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RESUMO

O dendé (Elaeis guineensis Jacd) ¢ uma palmeira de grande potencial para o
desenvolvimento agricola sustentavel da regido Amazodnica, trazendo beneficios sociais,
econdmicos ¢ ambientais. A disponibilidade de variedades com alta produtividade e
melhores adaptadas as condigdes de cultivo tem papel fundamental na sustentabilidade
do desenvolvimento dessa cultura. Para este fim o conhecimento da distribuicdo da
diversidade genética entre e dentro das progénies de dendezeiro, por meio do uso de
marcadores moleculares microssatélites fornecerd informagdes para a implementacgio de
planos de uso e conservagdo dos recursos genéticos dessa espécie . O objetivo desse
trabalho foi estimar parametros de diversidade genéticos entre e dentro progénies de
dendezeiro utilizadas na producdo de sementes comerciais da Embrapa Amazonia
Ocidental (Manaus-AM) . . Foram analisadas 24 progénies de dendezeiro que estdo
mantidas no Campo Experimental de Dendé do Rio Urubu (CERU) - Embrapa
Amazodnia Ocidental, sendo 22 progénies provenientes de autofecundagdo e duas de
cruzamentos entre irmdos completos utilizando quatro loci SSR. Os dados obtidos
foram analisados no Programa Genes e, através das analises verificou-se que existe
baixa variabilidade genética nas progénies, com média de cinco alelos por loci e
diversidade total (HT) igual a 0,0774. Dos quatro loci estudados o loco mEgCIR0254
apresentou fixado em todas as progénies e as progénies LMI11592, LM11547,
LM11732, LM12366, LM13533, LM12826, LM11591 e PO393612 apresentaram-se
fixadas em todos os loci, devido principalmente serem progé€nies oriundas de
autofecundagdo ou de irmdo completos. As heterozigosidades observadas (HO) no
conjunto de plantas foram inferiores a heterozigosidade esperada (He) em todos os loci,
sugerindo forte excesso de homozigotos, indicando existéncia de um processo
endogamico. Como o dendezeiro ¢ planta aldgama e as progénies serem geneticamente
aparentadas, ¢ ainda autofecundadas, ¢ de se esperar que os efeitos da endogamia
interfiram diretamente nos indices de heterozigose, contribuindo para a homogeneidade
das progénies. A AMOVA detectou 62,99% do total da variagdo entre as progénies e
37,01% dentro das progénies. Ao contrario do que tem sido observado em plantas
aldgamas, seja em populagdes naturais ou cole¢des de germoplasmas, onde a maior

variabilidade tem sido encontrada dentro das populagdes/procedéncias do que entre as



mesmas, neste trabalho observa-se que a maior parte da variagao ficou retida entre as

progénies, isso ¢ de se esperar, pois 91,67% destas sdo oriundas de autofecundagao.

Palavras-Chave: Elaeis guineensis, progénies, diversidade genética, marcadores

microssatélites.



ABSTRACT

MOLECULAR GENETIC DIVERSITY OF PROGENIES TYPE OF DURA PALM
(Elaeis guineensis JACD)

The palm (Elaeis guineensis Jacd) is a palm of great potential for sustainable
agricultural development in the Amazon region, bringing social benefits, economic and
environmental. The availability of varieties with high productivity and better adapted to
the conditions of cultivation has a fundamental role in sustainable development of
culture in this sense, one can resort to the use of biotechnology to increase the efficiency
improvement programs. Microsatellite markers are tools preferred by breeders, because
they are multi-allelic, has codominantes expression and show Mendelian inheritance,
facilitating genetic analysis. Knowledge of the distribution of genetic variability within
and between populations of palm, through the use of molecular markers, provide
information for the implementation of plans for use and conservation of genetic
resources of this species. From the results of that work can get grants for improving the
palm at Embrapa Amazonia Ocidental, to provide the seed culture for the establishment
of plantations with high productivity of oil. Samples were collected from 24 progenies
of palm held at the Center for Experimental de palm the River Urubu (CERU) -
Embrapa Amazonia Ocidental, and 22 progenies from self and two crosses between full
siblings. There is low genetic variability in the progenies, with an average of five alleles
per loci and total diversity (HT) equal to 0.0774. Of the four loci studied the site
mEgCIR0254 had set in all the progenies and progenies LM11592, LM11547,
LM11732, LM12366, LM13533, LM12826, LM11591 and PO393612, were fixed in all
loci. These data were expected, they are progenies from self or full brother. The
observed heterozygosities (Ho) the whole plant were lower than expected
heterozygosity (He) in all loci, suggesting strong excess of homozygotes, indicating
existence of a process endogamic. As the palm is allogamy plant and the progeny are
genetically relatives, and autofecundadas, it is expected that the effects of inbreeding
interfere directly in the indices of heterozygosity, contributing to the uniformity of the
progenies. The AMOVA detected 62.99% of total variation among the progenies and
37.01% within progenies. Contrary to what has been observed in plants allogamy either

