTERER et al., 1998). O polimorfismo de um loco microssatélite é resultado do
numero de repeticdes do motivo que o caracteriza. Portanto, os diferentes alelos que um
loco microssatélite pode apresentar distinguem-se uns dos outros pelo numero de
repeti¢des que apresentam. Adotemos como exemplo, um loco em que o dinucleotideo
“CG” ¢ a unidade de repeticdo, o polimorfismo que distinguird os alelos deste loco
dependera da presenga de nimeros variaveis dessa unidade de repeti¢do, entdo um alelo

pode ser definido, por exemplo, pela ocorréncia de 20 unidades de “CG” adjacentes
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repetidos lado a lado, enquanto que outro alelo deste loco pode apresentar apenas 18
repeticdes.

CHAMBERS & MACAVOY (2000) sugerem que sdo necessarios, para iniciar
um processo de origem de um microssatélite, no minimo oito nucleotideos repetidos em
tandem.

Os microssatélites sdo classificados conforme a composicdo das seqiiéncias
repetidas: (a) repeticdes perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrup¢do, por
exemplo: GTGTGTGTGTGTGT; (b) repeti¢des imperfeitas, quando sdo interrompidas
por bases que ndo correspondem ao motivo, por exemplo: GTGTGTGTaGTGTGTT; (c)
repeticdes compostas, quando duas ou mais repeti¢des (classes) de microssatélites estao
dispostas adjacentes, por exemplo: GTGTGTGTGTGTCACACACACACA (BOREM
& CAIXETA, 2006).

Em geral, apesar das seqiiéncias microssatélites variarem de um individuo para
o outro, as seqliéncias de DNA que as flanqueiam s3o bastante conservadas entre
individuos da mesma espécie. Conhecendo as regides ¢ possivel desenhar primers
especificos para essas regides adjacentes as seqiiéncias microssatélites, possibilitando a
amplificacdo via PCR dos fragmentos que contém o DNA repetitivo em diferentes
genotipos. Os produtos da amplificagdo podem ser visualizados em gel de
poliacrilamida desnaturante ou ndo desnaturante, em gel de agarose de alta resolug¢do ou
por meio de primers fluorescentes em seqilienciador automatico, e o polimorfismo entre
as bandas sera decorrente dos tamanhos diferentes de elementos simples repetidos. Cada
segmento de DNA representa um alelo daquele loco especifico (SOUZA, 2001;
ALVES, 2002; BOREM & CAIXETA, 2006). O alto poder discriminatorio deste
marcador ¢ uma caracteristica importante que merece destaque, motivo pelo qual ¢
amplamente utilizado em estudos de genética de populagdes, analises de paternidade e
forense (OLIVEIRA et al., 2006).

Segundo SLATKIN (1995) sdao marcadores ideais para estudos de genética e
evolucdo de populacdes naturais devido ao alto poder discriminatério, a robustez,
confiabilidade, praticidade operacional e por serem marcadores mais informativos
geneticamente. Os microssatélites apresentam caracteristicas altamente desejaveis

(SUGANUMA & CIAMPI, 2005):

# sdo marcadores co-dominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo

heterozigoto podem ser visualizados no gel;
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7 estdo ampla e uniformemente distribuidos pelo genoma dos eucariotos;
sdo altamente multialélicos;

# sao amplificados via PCR, o que facilita sua obtengdo mesmo com poucas

quantidades de DNA;

# uma vez desenvolvidos os primers que amplificam tais regides do genoma, estes

podem ser facilmente compartilhados entre laboratdrios;

# primers marcados com fluorescéncia apresentam a vantagem de possibilitarem
sistema multiplex, o que permite avaliar rapidamente um grande nimero de
individuos para um grande numero de locos em pouco tempo.
O emprego da tecnologia dos microssatélites envolve algumas limitagdes, como
a grande quantidade de trabalho necessario para o desenvolvimento de primers
especificos para os locos de microssatélites de cada espécie. Entretanto, ocorre
conservacdo de sitios microssatélites entre espécies relacionadas, possibilitando
aproveitar primers, denominados heterologos, que foram desenvolvidos para uma
espécie e emprega-los nas demais espécies do género (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

2.3.2 Analise da estrutura genética com marcadores co-dominantes

Através do uso de marcadores co-dominantes a caracterizagdo da estrutura
genética entre populagdes, isto ¢, o grau de diferenciacdo populacional pode ser
abordado de trés modos diferentes, sendo eles: estatisticas F de Wright; andlise da
diversidade génica em populagdes subdivididas; e os coeficientes de co-ancestralidade
de Cockerham. As estatisticas F de Wright possibilitam a caracterizagdo da distribui¢ao
da variabilidade genética entre as populacdes (Fsr), bem como dos niveis médios de
endogamia ao nivel populacional (Fjs) e total (£77), (WRIGHT, 1965). A avaliacdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquia e a obtencdo de estimativas de
endogamia, a partir de uma base ndo enviesada, ¢ obtida através dos coeficientes de co-
ancestralidade de Cokerham (6), (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY, 1992; WEIR,
1996). E através da andlise da divergéncia génica em populagdes subdivididas ¢
possivel a comparacdo dos niveis de heterozigosidade entre e dentro das populagdes,
bem como a obtencdo de uma estimativa de divergéncia, a partir de uma base diferente
daquela que fundamenta as estimativas de Fsre 6 (NEI, 1977).

S3o trés as formas de estimar as estatisticas F:
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De acordo com WRIGHT (1965):
1-Fyp = (1= Fg)(1-Fy)

F,,=indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto das

populagdes (devido ao sistema reprodutivo e subdivisio);

A

F,=indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido
ao sistema reprodutivo);

ﬁST= indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia entre populacdes
(devido a subdivisdo);
Coeficientes de co-ancestralidade de Cockerham (COCKERHAN, 1969):

F de Cockerham = F;r de Wright: ¢ a correlagdo entre alelos dentro de
individuos em todas as populagdes. E o coeficiente de endogamia que se
refere aos individuos em relagdo ao conjunto de populacdes, reunindo a
informagao dos indices de fixag¢do Fgr e Fis.

0 de Cockerham = Fgr de Wright: é a correlagdo dos alelos dentro de
individuos na mesma populagio. E o coeficiente de co-ancestralidade.

f de Cockerham =~ Fjs de Wright: correlacdo dos alelos dentro de individuos

dentro das populagdes.

»  De acordo com NEI (1977):

F}Tzl_l:[m; Flszl—ﬁm FSTZI_I:[el
et ei et
em que:
WX D WX
H === — H =1-=~=—
ot lS el ZS
o=
et Tt l
sendo:

H « = heterozigosidade esperada total;
H . = heterozigosidade observada total;

H .= heterozigosidade esperada média total;

x, = freqiiéncia de heterozigotos do loco 1 na populagao i;
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X, = freqiiéncia do alelo k do loco 1 na populagao i;
s =numero de populagdes;
/= ntimero de locos.

Recentemente, uma estatistica analoga ao 6, de Cockerham tem sido utilizada
em estudos com marcadores microssatélites. Trata-se da estatistica Rsr que comporta em
seu calculo o stepwise model proposto por SLATKIN (1995) em que a mutagdo para um
novo alelo de um determinado marcador microssatélite ocorre em passos, assim alelos
com tamanhos mais proximos sao considerados mais similares do que os alelos com

tamanhos mais distantes. A estatistica Rgr € calculada da seguinte forma:

S—Su
RST = E

sendo:
S, = duas vezes a média da variancia estimada do tamanho do alelo

encontrado dentro de cada populacao;

S = duas vezes a varidncia estimada do tamanho do alelo encontrado em
todas populagdes.

Locos que apresentam freqiiéncias semelhantes em diferentes populagdes
apresentam baixos valores de Rs7, enquanto que aqueles que apresentam freqii€ncias
génicas muito distintas entre populacdes apresentam valores altos.

O uso de marcadores co-dominates possibilita a obtencdo de informacdes que
fornecem subsidios para entender a dinamica evolutiva das espécies auxiliando na
adogdo de estratégias de conservagao e melhoramento genético, manejo de populacdes
naturais, podendo determinar o impacto da influéncia antropica na variabilidade das

espécies (HAMRICK, 1989; SEOANE et al., 2001).

3 MATERIAL E METODOS

3.1Material vegetal
3.1.1 Desenvolvimento de bibliotecas enriquecidas com locos microssatélites
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Um genoétipo de Acrocomia aculeata foi escolhido ao acaso, entre os que foram

coletados, para obtengdo do DNA gendmico total a fim de construir uma biblioteca

enriquecida com locos microssatélites para a espécie Acrocomia aculeata.

3.1.2 Caracterizacdo da estrutura genética populacional da espécie Acrocomia

aculeata

Visando a obten¢ao de informagdes da estrutura genética populacional utilizando

locos microssatélites em macauba, foram utilizados 47 gendtipos de onze localidades do

Estado de Sao Paulo e duas do Estado de Minas Gerais, em fun¢ao da ocorréncia da

espécie nesses locais, representando quatro grandes regides (Figura 12) e totalizando

nove populagdes (Tabela 2). Trata-se de individuos de ocorréncia espontanea nas

localidades em que foram coletados.

Tabela 2 — Regides e localidades de coleta, individuos de macatba escolhidos para este

estudo.

Localidade de coleta

[\

II

I1I

v
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NI = nimero de individuos.

Campinas
Jaguariuna
Amparo
Serra Negra
Lindo6ia
Mococa
Casa Branca
Dourado
Vicentindpolis
Barbosa
SPTurvo
Ibituruna/Gupiara
Ibituruna/Lagoa
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@ Populagéo 1:
Campinas e Jaguariuna;
Populacéo 2:

Populacéo 3:
Mococa;

Populacéo 4:
Casa Branca;
® Populagéo 5:
Dourado;
® Populagao 6:
Barbosa e Vicentindpolis;
@ Populagéo 7:
Sédo Pedro do Turvo;
® Populacéo 8:
Ibituruna (Gupiara);
® Populacéo 9:
Ibituruna (Lagoa).
@ Regides de coleta;

Figura 12 — Localidades de coleta dos genotipos de macauba utilizados neste estudo.
Os materiais vegetais coletados dos diferentes genotipos foram armazenados
separadamente em freezer a —20°C e posteriormente macerados com nitrogénio liquido,

em almofariz, e armazenados para posterior extragdo de DNA.

3.2 Extragéo e Quantificacdo de DNA

Tanto para construg¢do da biblioteca enriquecida com locos microssatélites, como
para a caracterizacdo e estudo da estrutura genética populacional da macaiba, o
procedimento para extracdo de DNA adotado foi o mesmo e estd detalhado a seguir
(Figura 13). O DNA foi extraido a partir de 500 mg de tecido vegetal macerado
utilizando o protocolo CTAB descrito por DOYLE & DOYLE (1990) com
modificac¢des: (1) Em eppendorffs de 1,5 mL identificados para cada amostra foram
adicionados 30 mg do tecido macerado; (2) foram adicionados 800 pL de tampao de
extragdo (pré-aquecido a 65°C), os tubos foram fechados e agitados para ressuspender o
tecido no tampao; (3) foram levados ao banho-maria (65°C) por 60 minutos, agitando-os
manualmente a cada 10 minutos; (5) apos serem retirados do banho-maria e com a

mistura em temperatura ambiente foram adicionados 700 pL de cloroférmio-alcool
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1soamilico (24:1) e os tubos foram agitados por 5 minutos invertendo-os no minimo 20
vezes até fazer uma emulsdo homogénea; (6) os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 12000 rpm; (7) o sobrenadante foi transferido para novos tubos também
marcados; (8) foram adicionados 70% (v/v) do volume (= 500 pl) de isopropanol
gelado, misturado suavemente até formar um precipitado; (9) os tubos foram
centrifugados durante 10 minutos a 12000 rpm; (10) suavemente foi descartado o
maximo de sobrenadante invertendo os tubos sem perder o pellet; o precipitado secou a
temperatura ambiente; (11) foram adicionados 500 pL de etanol 70% (v/v) para lavar o
precipitado, deixando-o imerso por 5 a 10 minutos, invertendo-o suavemente; (12) os
tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 12000 rpm; (13) foi retirado o méximo
do etanol sem perder o pellet; (14) foi adicionado 500 pL de etanol 95% (v/v) para lavar
o precipitado, invertendo-o suavemente; (15) os tubos foram centrifugados durante 5
minutos a 12000 rpm; (16) foi retirado o méximo do etanol e o pellet secou em
temperatura ambiente; (17) cada precipitado foi dissolvido em 100 pL de tampao TE
(10 mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0) acrescido de 1 pL. RNAse (10mg/mL) e

deixado sobre bancada overnight. As amostras foram entdo armazenadas a —20°C.

TRANSFERIR O ADICIONAR
PO PARA O CLOROFORMIO:
TUBO ISOAMILICO |I
FASE AQUOSA
‘ * ‘ * [' — EASE ORGANICA
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MATERIAL MACERAR O MATERIAL CTAB E INCUBAR A 65°C AGITAR
VEGETAL NO ALMOFARIZ
REPETIR A EXTRACAO
POR 2 A3 VEZES
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ISOPROPANOL
DESCARTAR O
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Figura 13 — Esquema representativo das etapas de extracdo de DNA pelo método
CTAB (Fonte: ROMANO & BRASILEIRO, 2005).
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Ap0s eletroforese a quantificagdo das amostras foi estimada pela intensidade de
fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo sob UV em géis de agarose a 0,8% (p/v).
Essa intensidade foi comparada a de padrdes com pesos moleculares e concentragdes

especificos e conhecidos (DNA do fago A1).