in natural populations or collections of germplasm, where the greatest variability has



been found within populations / provenances than between them, this paper notes that
most of the variation was retained among the progeny, that is to be expected, because

91.67% of these are from self.

Key-words: dendezeiro, progeny, genetic diversity, microsatellite markers
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INTRODUCAO

A crescente preocupacdo mundial com a poluicdo ambiental, a busca de fontes
renovaveis de energia tornou-se uma meta global. Diante desse panorama, o governo
brasileiro instituiu o “Programa Nacional de Produ¢do e Uso do Biodiesel”, sendo a
cultura do dendezeiro a mais indicada como ancora desse Programa na regiao norte do
pais.

Sob o ponto de vista ecologico, social e econdmico, a cultura do dendezeiro ¢
uma das opg¢des agricolas recomendaveis para a regido Amazonica, tendo em vista as
suas caracteristicas de cultivo perene, produgdo continua ao longo do ano por mais de
25 anos e grande capacidade de absorcdo e fixacdo de mao-de-obra no campo, bem
como a disponibilidade de terras que apresentam condigdes edafoclimaticas amplamente
favoraveis (HARTLEY, 1988).

A disponibilidade de variedades com alta produtividade e melhores adaptadas as
condig¢des de cultivo tem papel fundamental na sustentabilidade do desenvolvimento da
cultura, nesse sentido, pode-se recorrer ao uso da biotecnologia para aumentar a
eficiéncia dos programas de melhoramento.

O conhecimento da distribui¢do da variabilidade genética dentro e entre
populacdes de dendezeiro, por meio do uso de marcadores moleculares, fornecera
informagdes para a implementagdo de planos de uso e conservagdo dos recursos
genéticos dessa espécie.

Com o desenvolvimento de marcadores moleculares baseados em polimorfismo
ao nivel das seqiiéncias de DNA, estes estudos ganharam uma poderosa ferramenta para
caracterizar e avaliar recursos genéticos, especialmente para entender a estrutura e
organizagdo da diversidade genética das progénies e populagdes e seu monitoramento

ao longo do tempo (FIGUEIRA; CASCARDO, 2001). Marcadores moleculares tém
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sido usados no estudo da variabilidade genética de germoplasma selvagem e melhorado
de dendé, dando suporte a preservagdo ¢ ao melhoramento dos recursos genéticos
disponiveis (PURBA et al., 2000; BARCELOS et al., 2002; HAYATI, 2004).

Dentre estes os marcadores microssatélites sdo ferramentas preferida pelos
melhoristas, pois sdo multi-alélicos, tem expressdo codominantes e exibem heranga
mendeliana (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), facilitando a analise genética.
Em plantas perenes, estes marcadores tém sido usados para avaliar o grau de
heterozigosidade complementar em matrizes usadas para cruzamentos que buscam vigor
hibrido (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Para avaliar variabilidade e
heterozigosidade, os microssatélites sdo mais eficientes que os marcadores dominantes
(RAPD, AFLP), pois possibilitam a distingdo entre homozigotos e o heterozigoto.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estimar parametros de diversidade
genética entre e dentro progénies de dendezeiro utilizadas na producdo de sementes
comerciais da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus-AM) ¢ om quatro loci
microssatélites., permitindo assim o conhecimento do nivel de variagdo das progénies e
da distancia genética entre os individuos o que facilitard o direcionamento de novos
trabalhos visando orientar a escolha de cruzamentos para a producdo de sementes

comerciais.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Classificacao do género Elaeis

O dendezeiro pertence a familia Arecaceae, anteriormente denominada Palmae,
a qual sempre formou um distinto grupo de plantas entre as Monocotiledoneas. De
acordo com Surre e Ziller (1969), Vallejo et al., (1978) e Muller (1980) o género Elaeis
possui trés espécies, sendo a Elaeis guineensis Jacq mais importancia economicamente;
o caiaué Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortez, que apesar de ndo ter importancia econémica
devido a baixa produtividade, tem sido utilizada pelos principais programas de
melhoramento genético do dendezeiro devido a sua resisténcia ou tolerancia a pragas e
doencgas, bem como, reduzido crescimento do tronco e 6leo mais insaturado do que o
dendé ¢; E. odora. As duas ultimas espécies sdo encontradas no Brasil.

A espécie Elaeis guineensis também conhecida no Brasil como dendé, ¢
origindria do continente africano, provavelmente do Golfo da Guiné e encontra-se
naturalmente dispersa desde o Senegal at¢ Angola, sendo as populacdes mais densas
encontradas na Costa do Marfim, Camardes e Zaire (SURRE & ZILLER, 1969;
HARTLEY, 1983; VALLEJO et al. 1978; COTE D’IVOIRE, 1980; MULLER, 1980).

O caridtipo da espécie é conhecido, sendo seu genoma composto por 16 pares de
cromossomos (2n = 32) e, como na maioria dos genomas de plantas, grande parte
composto de seqiiéncias repetitivas (MADON et al., 1995). O tamanho do genoma foi
estimado em 2C=3.76+0.09 pg (RIVAL et al., 1997).

1.2 Morfologia (Sistema radicular, Estipe, Sistema foliar, Cachos e frutos)
O sistema radicular do dendezeiro ¢ do tipo fasciculado, conhecido como “em

cabeleira”. E formado a partir do bulbo radicular, que ¢ um érgio de aproximadamente
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80 cm de diametro, localizado na base do estipe (SURRE & ZILLER, 1969; VALLEJO
etal. 1978).

As raizes primarias que saem do bulbo radicular sdo divididas em dois tipos: as
verticais, que sao as raizes de fixacdo, e as horizontais. Partindo perpendicularmente,
das raizes primarias, nascem as raizes secundarias, que por sua vez, dio origem as
raizes terciarias. Estas se estendem horizontalmente perto da superficie do solo,
suportam as raizes quaternarias com comprimento de 10 mm e que constituem a
principal zona de absor¢do de dgua e nutrientes (SURRE & ZILLER, 1969; VALLEJO
et al. 1978; COTE D’IVOIRE, 1980; HARTLEY, 1983). A maior parte do sistema
radicular do dendezeiro ¢ superficial, com desenvolvimento favorecido pela presenca de
matéria organica em decomposi¢do. A extensao das raizes depende da textura do solo,
presenga de camadas endurecidas ou lengol de 4gua do solo.

O bulbo radicular, de onde saem as raizes do dendezeiro, ¢ formado a partir de
entren6és da base do estipe. Este bulbo, primeiramente se desenvolve no sentido
transversal, para depois iniciar o alongamento dos entrends ou crescimento longitudinal
ou em altura, fazendo aparecer o estipe (VALLEJO et al. 1978; HARTLEY, 1983).

Em palmeiras jovens, o crescimento do estipe em altura ¢ bastante lendo,
tornando-se depois constante. Este crescimento ¢ resultante do desenvolvimento do
ponto de vista vegetativo e bastante variavel (30 a 100 cm por ano), dependendo da
origem genética e das condigdes ambientais (COTE D’IVOIRE, 1980; MULLER,
1980).