3.3 Desenvolvimento e Caracterizacdo de Marcadores Microssatélites
3.3.1 Construcao de biblioteca genébmica enriquecida com microssatélites

Foi testada a transferibilidade de 18 primers desenvolvidos para Euterpe edulis
em macauba, conforme GAIOTTO et al, (2001), antes de iniciarmos o
desenvolvimento da biblioteca gendmica enriquecida com locos microssatélites para
macauba.

A construgdo da biblioteca genomica enriquecida com locos microssatélites foi
feita utilizando o protocolo descrito por BILLOTTE et al. (1999) com modificagdes

(Figura 14), conforme os passos a seguir:

Restricao do DNA

Aproximadamente 6,0 pug de DNA genomico foram digeridos utilizando 5,0 uL
enzima Rsal (10 U/uL ), adicionando-se na reacdo 10,0 uL de tampao de reagdo (50
mM Tris-HCL, pH 7,8; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 25 pg/ml BSA) e dgua milliQ

autoclavada até completar 100 uL. O material foi incubado a 37°C por 18 horas.

Ligagdo dos adaptadores

Os adaptadores Rsa2l (5" - CTC TTG CTT ACG CGT GGA CTA - 3") e Rsa25
(5" - TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A - 3') foram ligados aos
fragmentos digeridos de extremidade abrupta com a enzima T4 DNA ligase (Amershan
Pharmacia Biotech). Foram utilizados 2 puL do adaptador Rsa21 (10 uM) e 2 uL do
adaptador Rsa25 (10 uM), 6,0 uL do DNA gendmico digerido no passo anterior, 10,0
uL do tampao 5X (50 mM Tris-HCIL, pH 7,8; 10 mM MgCl12; 10 mM DTT; 25 pg/ml
BSA), 4,0 uL de T4 DNA ligase e agua milliQ autoclavada para completar 50,0 pL.

Esta reagdo foi incubada a 20°C por 2 horas.
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Pré-Amplificagdo via PCR

Para gerar uma maior quantidade de DNA para a sele¢do, os fragmentos
digeridos foram submetidos a uma PCR utilizando como primer um dos adaptadores, o
Rsa21. Apds a ligacdo os fragmentos foram amplificados utilizando 5 pL do produto da
ligagdo; 2,0 uL do primer Rsa21 (10 uM); 5,0 uL de tampao 10 X (50 mM KCl; 10 mM
de Tris-HCI, pH 8.9); 2,0 uL de MgCl, (50,0 mM); 4uL. de ANTP (2,5 mM), 1,0 uL de
Taq polimerase (5 U) e agua milliQ autoclavada para completar 50,0 puL. Esta reacao foi
submetida a uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, seguida de 20
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Um passo
prolongado de extensdo de 72°C por 8 minutos foi adicionado apés o ultimo ciclo. Os
fragmentos amplificados foram purificados utilizando o Kit Concert (Invitrogen Life

Sciences).

Selegdo dos fragmentos contendo SSR

O processo de enriquecimento foi realizado através da hibridizacdo de
oligonucleotideos conjugados a biotinas, biotlIIII(TTC),p,  biotHIII(CG);y e
biotlIIII(GT);p, complementares a seqiiéncias repetitivas GA, GC e AAG. Os
fragmentos contendo tais repeticdes foram recuperados por estreptavidina ligada a
microesferas magnéticas utilizando o kit Streptavidine-Magnesphere (Promega). Para
realizag¢do das lavagens, as esferas magnetizadas foram atraidas por um ima posicionado
lateralmente ao tubo em um suporte.

A fracdo enriquecida contendo os fragmentos de DNA previamente ligados aos
adaptadores foi incubada a 95°C por 15 minutos para a desnaturacdo da dupla fita. Ao
DNA desnaturado foram adicionados 3 pL de cada oligonucleotideo marcado com as
biotinas. Esta solucdo de hibridizacdo foi incubada a temperatura ambiente sob
constante agitagdo e apds 20 minutos foi adicionada as esferas magnetizadas
previamente lavadas seguindo as recomendacdes do fabricante. A suspensdo contendo
as esferas magnetizadas e o complexo DNA-sonda foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente sob suave agitacao.

Apds a incubacdo, foram realizadas lavagens conforme descrito por
BILLOTTE et al. (1999) e os fragmentos selecionados foram recuperados através de

lavagem com 250 pL de 4gua milliQ autoclavada.
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Amplificagdo dos fragmentos selecionados via PCR

Apo6s a selecdo dos fragmentos enriquecidos, estes foram submetidos a uma
PCR utilizando como primer o adaptador Rsa21. A amplificagdo foi realizada utilizando
20 pL do produto da ligagdo; 4,0 uL do primer Rsa21 (20 uM); 10 pL de tampao 10 X
(50 mM KCI; 10 mM de Tris-HCI pH 8,9); 4,0 uL de MgCl, (2,0 mM); 8 uL de ANTP
(2,5 mM), 5U de Tag polimerase (Invitrogen) e d4gua milliQ autoclavada para completar
100,0 puL. Esta reacao foi submetida a uma etapa inicial de desnaturagdo a 95°C por 1
minuto, seguida de 25 ciclos de 94°C por 40 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2
minutos. Um passo prolongado de extensdo de 72°C por 5 minutos foi adicionado apos

o ultimo ciclo.

Clonagem em vetor pGEM-T e transformacgdo em células supercompetentes

Apo6s a amplificacdo, 3 puL. dos produtos da PCR foram ligados a 1 pL do vetor
pGEM-T (kit Promega), segundo o protocolo fornecido com o vetor plasmidial, e foram
transformados em células XL1-Blue competentes. As células transformadas foram
plaqueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (100 pg/ml), 60 uL IPTG (24
mg/ml) e 60 uL X-Gal (20 mg/ml). As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 18

horas em estufa para o crescimento de colonias.

Manutencdo dos clones

Para garantir que cada constru¢ao (vetor + fragmento) fosse mantida em
condigdes apropriadas para analise posterior, foram utilizadas placas ELISA com fundo
em U, com 80 pL de meio LB contendo ampicilina (100pg/ml) por poco. As coldnias
brancas foram repicadas com a ajuda de palitos estéreis. As placas foram incubadas a
37 °C overnight em estufa para o crescimento de colonias. Apos esse periodo as placas
foram armazenadas em freezer -20°C por 30 minutos e entdo foram armazenadas em

freezer -80°C com glicerol 50% (p/v).

3.3.2 Selecéo e sequenciamento dos clones positivos

Amplificagdo dos insertos clonados
Com o objetivo de identificar os clones contendo microssatélites e verificar a
eficiéncia do procedimento de enriquecimento e clonagem, foi realizada uma reagdo de

amplificacdo dos insertos diretamente das colOnias obtidas na etapa anterior, utilizando
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o primer Rsa21. Colonias individuais foram transferidas com um palito estéril para o
tubo de PCR contendo 30,5 pL de agua milliQ estéril. Esta suspensdo de células foi
utilizada em uma reagdo com volume final de 45,0 pL contendo as seguintes
concentragdes dos reagentes: 5,0 uL. de tampao 10X (50 mM KCI; 10mM de Tris-HCI,
pH 8.,9), 4,0 uL de MgCl, (2,5 mM), 4,0 uL de ANTP (2,5 mM), 2,5 pL de Rsa21 (10
mM), 1,0 uL de Tag DNA polimerase (5 U/uL). Esta reagdo foi submetida a um passo
inicial de desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos (94°C por
30segundos, 52°C por 45segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos) e um passo final
de extensdo a 72°C por 8 minutos. Para controle, 10 pL do volume da reacdo foi

utilizado na eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v).

Inoculagdo e extragdo plasmidial

Com o objetivo de isolar o DNA plasmidial das colonias recombinantes para
posterior sequenciamento foi colocado 1 ml de meio Circle Grow contendo 100 pg/ml
de ampicilina em cada pocinho da microplaca; foram inoculadas colonias individuais
com o auxilio de pipeta multicanal. A placa foi selada com adesivo, foram feitos furos
em cima com uma agulha para aeracdo durante o crescimento, foi incubada a 37°C
(shaker) a 300 rpm durante 22h; o adesivo da placa foi trocado e placa foi centrifugada
por 6 minutos a 3000 rpm, para sedimentar as células; foi descartado o sobrenadante e a
placa foi mantida invertida sobre papel absorvente por 1 minutos; foi adicionado a cada
pocinho 240 pL de solucdo GTE [Glicose 20%, Tris 1 M (pH 7,4), EDTA 0,5 M (pH
8,0)], a placa foi selada com adesivo e houve a ressuspensao das células agitando-as no
vortex por 2 minutos; a placa foi centrifugada por 6 minutos a 4000 rpm e o
sobrenadante foi descartado; foi adicionado a cada pocinho 80 puL de GTE, a placa foi
selada com adesivo para etanol e agitada no vortex por 5 minutos; foi transferido 60 pL
de cada suspensdo de células para placa com fundo em U contendo 5 pL. de RNAse (10
mg/mL); foi adicionado a cada pocinho 60 pL. de NaOH 0,2M — SDS 1% (p/v), a placa
foi selada com adesivo e a solug@o foi misturada 10 vezes por inversdo e incubada 10
minutos a temperatura ambiente; apos esse periodo a placa foi centrifugada brevemente;
foi adicionado a cada pocinho 60 puLL de KOAc 3 M, a placa foi selada com adesivo e a
solucdo foi misturada 10 vezes por inversdo, centrifugada brevemente; o adesivo foi
removido e a placa incubada em estufa a 90°C por exatos 30 minutos; a placa foi
esfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 4 minutos a 4000 rpm; foi fixada

com fita adesiva uma placa filtro no topo de uma placa de fundo em U, foi transferido
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todo o volume para a placa filtro, e centrifugada por 4 minutos a 4000 rpm, a 20°C; foi
removida a placa filtro e adicionado ao filtrado 110 pL de isopropanol; a placa foi
selada com adesivo e a solug@o foi misturada 20 vezes por inversdo e centrifugada por
45 minutos a 4000 rpm a 20°C; o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e foram
adicionados 200 pL de etanol 70% (v/v) gelado; a placa foi centrifugada por 5 minutos
a 4000 rpm a 20°C, e o sobrenadante descartado; a placa foi invertida sobre papel
absorvente, centrifugada invertida até 600 rpm. A placa secou por 60 minutos a

temperatura ambiente e foi ressuspendida em 60 uL. de dgua milliQ (overnight).

Selegdo dos insertos e sequenciamento

Este método garante que somente insertos que contenham microssatélites sejam
amplificados usando primer que se reassocia ao sitio T7 como a seqiiéncia de
microssatélites presente no inserto. A utilizacdo do primer T7 leva a amplificagdo do
sitio inteiro. As reacdes de sequenciamento foram realizadas em um termociclador PTC-
200 (MJ Research, Inc.) em um volume final de 10 pL contendo 2,0 pL de tampao Save
Money (2,5 pL de MgCl, 2 M, 200 pL de Tris-HCI 1 M pH 9,0), 0,5 uL de primer T7
(5 pMol/uL), 0,4 uL de Big Dye e de 3 uL. de DNA (1pg).

Esta reacdo foi submetida a uma etapa inicial de desnaturacdo a 96°C por 2
minutos, seguida de 25 ciclos (96°C por 45 segundos, 50°C por 30segundos, 60°C 4
minutos) e um passo final a 4°C até retirar a reagdo da maquina. Para eliminar possiveis
interferentes ou excessos de reagentes da reagdo de sequenciamento e deixar as
amostras prontas para a eletroforese, foi realizada a purificagdo das amostras. Foram
adicionados nas amostras 80 pL de isopropanol 65% (v/v) e foi agitado suavemente;
ficou na bancada por 15 minutos e foi centrifugado a 3000 rpm por 45 minutos; o
sobrenadante foi descartado e a placa foi mantida invertida por 1 minuto em papel
absorvente para secar. Foram adicionados 200 pL de etanol 60% (v/v) e centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos; o sobrenadante foi descartado e a placa foi mantida invertida
por 1 minuto em papel absorvente para secar. A lavagem foi repetida. Foi dado um spin
com placa invertida. A placa ficou no fluxo laminar por 1 hora para secar.

Depois de feita a extragdo e purificagao, a seqiiéncia de cada clone selecionado
foi determinada através da andlise em um seqiienciador automatico modelo 3100

(Applied Biosystem).

Andlises das seqiiéncias
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Os cromatogramas produzidos pelo seqiienciador foram analisados através do
programa Chromas 2.21 (Technelysium Pty Ltd). As seqiiéncias foram obtidas através
do 3730/3730xI Data Collection Software v3.0 (Applied Biosystems), foram processadas
com o auxilio do conjunto de softwares Phred, Consed ¢ Cross_Match (Laboratory of
Phil  Green, Genome Sciences Department, University of Washington —

http://www.phrap.org/index.html). Por meio de ferramentas disponiveis nestes

programas foram retiradas das seqiiéncias as regides correspondentes ao vetor e ao
adaptador, restando apenas a seqiiéncia do inserto. Trechos de mé qualidade e
seqiiéncias cujas bases nao puderam ser identificadas com seguranca (parametro Phred
> 20), também foram excluidos. Com isso, arquivos do tipo “FASTA” foram obtidos,
contendo apenas seqiiéncias de interesse e com boa qualidade. Estas seqiiéncias
“FASTA” foram entdo processadas pelo software CAP3 Sequence Assembly Program
(HUANG & MADAN, 1999), para identificar “contigs” e “singlets”. Para constru¢ao
dos “contigs” foi necessaria uma sobreposi¢do de no minimo 20 pares de base entre
duas seqiiéncias, assim os “contigs” e “singlets” puderam ser analisados pelo programa

TROLL (CASTELO & GAO, 2002).
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Figura 14 — Esquema representativo das etapas da construgdo da biblioteca enriquecida
com microssatélites.