Em condi¢des normais de exploracdo, pode-se encontrar em um dendezeiro
adulto uma coroa com 30 a 50 folhas irregularmente pinadas, medindo de 5 a 7 m de
comprimento ¢ pesando 5 a 8 kg cada uma (SURRE & ZILLER, 1969; VALLEJO et al.

1978; COTE D’IVOIRE, 1980; HARTLEY, 1983).
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A folha ¢ composta por um eixo central subdividido em parte basal, denominada
de peciolo, de aproximadamente 1,50 m de comprimento que se insere no estipe. O
peciolo apresenta uma se¢do grosseiramente triangular, portando sobre as duas arestas
laterais uma centena de espinhos regularmente dispostos denominadas raquis, que
suporta os foliolos. Repartindo dos dois lados do raquis, encontram-se de 250 a 350
foliolos com variavel angulo de inser¢do (SURRE & ZILLER, 1969).

A maturacao do cacho do dendezeiro ocorre entre 5 a 6 meses apds a fecundagao
das flores femininas da inflorescéncia. Nesta ocasido, o cacho de dendé tem uma forma
ovoide e seu peso pode variar de 10 a 30 kg na idade adulta. O nimero de frutos por
cacho pode chegar a 3000, mas o numero médio situa-se por volta de 1500,
representando 60 a 70% do peso do cacho. O fruto é uma drupa séssil de forma bastante
variavel. Mede de 2 a 5 cm de comprimento e pesa de 3 a 30 gramas (COTE
D’IVOIRE, 1980; MULLER, 1980).

O fruto ¢ uma drupa (fruto carnoso formado por um sé carpelo contendo em seu
interior apenas uma semente concrescida com o endocarpo duro) séssil de forma ovoide,
com comprimento variando de 2 a 5 cm e pesando de 3 a 30 gramas (SURRE &
ZILLER, 1969).

1.3 Sistema reprodutivo

O dendezeiro é uma planta mondica, as flores masculinas e femininas sdo
produzidas na mesma planta, mas separadas, neste caso, em inflorescéncias masculinas
e femininas. Estas sdo espadices compostas por espigas formadas nas axilas das folhas,
protegidas por duas bracteas fibrosas (espatas). Cada esbogo floral possui dois sexos,
porém um deles fica rudimentar na axila de cada flor. Estas sdo emitidas em ciclos
sucessivos e o periodo de maturidade sexual de uma inflorescéncia nao se sobrepde ao

de outra, havendo, portanto, alogamia obrigatéria. A duragdo dos ciclos depende da
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origem genética das plantas, da idade, condigdes ecologicas e técnicas culturais
(VIEGAS & MULLER, 2000).
1.4 Tipos de dendé

A classificagdo mais importante do dendé tanto do ponto de vista econdmico
como taxondmico, de acordo com Vanderweynen & Roels (1949) citado por Hartley

(1983), diz respeito a espessura do endocarpo que pode ser observado na Figura 1.

Dura Pisifera

Figura 1 - Tipos de dendé em fung¢do da espessura do endocarpo. Fonte: Surre e Ziller (1969).

O tipo Dura apresenta frutos com endocarpo de espessura superior a 2 mm,
podendo ser menos, 35-55 % de mesocarpo/fruto e ndo apresenta anel de fibra quando
se observa o fruto apds um corte transversal. A freqiiéncia deste tipo em palmeiras ou
dendezais naturais ¢ de 96%. Os frutos do tipo Tenera apresentam endocarpo com
espessura inferior a 2 mm, 60-90 % de mesocarpo/fruto e anel de fibra presente no
mesocarpo. Este tipo apresenta-se em palmeiras naturais com freqiiéncia préxima a 3%
e o tipo Pisifera seus frutos ndo apresentam endocarpo e as flores femininas na maioria

das vezes sdo estéreis e a freqiiéncia ¢ inferior a 1%.
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1.5 Condicoes ecoldgicas
1.5.1 Exigéncias edafoclimaticas

A cultura do dendezeiro ¢ tipica de regides equatoriais quentes e Umidas,
exigentes de temperatura do ar elevada e outros aspectos climaticos, tais como:
pluviosidade, deficiéncia hidrica durante todo o ano, e horas de brilho solar sdo
considerados de grande importancia na produ¢do do dendé (MORAES & BASTOS,
1972; BARCELOS et al. 1987; MULLER & ALVES, 1997; BASTOS et al. 1977).
1.5.2 Temperatura do ar

A temperatura do ar afeta a maioria dos processos fisicos e quimicos das plantas.
No dendezeiro, considera-se que temperatura do ar entre 25° e 28°C de médias minimas
e 28° e 34°C de médias maximas, sdo mais favordveis ao cultivo (MORAES &
BASTOS, 1972; MULLER & ALVES, 1997).
1.5.3 Insolacéo e radiacao solar

A insolacdo, como reflexo da radiagdo incidente, é considerada por Moraes &
Bastos (1972) elemento climatico de extrema importancia na produ¢do do dendezeiro,
visto que insolagdo e radiacdo solar estdo associadas a produtividade da cultura pelo
processo da fotossintese. A radiacdo solar influi na taxa de fotossintese, na maturagao
dos cachos e na percentagem de 6leo no fruto (DUFRENE, 1989).
1.5.4 Chuva

O dendezeiro ¢ uma cultura exigente em boas condi¢des de agua no solo. O total
anual e a distribuicdo das chuvas s3o de maior importancia para a producdo desta
espécie.

indice pluviométrico anual de 1.800 mm com chuvas bem distribuidas durante o
ano, ¢ considerado satisfatorio para a cultura e que as variagdes pluviométricas anuais

refletem na sexualidade das inflorescéncias e na produ¢do dos cachos num intervalo de
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até 28 meses e ainda que a pluviosidade afeta a emissdo foliar, o numero e o peso médio
dos cachos (MORAES & BASTOS, 1972)

Baixas precipitagdes ou periodos superiores a dois meses sem chuva, afetam
acentuadamente a emissdo foliar, o nimero de cachos e¢ o peso médio do cacho
(HARTLEY, 1983).

1.5.5 Balanco hidrico

Segundo Moraes & Bastos (1972), caracteristicas morfologicas do sistema
radicular e da fenologia do dendezeiro estdo intimamente associadas as suas exigéncias
hidricas, tais como: sistema radicular superficial com boa parte constituida de raizes
mortas que devido & natureza esponjosa, servem de reservatorio de agua no inicio da
estagdo seca; folhagem nova e inflorescéncia associadas com boa disponibilidade de
agua no solo. De acordo com esses autores, locais com deficiéncia hidricas anuais
abaixo de 100 mm sao os mais indicados para a cultura.

1.5.6 Solo

Na Amazoénia, o dendezeiro vem sendo cultivado principalmente nos Latossolos
que sdo os mais representativos da regido. Sao solos acidos, com baixo nivel de bases e,
em geral, s3o alicos e deficientes em fosforo. Trabalhos conduzidos em Belém, no
Estado do Parda (PACHECO et al., 1985) e em Manaus, no Estado do Amazonas
(RODRIGUES, 1993), demonstraram que o fésforo é o elemento mais limitante para o
desenvolvimento e a producdo do dendezeiro nesses Estados.

Com relagdo as caracteristicas fisicas, para um bom desenvolvimento, o
dendezeiro necessita de solos profundos (ndo inferior a 1,5 m de profundidade) e ndo
compactados, pois o sistema radicular fasciculado é sensivel a compactacao (OLIVIN,

1968; OLLAGNIER et al., 1970; JACQUEMARD et al., 1995). Embora o dendezeiro
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apresente aptidao por solos argilosos, a principal limitagdo ¢ a disponibilidade de dgua
(JACQUEMARD, 1995).

Solos permeaveis, que garantam uma boa aeragdo ¢ boa circulagdo da agua no
perfil é condicdo necessaria para o bom desenvolvimento da espécie. Peralta et al.,
(1985) concluiram que a manutengdo das caracteristicas fisicas do solo pode contribuir
de modo significativo para o aumento dos rendimentos pela melhor utilizacdo dos
adubos.