Foram adotados parametros para identificagdo das regides de interesse, tais
como: microssatélites mononucleotideos deveriam ter no minimo dez repeticdes do
motivo, dinucleotideos deveriam ter no minimo cinco repeticdes do motivo,
microssatélites constituidos por trinucleotideos deveriam ter no minimo quatro
repeticdes do motivo, microssatélites constituidos por tetranucleotideos deveriam ter no
minimo trés repeticdes do motivo e pentanucleotidoes deveriam ter no minimo duas
repeticdes do motivo. Em virtude destes parametros, algumas seqiiéncias foram
excluidas da analise, restando apenas seqliéncias que continham microssatélites com
caracteristicas desejaveis. A partir dai, os pares de primers complementares as
seqiiéncias que flanqueiam as ilhas de repeti¢do microssatélites, foram desenhados

utilizando o programa TROLL (http://www.bioinformatica.ucb.br/troll.html). Foram
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utilizados os critérios estabelecidos pelo programa, como: conteido minimo de 50% e
maximo de 60% do motivo microssatélite; diferenca de temperatura de reassociagcdo dos
primers variando entre 55 a 70°C e diferenca de temperatura de reassociagdo entre os
pares de primers variando no maximo de 3°C (CASTELO & GAO, 2002). Para evitar o
desenho de pares de primers redundantes todas as seqiiéncias obtidas foram alinhadas
entre si. O alinhamento foi realizado com auxilio do programa de alinhamento multiplo
Clustal X (THOMPSON et al., 1997). Visando facilitar a detec¢do de polimorfismo, os
primers foram desenhados, sempre que possivel, de forma que o produto de
amplificacdo tenha no minimo 100 e no maximo 250 pb.

As seqiiéncias dos locos polimorficos foram anotadas e submetidas ao

GeneBank, com o auxilio da ferramenta Banklt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Bankt]).

Amplificacdes iniciais, visualizacdo dos produtos de PCR e interpretacéo do gel
Para cada par de primers desenhados, foram realizadas séries de amplificagdes

visando alcangar as melhores condi¢des para amplificacdo dos locos. Para as
amplificacdes foi utilizada a enzima 7Taq DNA polimerase (Invitrogen). As
amplificacdes foram padronizadas para cada loco, variando a temperatura de
reassociacdo e as concentragdes de MgCl,, DNA molde, NTP e enzima. Tailed primers
foram adicionados a reagao, conforme metodologia a seguir.

Os primers microssatélites obtidos no desenvolvimento desse estudo foram
sintetizados por Gene Link, Inc. A metodologia de marcagdo de primers com
fluorocromos foi a do primer-tail, descrita por MISSIAGLIA & GRATTAPAGLIA
(2006). Seqiiéncias de primers ndo especificas ao genoma estudado sdo acopladas a
extremidade 5° do primer reverso de cada loco. Além disso, estas mesmas seqiiéncias
sdo sintetizadas com diferentes fluorocromos (FAM e JOE). Na rea¢do de PCR as
seqiiéncias complementares sdo sintetizadas pela 7ag DNA polimerase, juntamente com
o primer que pareou com a fita de DNA. Deste modo, a partir do terceiro ciclo a
seqliéncia marcada com fluorocromo complementar a cadeia sintetizada, pode também
ser sintetizada, marcando com fluorocromo toda a cadeia reverso do loco microssatélite
(Figura 15). Para este estudo, foram utilizadas duas seqiiéncias denominadas OSD12 e
ORY5437, provenientes do cromossomo Y humano e sem complementaridade com o

genoma de Acrocomia aculeata. As seqiiéncias de oligonucleotideos marcadas com
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fluorocromos, bem como os respectivos locos microssatélites a que foram acopladas

estdo na tabela 4, que esta disponivel em resultados.
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Figura 15 — Esquema representativo mostrando o principio da estratégia do “primer-
tail”. A barra amarela representa o primer reverso que flanqueia o microssatélite. A
barra vermelha representa o primer forward que flanqueia o microssatélite. A barra azul
acoplada a barra vermelha representa a seqiiéncia de um primer ndo especifico para o
genoma estudado (“tail”). A barra azul com um asterisco representa o primer nao
especifico marcado com fluorocromo (Fonte: MISSTAGLIA , 2005).

3.3.3 Avaliacéo do polimorfismo dos locos microssatélites

A avaliagdo de polimorfismo foi feita com dois individuos de cada populacao
objetivando-se pelo menos oito locos microssatélites polimorficos para a espécie
estudada. Estes locos selecionados foram utilizados para a genotipagem dos individuos

das nove populagdes de macauba, visando o estudo populacional.

3.3.4 Condicdes de amplificacdo dos locos microssatélites
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Para este trabalho foram testados 36 de pares de primers dos 77 desenvolvidos
para a espécie e foram selecionados oito pares de primers para a genotipagem. Uma
reacdo de PCR foi realizada para seis dos oito locos microssatélites e 47 gendtipos
avaliados, em um volume final de 20 pL contendo cerca de 30 ng do DNA; 2,67 uL do
primer direto (10 uM) e 2,67 puL do primer reverso (10 uM); 0,53 uL do primer
marcado com fluorocromo; 250 uM de cada desoxirribonucleosideo trifosfato (ANTP);
solugdo tampdo de Buffer 1 X (50 mM de KCIl; 10 mM de Tris-HCI, pH 8,9); 1,20 uL
de MgCl, (3 mM) e 1 U de Taqg DNA polimerase. Para seis dos oito locos estudados, o
ciclo total das amplificagdes foi realizado em um termociclador PTC200 (MJ Research,
Inc.) programado para iniciar com 5 minutos a 94°C para uma desnaturagdo inicial,
seguido por 30 ciclos com 1 minuto de desnaturagdo a 94°C, 1 minuto de pareamento a
56°C e 1 minuto de extensdao a 72°C, finalizando com 8 minutos a 72°C para extensao
final.

Os outros dois locos que nao amplificaram satisfatoriamente nas condig¢des
anteriores, foram submetidos a uma rea¢do de PCR que foi realizada em um volume
final de 20 pL contendo cerca de 30 ng do DNA; 1,34 uL do primer direto (10 uM) e
1,34 uL do primer reverso (10 uM); 0,27 uL do primer marcado com fluorocromo; 250
uM de cada desoxirribonucleosideo trifosfato (ANTP); solu¢do tampao de Buffer 1 X
(50 mM de KCI; 10 mM de Tris-HCL, pH 8,9); 1,20 uL. de mM de MgCl, 3 mM)e 1 U
de Tag DNA polimerase. Para estes dois locos dos oito locos estudados, o ciclo total das
amplificacdes foi realizado em um termociclador PTC200 (MJ Research, Inc.)
programado para iniciar com 5 minutos a 94°C para uma desnaturagao inicial, seguido
por 30 ciclos com 1 minuto de desnaturagio a 94°C, 1 minuto de pareamento a 52°C e 1
minuto de extensdo a 72°C, finalizando com 8 minutos a 72°C para extensao final.

Os produtos de amplificagdo foram separados sob condi¢des desnaturantes em
gel 5% de poliacrilamida (v/v), contendo 8 M de uréia e 1 X TBE (0,045 M Tris-borato
e 0,001 M EDTA) em seqiienciador automatico (ABI, modelo 377) por cerca de duas
horas e trinta minutos a 70 Watts de poténcia. De acordo com o funcionamento do
equipamento, os sinais emitidos pela incidéncia do raio laser sobre os diferentes
fluorocromos presentes nos primers foram captados e convertidos em sinais na forma de
eletroferograma. Por meio de programas computacionais especificos, GeneScan®
Analyses software versdo 2.1.1 (ABPEC, Foster City, CA) e Genotyper® software,
versao 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA), os locos foram retidos para a

realizagao de andlises posteriores.
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3.3.5 Metodologia de analise estatistica dos dados

As freqliéncias génicas ou alélicas e genotipicas em cada loco foram obtidas a
partir da leitura dos dados nos géis de poliacrilamida. Estas freqiiéncias foram
submetidas a um teste de aderéncia (teste exato de Fisher) as propor¢des de equilibrio
de Hardy-Weinberg, conforme definido por WEIR (1996), utilizando o programa
TFPGA (MILLER, 1997). O teste exato de Fisher foi feito por meio do método
convencional de Monte Carlo utilizando 10 batches com 1000 permutagdes por batch.

A diversidade genética e as estatisticas F foram estimadas sob modelo aleatdrio
de acordo com WEIR (1996), em que as popula¢des amostradas sdo consideradas como
representativas da espécie e com uma histéria evolutiva comum. As freqiiéncias
alélicas, o nimero de alelos por loco (4), a heterozigosidade observada (Hy) e esperada
(H,) e as estatisticas F' de Wright (Fis, F'sr e Fir), foram estimadas utilizando o programa
GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2006). As populagdes também foram agrupadas em regides,
conforme tabela 2 para célculo das estatisticas /' de Wright (Fis, F'sg, Frr € Fir), sendo

que para esta situacao a estimativa do Fsr foi decomposta em Fsz € Frr.

Em locos microssatélites, o processo mutacional nao esta de acordo com o que
se admite no modelo de alelos infinitos com baixas taxas de mutagao. Por essa razao, foi
utilizada, além da estatistica de Fs7, uma analoga a ela, denominada de Rsy (SLATKIN,
1995), desenvolvida especificamente para dados de microsatélites. Pardmetros como o
Rst e o fluxo génico (Nm) foram estimados com o auxilio do programa RgrCal
(Goodman, 1997). A estruturagdo da variabilidade foi visualizada através de
dendrogramas construidos pela matriz de distdncias genéticas de NEI (1978) e pelo
critério de agrupamento UPGMA, e para isto utilizou-se o programa NTSYS (ROHLF,
1989). A estabilidade dos agrupamentos também foi testada, empregando o

procedimento de reamostragem por 10000 bootstrap, utilizando programa TFPGA

(MILLER, 1997).
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento de Bibliotecas Enriquecidas com Locos Microssatélites

A extragdo do DNA genomico a partir de 200 g do material vegetal de um
genotipo de macauba forneceu uma concentracdo de aproximadamente 300 ng/uL e
foram utilizados 6 ng na reacdo. Na digestdo com a enzima Rsal o DNA gendmico foi
digerido ndo gerando nenhum tamanho preferencial de fragmento e produzindo o perfil
adequado para a construcao da biblioteca. A ligagao dos adaptadores foi importante para
garantir que cada fragmento tivesse uma terminagdo comum e conhecida A pré-
amplificacdo foi realizada com sucesso, confirmando a ligacdo dos adaptadores aos
fragmentos e gerando uma maior quantidade de DNA para a selegdo. Nao houve a
amplificacdo aparente de fragmentos preferenciais, o que poderia ser prejudicial nas
proximas etapas, levando a clonagem e sequenciamento de fragmentos preferenciais,
aumentando o tempo e os custos para a identificagdo de microssatélites nado
redundantes.

A eficécia do enriquecimento foi verificada através dos produtos de PCR obtidos
diretamente de coldnias individuais e foi confirmada com a técnica de sequenciamento.
Cerca de 88,78% dos clones analisados apresentaram presenca de regides
microssatélites, sendo que muitas das seqiiéncias apresentavam mais de uma regido

microssatélite.

4.2 Analise das Sequéncias, Desenvolvimento e Utilizacéo dos Primers

Através de uma interface web o programa TROLL localizou, nos 196 insertos
seqiienciados, 174 que possuiam pelo menos um microssatélite. Nestas 174 seqili€ncias
foram encontradas um total de 303 motivos microssatélites, sendo 135 motivos
dinucleotideos, dois motivos trinucleotideos, seis motivos tetranucleotideos e 160
motivos pentanucleotideos (Figura 16). Foram usados critérios estabelecidos pelo

programa para localizar as regides de elementos repetitivos
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0,67% Mononucleotideo

1,98%

Dinucleotideo

44 55%
Trinucleotideo

19 50% Tetranucleotideo
, (0}

BORCN

Pentanucleotideo
3,30%

Figura 16 — Porcentagem de motivos microssatélites encontrados nos 174 insertos
seqiienciados que apresentaram pelo menos uma regido microssatélite.

Todas as seqiiéncias obtidas foram alinhadas entre si e cerca de 5%
apresentaram redundancia, as que eram complementares e/ou sobrepostas foram
excluidas. Setenta e sete destas seqiiéncias puderam ser utilizadas para o desenho de
primers complementares as regides flanqueadoras dos microssatélites. As seqiiéncias
restantes ndo foram utilizadas, pois a regido flanqueadora era também um microssatélite
ou estava muito proximo de uma das extremidades da seqiiéncia impossibilitando o
desenho dos primers. Dentre as 77 seqiliéncias escolhidas para o desenho de primers

estdo presentes diferentes motivos (Tabela 3).

Tabela 3 — Primers construidos a partir das seqiiéncias microssatélites.