1.6 Uso e importancia do dendezeiro

A Amazonia possui cerca de 70 milhdes de hectares considerados como areas
aptas ou aproveitaveis para o cultivo do dendezeiro. Dessa area potencial somente 39
mil hectares s3o utilizados efetivamente com a cultura sendo que quase 85% dessa area
cultivada estdo localizadas no Estado do Pard. O Amazonas ¢ o Estado que possui a
maior area potencial para o plantio do dendezeiro - cerca de 50 milhdes de hectares,
correspondendo a 71,4%. Os demais Estados da Amazonia Ocidental como Acre,
Amapa, Rondonia e Roraima tém, em conjunto, nove milhdes de hectares,
correspondendo a 12,9% do total de area potencialmente aproveitdvel (SUFRAMA,
2003).

O cultivo do dendezeiro pode ser considerado como uma atividade em condigdes
de preservar o meio ambiente sem fortes agressdes a floresta nativa porque pode ser
plantado em 4areas alteradas, possibilitando um perfeito recobrimento dessas areas
quando adulto e, na fase jovem, pode ser associado a leguminosas de cobertura de solo.
Por isso, o dendezeiro pode ser enquadrado dentro do chamado desenvolvimento
sustentavel, sendo mais uma oportunidade de negoécios na Amazdénia (SUFRAMA,

2003).
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E uma cultura permanente com producdo continua ao longo do ano, sem
problemas de sazonalidade. Tem vida util, do ponto de vista econdmico, de 25 anos ¢ é,
dentre as oleaginosas cultivadas, a mais produtiva, com rendimentos superiores a 25-28
toneladas de cachos por ha/ano, com rendimento entre 4 a 6 toneladas de dleo por
hectare correspondendo a 1,5 vezes a produtividade do 6leo de coco, a 2 vezes a do 6leo
de oliva e mais do que 10 vezes a do 6leo de soja (SUFRAMA, 2003).

Inimeros sdo os usos ¢ aplicagdes dos 6leos de palma e de palmiste, tanto para
alimentag@o humana e animal como para outros usos nao comestiveis. Para alimentagao
humana, o 6leo de palma ¢ utilizado no preparo de margarina, gordura para panificacao,
biscoito, massas e tortas, po para sorvete, 6leo de cozinha, substitutos de manteiga de
cacau, etc. Na alimentacdo animal, no preparo das racdes balanceadas obtidas através de
uma mesclagem com a torta de palmiste (coproduto resultante do processo de extragao
do o6leo de palmiste) e do dleo de palma (integral ou sua fragdo liquida, a oleina)
(KALINKA, 2002).

Para usos ndo alimenticios, os 6leos sdo usados como insumos na fabricagdo de
velas, cosméticos, crayons, detergentes, biodiesel, 4alcoois graxos, glicerina,
condicionador de cabelos, folhas de flandres, tintas, lubrificantes, plastificantes,
polidores, resinas, xampus, oleoquimico, chapas de ago, sabonete, sabdes, etc. Segundo
estudos, o 6leo de dend€ € rico nas vitaminas A e E, Tocoferol e Tocotrianol, poderosos
antioxidantes, ajudando a combater os radicais livres do organismo e o colesterol,
prevenindo a formagdo de trombos nos vasos sanguineos ¢ atuando como potente
anticoagulante (KALINKA, 2002).

1.7 Conservacao e uso de germoplasma de dendezeiro
Das origens de dendezeiro em avancado estdgio de melhoramento genético e

atualmente em uso pela Embrapa para a produg@o de sementes comerciais, destacam-se



24

a Deli, que predomina da producao mundial de sementes como genitor feminino (Dura)
e a La Mé, uma das duas origens masculinas (Pisifera) mais utilizadas como

fornecedoras de podlen na producdo de sementes comerciais do mundo (BARCELOS et

al., 2001).
r Africa do Oeste
Mauritius (ou Reunion) 1822
Amsterdam
POI;T)Z?;?O Botanical Garden Bogor 1878
= (4 plantas)
sem selecdo = ] 1
arcelas
Economic Garden Bogor 1878 — experimentais Public Garden K.I. 1905
Indonesia
Ornamental Avenue Palms, Plantacdes experimentais K.1.
& Sumatra. 1800-1900 \ 1912