Primers Motivo Classificacéo Pr(%%l;to Té‘ Sequéncia (Primer)
F TCAGCGAATTCAAGAGGACA

1 (AC)y0 PERFEITO 265 59,80
R GTGGACAAGAAAAGGGCAAA
F TTCTCAGTTTCGTGCGTGAG

2 (TC)s PERFEITO 230 60,03

GGGAGGCATGAGGAATACAA
(€, F ATTCTCTTGCTTACGCGTGG

3 COMPOSTO 262 60,02
(CA)s R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
F TGGCATTTTGTTGGTGTGTT

4 (GT), PERFEITO 273 59,23
R TCCCTCGTCATGACAATCTC
5 (CA)1o PERFEITO 193 59,95 f{ ACCGAGCTTGTTGACTTCGT
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AGCAAGATAGGTGGGTGGTG

Tabela 3 — Primers construidos a partir das seqiiéncias microssatélites.

Continua

Primers Motivo Classificacéo Pr(%c:)l;to Ié‘ Sequéncia (Primer)
(AT, F TGGATGCGTAGGGATGTGTA
6 (TG)sA  COMPOSTO/INTERROMPIDO 208 59,98 o
(TG) 1» AGGATGCTGTCTGGCTCAGT
(TATC), F TTATGGGGCTGAACTTGGAC
7 COMPOSTO/INTERROMPIDO 243 56,60
(TG R GGTCACTTGACCCGTAATCC
F CCCCATGGTTTAGCATTCAC
8 (CA) PERFEITO 112 59,59
R CTTTGCTTACGCGTGGAATA
F CTTGCTTACGCGTGGACATA
9 (TG)1o PERFEITO 144 60,03
R TAAGATCTTCGCCCCCTTCT
F TTCCTGACCATCGGAAAGAG
10 (TG)s PERFEITO 265 59,95
R CTGGACTGGAACGGGAGTAG
F CTAGCGGTATGGTGGAGGAG
11 (AC), PERFEITO 214 59,88
R ACGCGTGGACTAACCGTAAC
F CGTCGAATGTAATTGTGTTGG
12 (TG);s PERFEITO 255 59,60
R GAGCCTGGTCACCGAAACT
F CAGACTACCAGGCTTCCAGC
13 (CGAC)s PERFEITO 225 60,06
R TCATCATCGCAGCTTGACTC
F TACCCCTCTGACGAATCCAG
14 (CGCA); PERFEITO 264 59,98
R AGAGCGCGTGGACTAACAAT
F TGTTTAAAGCTTTTGGCGC
15 (AC) PERFEITO 269 59,69
R GGAAAAAGACATTGCCATCC
(AT)s F TTCACCATTCCATGCCATTA
16 AC  COMPOSTO/INTERROMPIDO 238 59,71
(GT)o R GCTTACGCGTGGACTAGCTT
F GCTTACGCGTGGACAATACA
17 (TG)o PERFEITO 226 59,94
R GAACCCGGTCGACAGAACTA
F GTGTGTGTGTGTGTGTGCGT
18 (GT)s PERFEITO 191 60,14
R GAACCCGGTCGACAGAACTA
(AC)3 F TCATACTTGCTTACGCGTGG
19 TG INTERROMPIDO 249 59,80 R
(AC)s GCAAGTTCAAAATTGCACCA
F GCAAAGACCAAGGCCTACAA
20 (AC);s PERFEITO 150 60,09
R ATGTTGCTCATTTTCCTGGG
(TG)s C F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
21 COMPOSTO/INTERROMPIDO 228 59,86
(GTs R GGAAGAAACCGGTTGACAGA
F GTGTGTGTGCGTGTGTGTGT
22 (GT)g PERFEITO 234 60,07
R GTGGCCGTGAATTCGATAGT
F GCGTGGACTAACTCTCGGAT
23 (TG)us PERFEITO 272 59,86
R ATTCTCTTGCTTACGCGTGG
ACCAAGATGAGCATGGGAAG
24 (GT) PERFEITO 171 5981 ©
R AAAAATCCTTTGACAGGCCA
F ATTCTCTTGCTTACGCGTGG
25 (AC)s PERFEITO 262 59,88
R TGCCAAGATGCATCAGAGAT
TCTTGCTTACGCGTGGACTA
26 (TG, PERFEITO 219 5995 ©
R TGAATTCCCCAAAGGCAATA
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27

28

(AC)13
(AG)4

(TG)s

COMPOSTO

PERFEITO

254

150

60,05

60,35

F
R

F
R

ACTTGCAGCCCCATATTCAG

GCAGGAACAGAGGCAAGTTC
AAGTTGCAGCACAACAGTGG
CAAGGGTGCAAACACACAGA

Tabela 3 — Primers construidos a partir das seqiiéncias microssatélites.

Continua

Primers  Motivo Classificacéo Pr(%%t)]to Té Sequiéncia (Primer)
F GACTGCCGCAAAGGTGTTAT
29 (AC)s PERFEITO 226 60,20
R TCAAGTGGTTAGCTTGATCGG
F GAGAAAGAGCAACACGCCTC
30 (TG)s PERFEITO 277 60,00 o
TCTGTCTGATGAGTTGAAGATAAAGAA
(AT)s F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
31 COMPOSTO 237 59,70
(TG)is R AAATACAGCAGAGGCACGGT
F TTTCCCACTAGCTGAAAGCA
32 (TG)o PERFEITO 278 5925
R AAAAGAGCGGTTTGTCTCCA
F TATTTTCGTTTTCCGATGCC
33 (AGG), PERFEITO 134 59,96
R AGTCAACCTGCGAATCTGCT
(TG)ss F TACGCGTGGACTAGCAGATG
34 COMPOSTO 257 59,86
(TA)s R CGCGTGGACTATCAATTTCA
F CTTGCTTACGCGTGGACTAA
35 (TG)xo PERFEITO 280 59,50
R TGTGATTTTCTTACGCGTGC
(GT) A F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
36 COMPOSTO/INTERROMPIDO 275 59,82
(TG)y R AAACAACAACCTTGTTCCGC
(TC)ie F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
37 COMPOSTO 264 59,84
(CA)s R TTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
F TCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACA
38 (AC)n4 PERFEITO 201 59,93 R
CAAACATGCAATACTGGATTTGA
F ACACACACACACACACACACAC
39 (AAG), PERFEITO 250 59,47
R GTGGACTAGCCATCTGCCAT
F TTCAGCAAAATCCATTGCAC
40 (AC)s PERFEITO 147 59,84
R GCTTTGCTTCTAGTCGGTGG
F ATAGCAGCTCAACGATGCCT
41 (TG)o PERFEITO 262 60,01
R GCGTGGACTAGCACATCTCA
(TG C F TACGCGTGGACTAGCTGTG
42 COMPOSTO/INTERROMPIDO 115 60,09
(GTs R CGGCCAATTCAACTCTTGTT
F TGTCTGAGACCTATGGAGGTAGG
43 (TG)1o PERFEITO 273 59,90
R GGAGATGTCCCATATGGTCG
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
44 (CA)y PERFEITO 272 59,84
R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
F ATCGAAGGCCCTCCAATACT
45 (GA)3 PERFEITO 149 60,03
R GAAATAAGGGGACCCTCCAA
F TCTCCCTTTTTGTCAGCAGTC
46 (CA)s PERFEITO 167 59,83
R TCAATCATTTCAGGAATTCATACG
F ACACGCACAGACACACACAC
47  (TGTA); PERFEITO 280 59,42
R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
48 (AT) PERFEITO 110 59,79
R CCATAACATCAGGTTCGCCT
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49

50

51

(TG)a1

(AT)s
(TG),

(TG)ao

PERFEITO

COMPOSTO

PERFEITO

206

105

253

59,94

60,29

60,40

oM

™

CGTGGACTAACAGTGACCGA
CCGCAACTAACCTGCAAAAT
ATTCTCTTGCTTACGCGTGG
ACGCACACACACACACACAC
ATTCTCTTGCTTACGCGTGG
GCCAGAACTAACCTGCGAAA

Tabela 3 — Primers construidos a partir das seqiiéncias microssatélites.

Continua

Primers Motivo Classificacéo Pr(%c:)l;to Ié‘ Sequéncia (Primer)
F CACCATGATCTGTGCCATTC
52 (CT)s PERFEITO 202 60,09
R GCATCTTTTCAGATTGCAACAA
F CGCGTGGACTAACTGTGACT
53 (TG)1 PERFEITO 122 59,47
R AGGTCACTCGACCCGTAATG
F GGAGTCGAAGCTGACGAAAG
54 (TC)as PERFEITO 197 60,04
R GCCTTCTTGCACTGATCCTC
F TCCACCTTTAATGGGAGTGC
55 (TG)17 PERFEITO 229 59,97
R TAAACAGCGCCAGGTCTTCT
F CAGAAGCCGATTTCCTAATTG
56 (TG)a PERFEITO 270 59,24
R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
(TA)s F ATTCGATTTTACGCGTGGAC
57 COMPOSTO 161 59,90
(TG)r7 R GAGTAGATCACTCGACCCGC
F AGAAGAACCGTTCAGCAAGC
58 (TTTC)s PERFEITO 176 59,85
R ATTTCAAAAGGCAGGCAATG
F ATTCTCTTGCTTACGCGTGC
59 (GT)16 PERFEITO 132 59,14
R CATCAGATTTGCCTAAATACACC
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
60 (GT)as PERFEITO 266 59,68
R GGACAAGTAGCGAATACCGC
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
61 (TG)ss PERFEITO 204 59,75
R CACCAGAACTCACCTGCAAA
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
62 (TG)y PERFEITO 183 59,73
R TCATTGAGCAGAGTGTTGGG
F TCTGGACAATAGCGAGGAGC
63 (AC)1; PERFEITO 233 60,07
R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
(TG A F CGCGTGGACTAACAGAGGAT
64 COMPOSTO/INTERROMPIDO 104 60,23
(GTis R GCCATGGCTCTCGTATCTGT
F CGTGGACTAACTGTGACCGA
65 (G, PERFEITO 238 60,03
R GAACAAATGGCGAAATACCG
F TGTGACTGATATGCGTGGGT
66 (TG)1y PERFEITO 135 6005 |
GTAGGTCACTCGACCCGAAA
F GTATGCAGGGTTGCTATGCC
67  (TGCT)s PERFEITO 158 6024 o
GTATGCAGGGTTGCTATGCC
F TGCCACATAGAGTGCTTGCT
68 (TG), PERFEITO 142 59,80
R GCTGGTCCTTGTTTGCTCTC
F TGCCACATAGAGTGCTTGCT
69 (AG)is PERFEITO 165 59,73
R CTACCACATCCCCGTGAGTT
F TACTGTTGTGCCAAGTCCCA
70 (CA)ss PERFEITO 202 60,02
R GAGCACAAGGGGGATATCAA
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CGTGGACTTAATGTGGCTGA

71 (TG)s PERFEITO 206 5990
R ATAGTGGCACGATGGAGGAG
F CTTACGCGTGGCACTAACAA
7 (CA) PERFEITO 211 59,93
R TCAGGTATGGCCAACATTCA
F TCTTGCTTACGCGTGGACTA
73 (GT), PERFEITO 261 59,69
R GCATCCTCCATAATTGGCAT
(TG)s C F TAGCAAAATACCGTAGCGGC
74 COMPOSTO/INTERROMPIDO 249 59,90
(GTy, R TCTCTTGCTTAATGCGTGGA

Continua
Tabela 3 — Primers construidos a partir das seqiiéncias microssatélites.

Primers  Motivo Classificacéo PI’(C;)C;)l;tO :I,-é‘ Sequiéncia (Primer)
F TTGTGGAAGAAACAGGTCCC

75 (CA)1s PERFEITO 265 60,06
R TCGCCTTGAGAAATTATGGC
F GAATGTGCGTGCTCAAAATG

76 (TC)o PERFEITO 191 60,12
R AATGCCAAGTGACCAAGTCC
(AC)ss F TGGTCACTCTTTGGCCCTAC

77 AG  COMPOSTO/INTERROMPIDO 274 60,09
(AT)s R TTACGCGTGGACTAGCTGTG

pb = pares de bases ; Ta °C = temperatura de reassociagdo em °C.

A figura 17 mostra a distribuicdo, nos 77 primers desenhados, dos motivos
microssatélites perfeitos, classificados em dinucleotideos, trinucleotideo e
tetranucleotideos. A figura 18 mostra entre os primers desenhados qual a porcentagem

de motivos microssatélites perfeitos, compostos e compostos interrompidos.

3330, 0:33%

Dinucleotideos
Trinuceotideos

Tetranucleotideo

88,34%
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Figura 17 — Motivos microssatélites perfeitos e as freqiiéncias de motivos

dinucleotideos, trinucleotideos e tetranucleotideos.

9,09%

12,99%

Perfeitos

Compostos

77,92%

Compostos/Interrompido

Figura 18 — Freqiiéncia de motivos microssatélites perfeitos, compostos € compostos

interrompidos.

Os motivos microssatélites mais freqiientes encontrados nos setenta e sete

primers desenhados foram os dinucleotideos TG e AC, outros motivos apareceram em

porcentagem pequena e foram agrupados na categoria “outros” e estido representados na

figura 19.

14,30% TG

24,67% - -~ AC

*  OUTROS

61,03%

Figura 19 - Motivos microssatélites mais freqiientes identificados em Acrocomia
aculeata.
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Para a genotipagem foram escolhidos 36 pares de primers que foram sintetizados
e testados (Tabela 4). Foram identificados pela selecao oito pares de primers que foram
utilizados para caracterizacdo genética e estudo da estrutura genética populacional.
Inicialmente, todos os primers formam submetidos ao programa basico com 56°C para a
reassociacdo do primer. Aqueles que ndo amplificaram satisfatoriamente foram
submetidos a ciclos de amplificagdo com temperaturas de reassociagao mais baixas. Os
primers Aacu 32 e Aacu 35 produziram amplifica¢do satisfatéria a 52°C, conforme
descrito em material e métodos.

Na tabela 5 sdo apresentadas as condicdes de amplificacdo utilizadas para os oito
locos de microssatélites avaliados e suas respectivas amplitudes alélicas. A maior

amplitude alélica observada foi de 430 pares de bases.

Tabela 4 — Relagdo dos 36 pares de primers sintetizados, mais as seqiiéncias de
oligonucleotideos marcadas com fluorocromos.

PRIMER
LOCO MOTIVO Seqiiéncia Forward (F)
Seqiiéncia talil + Seqiiéncia Reverse (R)

CGCGTGGACTAACAGAGGAT

Aacul (TG)1o A (GT)5
ACCAACCTAGGAAACACAGTGCCATGGCTCTCGTATCTGT
TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacu2 (AT)g(TG)z]
ACCAACCTAGGAAACACAGTCCATAACATCAGGTTCGCCT
TTACGCGTGGACTAGCTGTG

Aacu3 (TG)1o C (GT)s CG (GT)s
ACCAACCTAGGAAACACAGTCGGCCAATTCAACTCTTGTT
CGCGTGGACTAACTGTGACT

Aacu4 (TG)n
ACCAACCTAGGAAACACAGTAGGTCACTCGACCCGTAATG
ATTCTCTTGCTTACGCGTGC

Aacu5 (GT)i6
ACCAACCTAGGAAACACAGTCATCAGATTTGCCTAAATACACC
TGTGACTGATATGCGTGGGT

Aacub6 (TG)7
ACCAACCTAGGAAACACAGTGTAGGTCACTCGACCCGAAA
ATCGAAGGCCCTCCAATACT

Aacu7 (GA)13
ACCAACCTAGGAAACACAGTGAAATAAGGGGACCCTCCAA
GCAAAGACCAAGGCCTACAA

Aacu8 (AC);s
ACCAACCTAGGAAACACAGTATGTTGCTCATTTTCCTGGG
ATTCGATTTTACGCGTGGAC

Aacu9 (TA)5 (TG)]7
ACCAACCTAGGAAACACAGTGAGTAGATCACTCGACCCGC
TGCCACATAGAGTGCTTGCT

Aacul0 (AG)16
ACCAACCTAGGAAACACAGTCTACCACATCCCCGTGAGTT
TCTCCCTTTTTGTCAGCAGTC

Aacull (CA)i5
ACCAACCTAGGAAACACAGTTCAATCATTTCAGGAATTCATACG
GAATGTGCGTGCTCAAAATG

Aacul2 (TC)xo

ACCAACCTAGGAAACACAGTAATGCCAAGTGACCAAGTCC
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GGAGTCGAAGCTGACGAAAG

SlE (TC)as
ACCAACCTAGGAAACACAGTGCCTTCTTGCACTGATCCTC
CACCATGATCTGTGCCATTC

Aacul4 (CT)is
ACCAACCTAGGAAACACAGTGCATCTTTTCAGATTGCAACAA
TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacul5 (TG)s
ACCAACCTAGGAAACACAGTCACCAGAACTCACCTGCAAA
TGGATGCGTAGGGATGTGTA

Aacul6 (AT)7 (TG)5 A (TG) 12
ACCAACCTAGGAAACACAGTAGGATGCTGTCTGGCTCAGT

Continua
Tabela 4 — Relagdo dos 36 pares de primers sintetizados, mais as seqiiéncias de
oligonucleotideos marcadas com fluorocromos.

PRIMER

LOCO MOTIVO Seqiiéncia Forward (F)
Seqiiéncia talil + Seqiiéncia Reverse (R)
TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacul7 (TG)y C (GT)s
GACTATGGGCGTGAGTGCATGGAAGAAACCGGTTGACAGA
TCCACCTTTAATGGGAGTGC

Aacul8 (TG4
GACTATGGGCGTGAGTGCATTAAACAGCGCCAGGTCTTCT
TCTGGACAATAGCGAGGAGC

Aacul9 (AC)7
GACTATGGGCGTGAGTGCATTCTTGCTTACGCGTGGACTA
TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacu20 (AT)s (TG);s
GACTATGGGCGTGAGTGCATAAATACAGCAGAGGCACGGT
TTCACCATTCCATGCCATTA

Aacu2l (AT)s AC (GT)19
GACTATGGGCGTGAGTGCATGCTTACGCGTGGACTAGCTT
TTATGGGGCTGAACTTGGAC

Aacu22 (TATC); (TA)4 (TG)ao
GACTATGGGCGTGAGTGCATGGTCACTTGACCCGTAATCC
TCATACTTGCTTACGCGTGG

Aacu23 (AC)i3 TG (AC)s
GACTATGGGCGTGAGTGCATGCAAGTTCAAAATTGCACCA
TAGCAAAATACCGTAGCGGC

Aacu24 (TG)s C (GT),
GACTATGGGCGTGAGTGCATTCTCTTGCTTAATGCGTGGA
ATTCTCTTGCTTACGCGTGG

Aacu25 (TG)o
GACTATGGGCGTGAGTGCATGCCAGAACTAACCTGCGAAA
ACTTGCAGCCCCATATTCAG

Aacu26 (AC)15 (AG) 14
GACTATGGGCGTGAGTGCATGCAGGAACAGAGGCAAGTTC
CGTCGAATGTAATTGTGTTGG

Aacu27 (TG)s
GACTATGGGCGTGAGTGCATGAGCCTGGTCACCGAAACTA
TACGCGTGGACTAGCAGATG

Aacu27 (TG)15(TA)s
GACTATGGGCGTGAGTGCATCGCGTGGACTATCAATTTCA
ATTCTCTTGCTTACGCGTGG

Aacu29 (CT)]] (CA)15
GACTATGGGCGTGAGTGCATTCTTGCTTACGCGTGGACTA
TTGTGGAAGAAACAGGTCCC

Aacu30 (CA)15
GACTATGGGCGTGAGTGCATTCGCCTTGAGAAATTATGGC
TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacu3l (GT)x
GACTATGGGCGTGAGTGCATGGACAAGTAGCGAATACCGC
CAGAAGCCGATTTCCTAATTG

Aacu32 (TG)»
GACTATGGGCGTGAGTGCATTCTTGCTTACGCGTGGACTA
TGGTCACTCTTTGGCCCTAC

Aacu33 (AC);5 AG (AT);s

GACTATGGGCGTGAGTGCATTTACGCGTGGACTAGCTGTG
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TCTTGCTTACGCGTGGACTA

GACTATGGGCGTGAGTGCATCTCTTGCTTACGCGTGGAT

CTTGCTTACGCGTGGACTAA

GACTATGGGCGTGAGTGCATTGTGATTTTCTTACGCGTGC
(TC)16 (CA)s T (AC);s A TCTTGCTTACGCGTGGACTA

Aacu34 (TG)1s

Aacu35s (TG)ZO

Aacu36

(AAG); GACTATGGGCGTGAGTGCATGTGGACTAGCCATCTGCCAT
0SD12
5> ACCAACCTAGGAAACACAGT 3’
(JOE)
ORY5437 5> GACTATGGGCGTGAGTGCAT 3’
(FAM)

Tabela 5 — Seqiiéncias dos pares de primers desenvolvidos para Acrocomia aculeata
que amplificaram locos microssatélites, com suas respectivas amplitudes alélicas,
nimero de alelos, heterozigosidades esperadas e observadas, temperatura de
reassociacao, conteudo do indice de polimorfismo e nimero de acesso no Genbank.

. AMPLITUDE N° DE
LOCO MOTIVO SE%?&ES'?JEDNOOSSP(??;SSE ALELICA A* H, H, Tg PIC  ACESSO
(pb) = GENBANK

F ATCGAAGGCCCTCCAATACT

Aacu07  (GA)s 153177 6 0731 0395 56 0,687 BV703504
R AAATAAGGGGACCCTCCAA
F TGCCACATAGAGTGCTTGCT

Aacul0  (AG)s 168-186 5 0521 0,089 56 0499  BV703505
R CTACCACATCCCCGTGAGTT
F GAATGTGCGTGCTCAAAATG

Aacul2 (IO R 190202 7 0,645 0333 56 0618  BV703506
AATGCCAAGTGACCAAGTCC
F TCCACCTTTAATGGGAGTGC

Aacul8  (TG)., 173193 2 0451 0543 56 0399  BV703507
R TAAACAGCGCCAGGTCTTCT

(AC); F ACTTGCAGCCCCATATTCAG

Aacu26 (o 273-316 8 0,762 0325 56 0,737 BV703508
(AG)s R CAGGAACAGAGGCAAGTTC
F TGTGGAAGAAACAGGTCCC
Aacu30  (CA)is 148-158 4 0515 0,187 56 0466  BV703509
RTCGCCTTGAGAAATTATGGC
F AGAAGCCGATTTCCTAATTG
Aacu32  (TG)xn 229-233 20053 0,054 52 0,042 BV703510
R TCTTGCTTACGCGTGGACTA
F CTTGCTTACGCGTGGACTAA
Aacu3s  (TG)x 380-430 6 0752 0226 52 0713 BV703511
R TGTGATTTTCTTACGCGTGC
Média 50,535 0,269

A*: mimero de alelos; H. e H,: heterozigosidades esperada e observada, respectivamente; Ta (°C):
temperatura de reassociacdo; PIC: contetido do indice de polimorfismo.

As freqiiéncias alélicas de cada loco estdo representadas graficamente na Figura
20. Foram encontrados 40 alelos distribuidos entre os oito locos analisados nas nove

populagdes.

51



Freqiiéncias
alélicas

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,14

Freqiiéncias
alélicas

0,5
0,4
0,3
0,2
0,14

Frequiéncias
alélicas

0

Frequiéncias
alélicas

Aacu07

153 165 166 169 177

Alelos

Aacul2

190 192 194 198 212

Alelos

200 202

Aacu26

276 278 281 285 297 300 314 316

Alelos

Aacu32

0,8
0,6
0,4

0,2
0

Alelos

Freqiiéncias
alélicas

Freqiiéncia
s alélicas

0,8+
0,6
0,4
0,2

04

0
0
0
0

Freqiiéncias
alélicas

Freqiiéncias

alélicas

Aacul0

168 176 182 184 186

Alelos
Aacul8
8
6
4
2
ol
173 193
Alelos
Aacu30
0,8
0,6
0,4
0,2
0
148 150 156 158
Alelos
Aacu35
0,4
0,3
0,2

0
380 388 408 410 418 430

Alelos

Figura 20 — Histograma das freqiiéncias alélicas dos oito locos microssatélites,
estimados para 47 individuos de Acrocomia aculeata. O eixo Y indica a freqiiéncia
alélica e o eixo X indica o numero do alelo, em pares de base.

4.3 Variagao Genética

O niimero médio de alelos por loco foi de 2,581, variando de dois alelos (locos

Aacul8 e Aacu32) ao maximo de oito alelos (loco Aacu26), como se pode observar na

figura 20 e na tabela 6. Na tabela 5 pode-se verificar a maior

€ a menor
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heterozigosidade observada e esperada nos locos. O loco Aacul8 apresentou a maior
heterozigosidade observada (0,543) e o Aacu32 a menor (0,054). A maior
heterozigosidade esperada foi verificada no loco Aacu26 (0,762) e a menor (0,053) no
loco Aacu32. A Figura 21 apresenta a variabilidade alélica existente nos locos Aacu(07 e

Aacu?6.

Tabela 6 — Estimativas de parametros genéticos de diversidade em nove populagdes de
Acrocomia aculeata.

Pop N Na Ap H. H, f ta
1 7 2,125 2,500 0,270 0,202 0,267 0,578
2 5 2,125 2,500 0,365 0,323 0,132 0,766
3 5 228 2,500 0,428 0,343 0,202 0,663
4 5 2250 2250 0,555 0,467 0,243 0,609
5 5 2,250 3,000 0,364 0,225 0,410 0,419
6 6 2,50 3,000 0,445 0,221 0,523 0,313
7 4 2375 2,833 0,458 0,229 0,540 0,460
8 6 1,833 2,250 0,320 0,222 0,279 0,563
9 4 1,875 2,400 0,366 0,177 0,550 0,291
MEDIA 2,180 2,581 0,397 0,268 0,359 0,471

N: nimero de individuos amostrados; ns: numero médio de alelos; Ap: numero total de alelos por loco
polimérfico; H,: heterozigosidade observada; H.: heterozigozidade esperada sob equilibrio de Hardy-
Weinberg; f: indice de fixagao, t,: taxa de cruzamento aparente; popl: Campinas, Jaguaritina; pop2: Serra
Negra, Amparo, Lindbia; pop3; Mococa; pop 4: Casa Branca; pop 5: Dourado; pop 6: Barbosa,
Vicentinopolis; pop 7; Sdo Pedro do Turvo; pop 8: Ibituruna — Gupiara; pop 9: Ibituruna — Lagoa.

O indice de fixagdo intrapopulacional ( f ~F <) estimado em cada
populacdo através das heterozigosidades (H, e H.), estdo apresentados na tabela 6. O
valor médio foi de f = 0,359, com variagdo de 0,132 a 0,550. Pelo processo da analise

de da variancia (Tabela 9) obteve-se f = 0,3490 (IC 95% 0,1586 a 0,5096). Estes

resultados, juntamente com os testes exatos de Fisher, indicam que as populagdes sao

mistas.
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Figura 21 — - Perfil de dois géis de microssatélites. a. Utilizando o primes Aacu07 (seis
alelos); b. primer Aacu26 (oito alelos), ambos em 47 genotipos de macauba.