Plantacdes experimentais

Sumatra Oil Palms Estates
1911 em diante Serdanlg 1922
Polinizag&o ’ H 1 g Avenidas

aberta alguma < Programa de Melhoramento} O.P.M Malaysia Ornamentais Rantan Panjan
selecéo possivel RISPA 1922 1924-1929 Estate Malasya
A Programa de Melhoramento? 1 .
Polinizagéo : Chemara Research Station Tennamaram Est. 1917
controlada e Sumatran Estates i 1
~ - p—
selecé@o : .
Programa de Melhoramento: O.P.R.S. - Banting Elmina Estate 1920
Socfin :
Cote d” IVoire/IRHO < > Programa de Melh_oramento
1 Dept. of Agriculture
EMBRAPA/1982...

Figura 2 - Origem da populagdo Dura Deli do programa de melhoramento genético ¢ produgdo de
sementes da Embrapa Amazonia Ocidental - Manaus, 2000.

A populacdo Deli utilizada na produgdo de sementes comerciais de dendezeiro
do tipo tenera ¢ originada a partir de quatro palmeiras plantadas no Jardim Botanico do
Bogor, Indonésia, em 1848, introduzidas via Amsterda da ilha de Mauricio ou da ilha de
Reunido, ndo se sabendo ao certo. Como o dendezeiro ndo ¢ nativo destas ilhas, a
origem exata destas palmeiras ¢ desconhecida (HARDON, 1976; ROSENQUIST, 1985
citados por BARCELOS et al., 2001).

Devido ao numero reduzido de plantas que deu origem a populagdo Dura Deli a
base genética ¢ considerada estreita o que pode comprometer os avangos do programa

de melhoramento genético e aumentar a vulnerabilidade das cultivares comerciais a
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pragas e doengas. Atualmente sdo utilizadas na producdo de sementes comerciais 21
linhagens do tipo Dura do segundo ciclo de selecao recorrente reciproca e nio existe
quantificagdo da variabilidade genética entre e dentro dessas linhagens. O termo
linhagem em dendezeiro é empregado para distinguir as progénies pela sua ascendéncia,
contudo, sdo progénies que passaram por um ou poucos ciclos de autofecundacdo e
ainda apresentam parte de seus locos em heterozigose, situagdo tipica de plantas
aldgamas ¢ perenes (BARCELOS et al., 2001).

A selecdo recorrente reciproca, proposta por Comstock ¢ Robinson (1948), visa
a melhoria simultanea de duas populagdes. Estas populagdes devem ser geneticamente
distantes ¢ de elevado potencial agronémico. Com a sele¢do recorrente reciproca,
teoricamente, se tira vantagem tanto dos efeitos aditivos por meio da concentragdo dos
alelos favoraveis em ambas as populacdes, bem como dos desvios de dominancia, uma
vez que se mantém a distidncia entre as populagdes permitindo explorar o fendmeno da
heterose por meio do cruzamento entre as populagdes e/ou de linhagens oriundas das
mesmas (SANTOS, 2003). Neste método os gendtipos que apresentarem melhor
capacidade de combinagdo com a populagdo reciproca sdo recombinados entre si, assim
pode-se avaliar tanto a capacidade geral quanto a capacidade especifica de combinagao,
aumentando a resposta heterdtica entre as duas populagdes (PINTO, 1995). Segundo
Hallauer ¢ Miranda Filho (1988), o sucesso da selegdo recorrente reciproca depende da
complexidade da caracteristica sob selecdo, da técnica experimental de avaliagdo das
progénies e do efeito ambiente. Isso significa que pode ocorrer melhoria para a maioria
das caracteristicas, no entanto, algumas apresentam maior expectativa de ganhos do que
outras.