Através do teste exato de Fisher (Tabela 7) verificou que a maioria das
populagdes ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg, para a maioria dos locos
estudados. A populacdo cinco ndo mostrou significancia ao teste exato de Fisher em
dois dos oito locos, portanto, em oito locos estudados seis deles ndo estdo no equilibrio
de Hardy-Weinberg nesta populacdo, enquanto que na populagdo seis apenas um loco
ndo mostrou significancia ao teste exato de Fisher, portanto, em oito locos estudados
sete deles ndo estdo no equilibrio de Hardy-Weinberg nesta populagdo. E importante
ressaltar que os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, neste caso, ndo tem a ver

apenas com o sistema reprodutivo, mas também com o tamanho amostral (N).

Tabela 7 — Probabilidade do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Loco Popl Pop2 Pop3 Pop 4 Pop 5 Pop 6 Pop7 Pop8 Pop9

Aacu07 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,3333  0,0303 0,4286 1,0000 -
Aacu 10 - - 1,0000 0,4286 0,0476  0,3333  0,1429 1,0000 -

Aacu 12 1,0000 0,4286 - 1,0000  1,0000 1,0000 1,0000 - 0,3333
(-) = Equilibrio de Hardy-Weinberg ndo pode ser calculado devido a populagdo apresentar apenas um
alelo por loco; popl: Campinas, Jaguaritna; pop2: Serra Negra, Amparo, Lindbia; pop3; Mococa; pop 4:

Casa Branca; pop 5: Dourado; pop 6: Barbosa, Vicentindpolis; pop 7; Sdo Pedro do Turvo; pop 8:
Ibituruna — Gupiara; pop 9: Ibituruna — Lagoa.
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Continua
Tabela 7 — Probabilidade do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Loco Popl Pop2 Pop3 Pop 4 Pop 5 Pop 6 Pop7 Pop8 Pop?9

Aacu 18  0,4406 1,0000 0,1270 1,0000  0,4286 1,0000 0,1429 1,0000 1,0000

Aacu26  0,4406 1,0000 0,1111 1,0000  0,0476  1,0000 0,4286 - 0,1429
Aacu30  0,2308 1,0000 1,0000 1,0000 - - - 0,3333  0,1429
Aacu 32 - - - 1,0000 - - - - -

Aacu 35 1,0000 0,1429  0,2000 0,0857 - 0,2000  1,0000 - 1,0000

(-) = Equilibrio de Hardy-Weinberg ndo pode ser calculado devido a populagdo apresentar apenas um
alelo por loco; popl: Campinas, Jaguaritina; pop2: Serra Negra, Amparo, Linddia; pop3; Mococa; pop 4:
Casa Branca; pop 5: Dourado; pop 6: Barbosa, Vicentindpolis; pop 7; Sdo Pedro do Turvo; pop 8:
Ibituruna — Gupiara; pop 9: Ibituruna — Lagoa.

Foram identificados entre os 40 alelos existentes na populagdo nove alelos
exclusivos nas populagdes analisadas, sendo um na populacdo um, um na populagdo
quatro, trés alelos na populacdo cinco, um alelo na populacdo seis e trés alelos
exclusivos na populagdo nove. Considerando que as populagdes ndo compartilham os
mesmos alelos, ndo hd um numero expressivo de alelos que caracterizam determinadas
populagdes. As populacdes que apresentam maior niimero de alelos exclusivos sdo as
populagdes cinco e nove. As respectivas freqiiéncias destes alelos podem ser observadas

na tabela 8.

Tabela 8 — Alelos exclusivos obtidos em 40 alelos de marcadores microssatélites, e
freqii€ncia com que ocorrem em nove populacdes de Acrocomia aculeata.

Loco WW Populacao
Aacu07 177 0,200 Pop 5
Aacul0 168 0,100 Pop 6
Aacul0 184 0,400 Pop 5
Aacul2 202 0,200 Pop 5
Aacul2 212 0,500 Pop 9
Aacu26 316 0,071 Pop 1
Aacu32 229 0,200 Pop 4
Aacu35 408 0,333 Pop 9

55



Continua
Tabela 8 — Alelos exclusivos obtidos em 40 alelos de marcadores microssatélites, e
freqii€ncia com que ocorrem em nove populacdes de Acrocomia aculeata.

Loco Alelo (pb) Frequéncia Populacéo

Aacu35s 380 0,167 Pop 9

pb = pares de bases

4.4 Estrutura Genética

O indice de fixacdo da espécie (13’ ) estimado com base nos oito locos de

microssatélites, 40 alelos e nas nove populagdes apresentou valor 0,3490. Este valor foi
acima do esperado para uma espécie alogama e abaixo do esperado para uma espécie
autdégama, sugerindo que a espécie ¢ provavelmente mista.

O valor de Rgr estimado foi de 0,2084 e o de Fsr igual a 0,2522. Estas
estimativas foram congruentes e significativamente diferentes de zero, como pode se
observar na tabela 9. O pardmetro Nm estimado com base na estimativa de Rgr, resultou
no valor de 0,9406 individuos, indicando uma taxa de migrantes entre as populagdes de
grandeza intermediaria. Este valor pode ser considerado como indicio que as populagdes
encontram-se em um processo de diferenciacdo e com possivel comprometimento de
sua estrutura metapopulacional, porém se faz necessdrio um estudo com um maior

numero de individuos e populacdes para confirmar estas estimativas.

Tabela 9 — Estimativa das estatisticas F de Wright, do Rsr ¢ do numero de migrantes
por geracao (Nm) em nove populagdes naturais de Acrocomia aculeata. Intervalo de
confianga (IC) de 95% de probabilidade.

Fis Fir Fst Rst Nm*

Estimativa 0,3490 0,5132 0,2522 0,2084  0,9406
Limite Superior (IC 95%) 0,5096 0,6720 0,3529
Limite Inferior (IC 95%) 0,1586 0,2881 0,1437

* Nm calculado com base no Rgr
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Agrupando essas populacdes por regido de coleta, conforme tabela 2, foram

estimados os indices de fixacdo F,, Fir e Fsr decomposta em Fsg € Frr com oito locos

de microssatélites (40 alelos) em nove populagdes e quatro regides. Estas estimativas
podem ser observadas na tabela 10. O Fsz foi de 0,2712 e o Fyr foi de 0,1587, sendo
estas medidas relacionadas a variag¢do entre populacdes dentro de regides e apenas entre
regides. A maior variabilidade como pode ser observado estd entre populagdes

indicando que a maior endogamia ocorre entre populagdes dentro de regioes.

Tabela 10 — Estimativa das estatisticas ' de Wright em nove popula¢des naturais,
agrupadas em quatro regioes, de Acrocomia aculeata. Intervalo de confianca (IC) de
95% de probabilidade.

I:IS I:IT FSR FRT
Estimativa 0,3532 0,5286 0,2712 0,1587
Limite Superior (IC 95%) 0,5136 0,6851 0,3805 0,3131
Limite Inferior (IC 95%) 0,1451 0,2983 0,1521 0,0494

As distancias genéticas de NEI (1978) calculadas entre as populagdes variaram de
-0,0482 a 0,9061. O respectivo dendrograma esta apresentado na figura 22. A correlagdo
cofenética do agrupamento UPGMA desta matriz foi elevada (0,99). Esta analise revela
que a distancia entre as populagdes Serra Negra e Casa Branca ¢€ nula, e entre Sao Pedro
do Turvo e as demais foi verificada a maior distdncia que foi de 0,5651. Convém
observar que as populagdes de Ibituruna — Lagoa e Ibituruna — Gupiara também
formaram um grupo distinto. Portanto, esta estruturagdo que foi visualizada através do
dendrograma, evidencia dois grupos distintos formados, sendo um grupo composto
pelas populagdes de Campinas, Serra Negra, Casa Branca, Mococa, Dourado e Barbosa,
e o outro composto pelas populagdes de Ibituruna — Lagoa e Ibituruna — Gupiara, estes

dois grupos sao distintos geneticamente da populagcdo de Sao Pedro do Turvo.
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Tabela 11 — Distancias genéticas de NEI (1978), calculadas entre as populagdes.

Pop 1 Pop 2 Pop 3 Pop 4 Pop 5 Pop 6 Pop 7 Pop 8 W
Popl  0,0000
Pop2 0,0102 0,0000
Pop3 0,1088 0,0819  0,0000
Pop4 -0,0275 -0,0482 0,0042  0,0000
Pop5 02503 0,2376 0,1084 0,1092  0,0000
Pop6 03972 02661 0,2097 0,2553  0,2195  0,0000
Pop7 04869 0,5084 04428 0,5681 0,4883  0,4233  0,0000
Pop8 03171 0,4223 02440 0,1039 0,2335 0,5537 0,6966  0,0000
Pop9 05407 0,4891 0,6311 02723 0,7093 0,7344  0,9061 0,2438  0,0000

Popl: Campinas, Jaguaritina; pop2: Serra Negra, Amparo, Lindodia; pop3; Mococa; pop 4: Casa Branca;
pop 5: Dourado; pop 6: Barbosa, Vicentinépolis; pop 7; Sdo Pedro do Turvo; pop 8: Ibituruna — Gupiara;
pop 9: Ibituruna — Lagoa.
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Figura 22 — Padrdo de divergéncia genética entre nove populagdes de macauba,
definido pelo agrupamento UPGMA, a partir nas das distancias genéticas de Nei (1978).
Correlagdo cofenética igual a 0,99%. (1000 reamostragens bootstrap para porcentagem
de consisténcia dos nos)
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5 DISCUSSAO

Até pouco tempo o uso de marcadores moleculares microssatélites esbarrava na
dificuldade causada pelo alto custo e tempo despendidos no desenvolvimento de
primers para cada espécie. Porém, atualmente, novos protocolos para desenvolvimento
de bibliotecas tém facilitado muito o uso desta técnica, como os protocolos
desenvolvidos por BILLOTTE et al. (1999) e KIJAS et al. (1994).

A transferibilidade de microssatelites entre espécies relacionadas ¢ uma
conseqiiéncia da homologia da seqiiéncia de DNA das regides que flanqueiam os
microssatélites. No inicio deste estudo foram testados primers desenvolvidos para
Euterpe edulis em macatba, porém nao houve homologia. BILLOTTE et al. (2004) na
constru¢do de uma biblioteca enriquecida para Bactris gasipaes, desenvolveram 18
marcadores microssatélites, € ao avaliar a conservagao de polimorfismo em experiéncias
de transferibilidade verificaram em 10 acessos de Bactris setulosa e em 25 acessos de
Astrocaryum macrocalyx e A. urostachys a transferibilidade potencial e utilidade de
marcadores microssatélites de Bactris gasipaes para outros géneros da tribo Cocoeae.

Vérios estudos com arvores tropicais t€ém evidenciado uma alta razao de
transferibilidade de locos de microssatélites entre espécies arboreas taxonomicamente
relacionadas, como ocorre dentro das Leguminosae (DAYANADAN et al., 1997),
Meliaceae (WRITE & POWELL, 1997) e entre espécies de Eucalyptus (BRONDANI et
al., 1998). A absoluta transferibilidade (100% de 10 locos) foi verificada em
microssatélites desenvolvidos com Caryocar brasiliense para cinco outras espécies do
mesmo género (C. coriaceum, C.edule, C. glabrum, C. pallidum e C villosum)
indicando um alto nivel de homologia do genoma e permitindo, dessa forma, estudos
comparativos da estrutura genética em todas estas espécies (COLEVATI et al., 1999).
Com base nos resultados desse estudo suspeita-se que a populacdo de Sao Pedro do
Turvo ¢ formada por individuos da outra espécie do género estudado, conforme ¢
discutido mais adiante. Caso isso seja confirmado temos aqui a transferibilidade dos
oitos locos em A. aculeata.

Neste estudo, o desenvolvimento da biblioteca enriquecida com locos
microssatélites para Acrocomia aculeata foi realizado com sucesso, gerando os produtos
esperados. Entre os insertos seqiienciados 88,78% apresentaram pelo menos um loco

microssatélite, dos quais 39,29% foram utilizados para desenho dos primers e, destes
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46,75% (36 pares de primers) foram sintetizados. Estes locos foram selecionados com
base no nimero de repeticdes do motivo SSR, pois o uso de repetigdes maiores facilita a
detec¢do de polimorfismo entre os genotipos analisados. Os oito primers utilizados
neste estudo foram selecionados a partir da otimizacao da reacdo de PCR a partir dos 36
primers sintetizados, ¢ demonstraram o polimorfismo existente entre os individuos
estudados. Os motivos mais freqlientes encontrados na andlise foram os
pentanucleotideos, e isto se deve aos critérios de busca proprios do programa utilizado,
porém ndo foram usados para sintese de primers por se tratarem de locos com apenas
duas repeti¢cdes dificultando a identificagdo de polimorfismo entre individuos. Foram
localizadas poucas seqiiéncias repetitivas de motivos trinucleotideos e tetranucleotideos.

A sonda de motivos trinucelotideos usada neste procedimento ndo obteve
sucesso no resgate de seqiiéncias com tais repeticdes, isto pode ser devido a falta de
homologia destes locos no genoma da espécie ou devido a algum problema com a sonda
utilizada no desenvolvimento da técnica, por exemplo: degradacdo da sonda ou
concentragdo nao ideal de oligonucleotideos, outra explicacdo para o fato que deve ser
considerada ¢ que altas taxas de trinucleotideo sdo encontradas em regides transcritas,
5’- UTRs, 3’- UTRs ¢ ORFs (MORGANTE et al, 2002). Evolutivamente regides
codantes tém sele¢do negativa para todos os motivos microssatélites menos para os
trinucleotideos (MORGANTE et al, 2002). No estudo realizado utilizamos DNA
gendmico, muitos desses locos microssatélites estdo em regides ndo codantes, onde se
encontram a maioria das seqiiéncias de mononucleotideos, dinucleotideos,
tetranucleotideos e pentanucleotideos.

Os motivos dinucleotideos também foram encontrados em grande quantidade,
isto se explica pelo fato de que, das trés sondas usadas no enriquecimento da biblioteca,
duas eram de repeti¢des de motivos dinucleotideos.

Outros estudos em palmeiras, conforme GAIOTTO et al. (2001), no
desenvolvimento de marcadores microssatélites para FEuterpe edulis, 475 clones
analisados apresentaram repeticdes de motivos (AG),; destes, 170 apresentavam
tamanho e posi¢do adequados e 64 foram usados para sintese de primers. Um total de
18 pares de primers foram utilizados para as andlises genéticas. BILLOTTE et al.
(2004) isolaram, de 34 clones contendo regides microssatélites, 18 locos (GA), para
estudo da diversidade genética em Bactris gasipaes Kunth.

A escolha de estratégias eficientes para a conservacao ex situ ¢ in situ do

germoplasma da espécie Acrocomia aculeata depende principalmente do prévio
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conhecimento da distribuicdo de sua variabilidade genética entre e dentro de populagdes
naturais. Os marcadores microssatélites sdo ferramentas poderosas para este tipo de
estudo e foram utilizados para calculo de estimativas populacionais.

Em relagdo a variacdo genética observou-se no presente trabalho um nivel
consideravel de multialelismo nos locos polimorficos estudados. O nimero médio de
alelos por loco foi de 5,0 e a heterozigozidade esperada média foi de 0,535, sendo esta
menor do que a encontrada em estudos com outras palmeiras utilizando o mesmo tipo
de marcador molecular, como GAIOTTO et al. (2001), que em FEuterpe edulis
encontraram uma estimativa de H, média de 0,860 estudando duas populagdes naturais
localizadas em regides de cerrado proximo ao Distrito Federal. BILLOTTE et al. (2004)
encontraram uma estimativa de H, médio (0,858) utilizando sete locos microssatélite
desenvolvidos para Bactris gasipaes em 85 acessos demonstrando a importancia desta
técnica para estudos populacionais.

Valores mais altos de endogamia foram encontrados na regido formada pelas
populagdes cinco (Dourado), seis (Barbosa e Vicentindpolis), sete (Sdo Pedro do Turvo)
e em outra regido na populacao nove (Ibituruna — Lagoa). Nas populacdes cinco, seis e
sete os coeficientes de endogamia (0,410, 0,523 e 0,540 respectivamente) podem ser
explicados pelo pequeno numero amostral, pela existéncia de poucas e pequenas
populagdes de macaiba na regido, estas populagdes estdo isoladas, cercadas por
agricultura ou pastagens, contribuindo para a escassez de polinizadores da espécie, além
dos individuos estarem muito proximos um do outro. Estes fatores favorecem o
cruzamento entre individuos aparentados e podem gerar uma tendéncia de estreitamento
da variabilidade genética, pela diminuicdo do fluxo génico entre as populagdes.
Entretanto, o valor mais alto de endogamia foi encontrado na populagdo nove (0,550).
Este valor era esperado, pois os individuos coletados estavam em volta de uma unica
planta adulta com cerca de 30 anos, num raio de dois quildmetros nao havia outra planta
adulta e a endogamia deve ser resultado de auto-fecundacdo ou fecundagao entre plantas
irmas, ou seja pelo seu alto grau de parentesco.

Em contrapartida, valores mais baixos de endogamia foram encontrados na
regido em que se encontram as populagdes um (Campinas e Jaguariina), dois (Serra
Negra, Linddia e Amparo), trés (Mococa), quatro (Casa Branca). Nas populagdes um,
dois, trés e quatro os coeficientes de endogamia (0,267, 0,132, 0,202 e 0,243
respectivamente) podem ser explicados pela maior distdncia geografica entre os

individuos das populagdes, pela maior ocorréncia de plantas mais antigas que nao
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sofreram tanta influéncia da fragmentagcdao do ambiente ou da antropizagdo. A populagdo
oito (Ibitutuna-Gupiara) que estd na mesma regido da populagdo nove, também
apresentou um baixo valor de endogamia (0,279), e aqui também ha maior ocorréncia
de plantas mais antigas que nao sofreram tanta influéncia da fragmentacdo do ambiente,
trata-se de uma populagdo maior e a distancia entre a primeira e a ultima planta coletada
¢ de dois quilometros, e estdo distribuidas ao longo da margem do Rio das Mortes, estes
fatores podem explicar o predominio de fecundacgdo cruzada entre individuos diferentes
e, provavelmente maior ocorréncia de polinizadores, devido a menor degradagdo
ambiental.

Uma caracteristica relevante observada a ser destacada ¢ que nos locais onde sao
encontrados os individuos de macauba existem 6timos bancos de sementes importantes
para fluxo génico temporal.

O valor de Fis encontrado em nosso estudo (0,359) pode ser considerado alto nas
populagdes de A. aculeata. Este valor sugere que a espécie tem comportamento misto de
reproducdo e as frequéncias genotipicas destas populagdes encontram-se fora das
propor¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg, para este grupo de individuos nesta
geracao.

A taxa de fecundagdo cruzada aparente, estimada foi considerada intermediaria,
tendo um valor médio de 0,471. Esta estimativa estd coerente com os dados de
SCARIOT et al. (1991), pois neste estudo com uso de marcadores microssatélites,
confirmamos que em locais onde as populagdes estio muito fragmentadas e isoladas
ocorre maior taxa de endogamia, confirmando que a espécie que ¢ monodica e
autocompativel realiza autofecundacdo e/ou cruzamentos entre individuos aparentados,
pois os polinizadores ndo tém muita escolha. Ao contrario, em locais onde as
populacdes estdo menos perturbadas e menos isoladas ocorre endogamia, mas prevalece
a fecundacdo cruzada entre individuos diferentes, favorecendo o fluxo génico e
aumentando a variabilidade da populagao.

Quanto a medida da diversidade entre populagdes, notou-se que as estimativa de
Rsr e Fsr (0,2084 ¢ 0,2522 respectivamente) foram muito semelhantes. Estes valores
foram mais elevados que os encontrados por GAIOTTO et al. (2001) com duas
populagdes da espécie Euterpe edulis (Rsy 0,07) e menor que a estimativa encontrada
para trés populacdes de cupuaguzeiro 6, = 0,307 (ALVES, 2002). Este parametro de

diversidade entre populacdes ¢ importante em estudos de conservagao. Esta estimativa ¢
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inédita e vem contribuir para a conservacao da espécie € o direcionamento de novas
coletas.

As nove populagdes estudadas foram agrupadas em quatro regides para se obter
a decomposi¢do Fsr, para mensurar a variagdo entre populagdes dentro de regides (Fisg)
e entre as regides (Frr). Os resultados obtidos indicam que a maior variagdo ainda se
encontra entre populagdes (Fsg = 0,2712) do que entre regides (Frr = 0,1587). Essas
estimativas tém grande valia também no futuro na coleta de gendtipos, indicando maior
importancia na coleta de individuos entre populacdes da mesma regido do que entre
regioes.

GOVINDAJARU (1989) distinguiu trés niveis de fluxo génico: alto Nm>1,
intermediario (0,25<Nm<0,99) e baixo Nm<0,25. De acordo com esta defini¢ao o fluxo
génico encontrado neste estudo foi intermediaria (0,9406). Sendo a estimativa de fluxo
génico calculada através do parametro Rgr, 0 fluxo estimado neste trabalho nao deve ser
considerado atual, mas baseado na histéria genética destas populagdes. Outro motivo
que deve ser considerado ¢ o tamanho da amostragem deste estudo que ¢ pequena.
Sendo assim, deve-se atentar para este fato nos estudos de conservagdo genética dessa
espécie, bem como em outros estudos que utilizam esta estimativa.

Este estudo foi realizado com poucos individuos e é preliminar, entretanto
os dados sugerem que fluxo génico estimado entre as populacdes foi pequeno e
deve ser considerado restrito, provavelmente como consequiéncia da antropizacao
das regides onde se encontram as populagdes. O fluxo €é restrito e provavelmente a
deriva genética vém atuando nestas populacdes.
Os alelos exclusivos estimados indicam que 22,5% dos alelos se encontram

restritos a uma populagdo. Vale ressaltar que estes alelos exclusivos foram estimados a
partir de uma amostragem pequena. SLATKIN (1985) descreve uma metodologia para
avaliacdo do fluxo génico a partir de alelos raros (ou exclusivos). A distribuicdo das
freqliéncias destes alelos raros (alelos que aparecem em uma Unica populacdo) ¢
utilizada para estimar a média do numero de migrantes permutados entre populagdes
locais. O logaritimo de Nm ¢ aproximadamente relacionado de forma linear com o
logaritimo da média de frequéncia de alelos exclusivos (SLATKIN, 1985; SLATKIN &
BARTON, 1989). O método de SLATKIN (1985), considera a relagao:

Ln[p(1)]= a In(Nm) + b, onde p(1) ¢ a frequéncia média dos alelos encontrados em
apenas uma populagdo, € a ¢ b sdo constantes que dependem do numero de individuos
amostrados por popula¢do. Segundo os autores, a deriva genética resultard em

diferenciagdo populacional se Nm<1, mas ndo resultara, se Nm>1.
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Neste estudo, dos nove alelos exclusivos, trés se encontram na populagao cinco
(Dourado) que estd em areas de pastagem e bordadura de fragmentos, e trés alelos
exclusivos estdo na populagdo nove (Ibituruna — Lagoa) que ¢ a mais endogamica de
todas. As caracteristicas das areas em que ocorrem estas populagdes pode explicar a
ocorréncia destes alelos, pois nestas situagdes pode haver uma tendéncia a diminui¢ao
de fluxo génico.

O dendrograma apresenta agrupamentos coerentes com a ecologia e a geografia
dessas populacdes. As populacdes da regido I e I (Campinas, Serra Negra, Casa Branca
e Mococa) formaram um grupo menos divergente devido provavelmente a questdes
ecologicas, pois os ambientes apresentam clima semelhante e relevo com ocorréncia de
Serras e Vales, sendo proximas geograficamente. As populagdes das localidades
Dourado e Barbosa (regido III) estdo agrupadas, porém com maior distancia do grupo
mencionado anteriormente e isto também pode ser devido a ecologia da regido onde
predomina o cerrado, grandes pastagens e clima semelhante. A populagdo de Sao Pedro
do Turvo (regido III) ficou separada das demais populacdes, foi a mais divergente, e a
provavel explicacdo para essa distancia genética (0,5651) € que esses individuos podem
ser outro ecotipo ou pertencer a outra espécie do género — Acrocomia hassleri. A
identificacao visual entre as duas espécies que compreendem esse género ¢ dificil,
considerando que a principal diferenca morfoldgica entre elas ¢ apenas o tamanho que
apresentam. Os individuos da populacdo de Sao Pedro do Turvo apresentam um porte
menor ¢ a diferenga no tamanho dos frutos ¢ marcante (Figura 23), além do mais estdo
numa regido de cerrado correspondendo as caracteristicas descritas da espécie A.

hassleri.
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Figura 23 — Comparagdo entre os frutos coletados, mostrando a diferenga de tamanho
dos frutos das populac¢des de Ibituruna — Lagoa, Serra Negra e Sao Pedro do Turvo.

As populagdes oito ¢ nove (Ibituruna - Lagoa e Gupiara) estdo proximas
geograficamente e formaram um grupo distinto do grupo formado pelas demais
populagdes (Campinas, Serra Negra, Casa Branca, Mococa, Dourado ¢ Barbosa) ¢ a
provavel causa desta distancia genética ¢ a ocorréncia de um obstadculo geografico
natural, a Serra da Mantiqueira que delimita os Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais e
conseqiientemente as populagdes, impedindo a troca de alelos entre estas causando a

divergéncia genética visualizada no dendrograma.

6 CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que:
a) A biblioteca foi eficiente na identificacdo de locos microssatélites;

b) Os dados sugerem que a espécie tem sistema reprodutivo misto;
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¢) Existe uma elevada diversidade entre populagdes de Acrocomia aculeata;

d) A diversidade genética ¢ maior entre populacdes dentro de regides do que entre
regides, de modo que a coleta dentro de uma regido pode ser mais vantajosa que
uma coleta em todas as regides;

e) Sugerem também, um comprometimento da estrutura metapopulacional,
indicando que as populacdes estudadas sofreram deriva genética devido a
antropizagdo e tém fluxo génico restrito. Estes resultados devem ser
considerados para a conservagdo e o pré-melhoramento desta espécie. Porém, ¢é
importante ressaltar que ¢ necessdrio um nimero maior de individuos para
confirmar os resultados aqui obtidos;

f) A menor endogamia observada nas macalbas das regides de Campinas, Serra
Negra, Mococa e Casa Branca pode ser explicada pela maior ocorréncia da
espécie nessas regides que sao menos antropizadas em oposi¢do aquelas da
regido do planalto paulista, cujas populagdes encontram-se restritas a fragmentos
isolados;

g) Estes dados sdo preliminares e um estudo mais completo deve ser realizado,

abrangendo maior nimero de individuos, populagdes e locos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Arquivo de entrada do programa GDA

#nexus

begin GDADATA; [Marcadores SSR em macauba]
dimensions npops=9 nloci=8;
format missing=? separator=/;
locusallelelabels

Ac07,
Acl0,
Acl2,
Acls8,
Ac26,
Ac30,

O~ WNE

7 Ac32,

8 Ac35;

matrix

1

2 1697169
3 ?/?

4 1697169
5 153/169
6 1697169
7 1537169
Pop_2:
1 ?/?

2 1697169
3 1697169
4 161/169
5 161/169
Pop_3:
1 1617165
2 1537169
3 153/161
4 161/169
5 161/161
Pop_4:

1 ?/?

2 ?/7?

3 161/169
4 169/169
5 169/169
Pop_5:

1 1667169
2 153/161
3 1697169
4 166/166
5 177/177
Pop_6:

1 1657165
2 165/165
3 153/166
4 165/165
5 165/165
6 1667166
Pop_7:

1 1667166
2 1537153
3 153/153
4 153/166

1827182
1827182
1827182
1827182
1827182
1827182
1827182

182/182
1827182
1827182
1827182
1827182

1827182
1827182
182/186
1827182
1827182

?/7?
1827182
182/186
186/186
1827182

1827182
1827182
1827182
184/184
184/184

1827182
1767176
1687182
1827182
?2/?
1827182

176/176
1827182
1827182
1827182

2007200
2007200
198/200
2007200
2007200
2007200
2007200

?/?
2007200
2007200
1987200
194/198

?/?
?/?
?/?
?/?
?/?

?/?
?/?
?/?
?/?
1987200

2007200
200/200
2007200
2007202
2007202

190/190
192/200
1987198
2007200
?/?
194/200

1927192
192/200

190/190
?/?

1737193
1737193
1937193
1937193
173/173
1937193
1937193

1737193
1937193
1937193
1737193
1737193

173/193
1737193
173/193
1737193
173/193

173/193
?/?
1937193
1737193
173/193

173/193
1737193
1937193
1737193
173/193

173/173
1737193
1737193
1937193
1937193
1937193

1937193
1937193
173/173
1937193

3147314
278/278
278/316
278/314
278/278
278/278
300/314

314/314
314/314
297/297
278/314
278/314

278/278
2787278
314/314
2787278
278/278

?/?

?/?

?/?
278/314
278/278

278/278
2977297
278/278
2787278
281/300

297/297
2817297
281/297
2817297
285/285
2857297

281/297
276/285
285/300
2817281

148/148
148/148
148/148
148/158
148/148
150/150
148/148

148/148
?/?
?/?

148/148

148/156

148/156
148/148
148/148
148/156
148/148

148/148
?/?
148/158
148/156
148/148

148/148
148/148
?/?

148/148
?/?

148/148
?/?
?/?

1487148

148/148
?/?

150/150
?/?
?/?
?/?

?/?
2337233
2337233
2337233
2337233

2337233
?/?

?/?
2337233
2337233

2337233
?/?

2337233
2337233
?/?
2337233
2337233

2337233
229/233
2337233
229/233
2337233

2337233
?/?
2337233
2337233
2337233

?/?
?/?
2337233
?/?
2337233
2337233

2337233
2337233
2337233
2337233

4107410
410/430
410/410
410/430
410/410
410/410
410/410,

388/418
?/?
410/410
410/410
410/410,

3887388
410/410
?/?
430/430

?2?
3887388
410/410
410/410

430/430
?/?

418/418
?/?
418/418

418/418
?2?
?/?

3887388

3887388

430/430
?/?
?2? .,

410/418

410/410

418/430

4187418,
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1

2 166/169
3 166/166
4 169/169
5 166/169
6 1537166
Pop_9:

1 169/169
2 169/169
3 1697169
4 169/169
end;

begin TREE;

tree

1867186
1827186
1867186
1867186
1867186
1867186

186/186
1867186
1867186
1867186

?/7?
?/?
?/7?
?/?
?/7?
?/?

?/?
?/7?
212/212
2007200

1937193
1937193
1737193
173/193
1937193
173/193

1737193
1737193
173/193
1937193

2787278
278/278
?/7?
278/278
2787278
278/278

276/276
2817281
276/276
276/276

?/?
?/?
156/156
148/148
?/7?
?/?

148/148
156/156
1567156
156/156

2337233
2337233
233/233
2337233

233/233
?/?

2337233
233/233
2337233
2337233

?/7?
?/?
?/7?
?/?
?/7?
?/?

3887410
380/388

408/408
?/?

geral=(Pop_1,Pop_2,Pop_3,Pop_4,Pop_5,Pop_6,Pop_7,Pop_8,Pop_9,Pop_10);

end;
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Anexo 2 — Arquivo de entrada do programa TFPGA

55, 33, 55, 12, 77, 11, 00, 44
55, 33, 55, 12, 22, 11, 22, 46
00, 33, 45, 22, 28, 11, 22, 44
55, 33, 55, 22, 27, 14, 22, 44
15, 33, 55, 11, 22, 11, 22, 44
55, 33, 55, 22, 22, 22, 22, 44
15, 33, 55, 22, 67, 11, 00, 44
00, 33, 00, 12, 77, 11, 00, 25
55, 33, 55, 22, 77, 00, 22, 00
55, 33, 55, 22, 55, 00, 22, 44
25, 33, 45, 12, 27, 11, 22, 44
25, 33, 34, 12, 27, 13, 00, 44
23, 33, 00, 12, 22, 13, 22, 22
15, 33, 00, 12, 22, 11, 22, 44
12, 35, 00, 12, 77, 11, 00, OO
25, 33, 00, 12, 22, 13, 22, 55
22, 33, 00, 12, 22, 11, 22, 0O
0o, oo, o0, 12, 00, 11, 22, 22
0o, 33, 00, 00, 00, 00, 12, 44
25, 35, 00, 22, 00, 14, 22, 44
55, 55, 00, 12, 27, 13, 12, 55
55, 33, 45, 12, 22, 11, 22, 00
45, 33, 55, 12, 22, 11, 22, 55
12, 33, 55, 12, 55, 11, 00, 0O
55, 33, 55, 22, 22, 00, 22, 55
44, 44, 56, 12, 22, 11, 22, 55
66, 44, 56, 12, 36, 00, 22, 00
33, 33, 11, 11, 55, 11, 00, 0O
33, 22, 25, 12, 35, 00, 00, 22
14, 13, 44, 12, 35, 00, 22, 22
33, 33, 55, 22, 35, 11, 00, 55
33, 00, 00, 22, 44, 11, 22, 00
44, 33, 35, 22, 45, 00, 22, 00
44, 22, 22, 22, 35, 22, 22, 45
11, 33, 25, 22, 14, 00, 22, 44
11, 33, 11, 11, 46, 00, 22, 56
14, 33, 00, 22, 33, 00, 22, 55
15, 55, 00, 22, 22, 00, 22, 00
45, 35, 00, 22, 22, 00, 22, 0O
44, 55, 00, 12, 00, 33, 22, 00
55, 55, 00, 12, 22, 11, 22, 0O
45, 55, 00, 22, 22, 00, 22, OO
14, 55, 00, 12, 22, 00, 00, OO
55, 55, 00, 12, 11, 11, 22, 24
55, 55, 00, 12, 33, 33, 22, 12
55, 55, 77, 12, 11, 33, 22, 33
55, 55, 55, 22, 11, 33, 22, 00
oo, oo, oo, o0, 00, 0O, 0O, OO
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Anexo 3 — Arquivo de entrada do programa FSTAT

9 8 430 3

Ac07
Acl0
Acl2
Acl8
Ac26
Ac30
Ac32
Ac35
1

COOOOPOPPONNNNOODOODUIVITNUIUARNRMARNWWWWWNNNNNRRPERRR PR

169169
169169

0
169169
153169
169169
153169

0
169169
169169
161169
161169
161165
153169
153161
161169
161161

0

0
161169
169169
169169
166169
153161
169169
166166
177177
165165
165165
153166
165165
165165
166166
166166
153153
153153
153166
153169
166169
166166
169169
166169
153166
169169
169169
169169
169169

182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182182
182186
182182
182182
0
182182
182186
186186
182182
182182
182182
182182
184184
184184
182182
176176
168182
182182

0
182182
176176
182182
182182
182182
186186
182186
186186
186186
186186
186186
186186
186186
186186
186186

200200
200200
198200
200200
200200
200200
200200
0
200200
200200
198200
194198

[eNeoNoloNoloNoNeoNe)

198200
200200
200200
200200
200202
200202
190190
192200
198198
200200
0
194200
192192
192200
190190

[eNeoNoNoNoloNoNeoNe)

212212
200200

173193
173193
193193
193193
173173
193193
193193
173193
193193
193193
173193
173193
173193
173193
173193
173193
173193
173193
0
193193
173193
173193
173193
173193
193193
173193
173193
173173
173193
173193
193193
193193
193193
193193
193193
173173
193193
193193
193193
173193
173193
193193
173193
173193
173193
173193
193193

314314
278278
278316
278314
278278
278278
300314
314314
314314
297297
278314
278314
278278
278278
314314
278278
278278

0

0

0
278314
278278
278278
297297
278278
278278
281300
297297
281297
281297
281297
285285
285297
281297
276285
285300
281281
278278
278278

0
278278
278278
278278
276276
281281
276276
276276

148148
148148
148148
148158
148148
150150
148148
148148

0

0
148148
148156
148156
148148
148148
148156
148148
148148

0
148158
148156
148148
148148
148148

0
148148

0
148148

0

0
148148
148148

0
150150

0

0

0

0

0
156156
148148

0

0
148148
156156
156156
156156

0
233233
233233
233233
233233
233233

0

0
233233
233233
233233

0
233233
233233

0
233233
233233
233233
229233
233233
229233
233233
233233

0

233233
233233
233233
0
0
233233
0
233233
233233
233233
233233
233233
233233
233233
233233
233233
233233
233233
0
233233
233233
233233
233233

410410
410430
410410
410430
410410
410410
410410
388418
0
410410
410410
410410
388388
410410
0
430430
0
388388
410410
410410
430430
0
418418
0
418418
418418
0
0
388388
388388
430430
0
0
410418
410410
418430
418418

[eNeoNoNoNoNe]

388410

380388

408408
0
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Anexo 4 - Arquivo de entrada do programa NTSYS

29L 90
Campinas SerraNegra Mococa  CasaBranca

0.0000

0.0102 0.0000

0.1088 0.0819 0.0000

-0.0275 -0.0482 0.0042 0.0000
0.2503 0.2376 0.1084 0.1092
0.3972 0.2661 0.2097 0.2553
0.4869 0.5084 0.4428 0.5681
0.3171 0.4223 0.2440 0.1039
0.5407 0.4891 0.6311 0.2723

Dourado

0.0000
0.2195
0.4883
0.2335
0.7093

Barbosa SaoPedrodoTurvo

0.0000
0.4233
0.5537
0.7344

0.0000
0.6966
0.9061

IbiturunaG

0.0000
0.2438

IbiturunaL

0.0000
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Anexo 5 — Estatisticas F obtidas para cada alelo, calculadas pela analise de variancia

utilizando oito locos microssatélites em nove populagdes

There are 8 active loci
Two-level analysis
9 active populations

0.247486 0.477826 0.306095

1.000000 1.000000 -0.013019

166 0.442763 0.502108 0.106499

0.771608 0.884318 0.493494

161 -0.106805 0.162737 0.243532

153 0.073780 0.206740 0.143552
0

169 0.081119 .515708 0.472955

Acl0 All 0.662862 0.839416 0.523683
168 0.000000 0.000000 0.000000
176 1.000000 1.000000 0.009627
184 1.000000 1.000000 0.250836
186 0.292383 0.840984 0.775280
182 0.655605 0.818469 0.472899
Acl2 All 0.366301 0.447280 0.127788
212 1.000000 1.000000 0.360341
192 0.307958 0.495421 0.270883
190 1.000000 1.000000 -0.034807

202 -0.104972 -0.006391 0.089217
194 0.022602 -0.027149 -0.050902
198 0.261116 0.268698 0.010260
200 0.268392 0.396731 0.175420

Acl8 All -0.143959 -0.212720 -0.060108
193 -0.143959 -0.212720 -0.060108
173 -0.143959 -0.212720 -0.060108

Ac26 All 0.414494 0.588160 0.296609

276 0.651729 0.856651 0.588399
285 0.309645 0.379375 0.101006
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281
297
300
316
278
314

O O O O O O

Ac30 All
156
150
158
148

o O »r O O

Ac32 All -0.
229 -0.
233 -0.

Ac35 All 0.
408 1.
380 -0.

418
388
430
410

Bootstrapping over loci
Number of replicates = 1000
Nominal confidence interval

Random number seed = 1 (spe

.341277
-396575
.007334 -
.040323 -
.572841
-441904

-475019
.451946
-000000
.055718 -
.457324

115538 -
115538 -
115538 -

594604
000000
053435
.105348
.628283
.650517
.660435

0.349013

= 95%
cified)

.394386
.496134
.027982 -
.004615 -
.778735
.564736

-597898

0.612523

O O O O O +r O

-000000
.025765 -
.556262

.005035
.005035
.005035

.699740
-000000
-006210
.700974
.682588
.616158 -
- 754530

0.513173

0.080624
0.164990
0.035577
0.046826
0.482007
0.220091

0.234064
0.292995
0.410904
0.086292
0.182315

0.099058
0.099058
0.099058

0.259340
0.112540
0.056620
0.665763
0.146093
0.098313
0.277104

0.252171
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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