As progénies Dura utilizadas na produgdo comercial de sementes de dendezeiro

do tipo tenera pela Embrapa Amazonia Ocidental s3o oriundas do programa de



26

melhoramento genético do CIRAD (Centre de Cooperation Internationale en Recherche
Agronomique pour le Developpement) da Franca, ex-IRHO. Este material foi
introduzido na forma de autofecundagdes ou de cruzamentos entre irmaos de maneira a
reproduzir cruzamentos que se destacaram em testes de progénies Dura x Tenera ou
Dura x Pisifera. A selecdo das plantas Dura submetidas a autofecundacdo ou
cruzamentos entre irmaos foi realizada com base na sua capacidade de combinacao nos
testes de progénies e na avaliacdo per se (BARCELOS et al., 2001).

1.8 Marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como qualquer fenoétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um determinado segmento especifico de DNA que
corresponde a uma regido do genoma e que pode ser expressa ou nao podendo ter
também sua seqiiéncia conhecida ou ndo. Por serem herdados geneticamente e
possibilitarem a diferenciacdo genética de individuos os marcadores moleculares tem
ampla aplicacdo em genética de populacdes ¢ melhoramento genético (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para detecgdo de
variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de DNA para a detec¢do de polimorfismo
genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um niimero virtualmente ilimitado de
marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais marcadores
podem ser utilizados para as mais diversas aplicac¢des, tanto no estudo de genética como
na pratica de melhoramentos de plantas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se
pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA, e assim variam
quanto a habilidade de detectar diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso,

consisténcia e repetibilidade (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980) e
minissatélites ou loci VNTR (Variable Number of Tandem Repeats); (JEFFREYS et al.,
1985). Ja aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores do tipo: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990); SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites) (PARAN &
MICHELMORE, 1993); Microssatélite (LITT & LUTTY, 1989); e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995).

1.8.1 Utilizacdo de marcadores moleculares para o estudo de diversidade genética

O emprego de técnicas moleculares na caracterizacdo dos acessos, além de
orientar o programa de melhoramento na escolha dos cruzamentos mais adequados,
poderd proporcionar um grande avanco na racionalizacdo da instalagdo de novas
colegdes, permitindo entre outros, a constituicdo de colecdes nucleares, onde cerca de
80% da variagdo genética de uma coleg@o pode ser representada por 10% dos acessos
(BROWN, 1989). Em se tratando de uma espécie como o dendé, a utilizacdo dessa
ferramenta em muito contribuird para reducdo dos custos de manutenc¢do das colegdes
vivas no campo. Grandes colecdes internacionais, como o Banco de Germoplasma
Internacional de Cacau, em Tridand, estio sendo caracterizadas com caracteres
morfologicos, agrondmicos, isoenzomdticos e moleculares, com o objetivo de
identificar duplicagdes, erros de identificagdo, e selecionar materiais promissores para o
programa de melhoramento (FIGUEIRA & CASDARDO, 2001).

Para determinag@o mais precisa e segura da variabilidade genética ¢ necessaria

utilizar caracteristicas ndo influencidveis pelo ambiente. Neste sentido, as técnicas em
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biologia molecular permitem a observagdo de polimorfismo diretamente na seqiiéncia
génica dos organismos (ZUCCHI, 2002).
1.8.2 Marcadores Microssatélites

Dentre as técnicas disponiveis atualmente, os microssatélites SSR (Simple
Sequence Repeats — Repeticdes de Seqiiéncias Simples) tem sido muito utilizada em
estudo de genética de populagdes de espécies silvestres devido a robustez,
confiabilidade e praticidade operacional e por serem os marcadores mais informativos
geneticamente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

Microssatélites consistem em seqiiéncias repetitivas em série em numero
variavel encontradas nos genomas de plantas, adjacentes a seqliéncias de copias Unicas,
apresentando um alto nivel de polimorfismo, com alelos possuindo um nimero variavel
de repeticdes basicas (AKKAYA et al, 1992; THOMAS & SCOTT, 1993;
MORGANTE & OLIVIERI, 1993).

Tendo em vista a expressdo co-dominante e o multialelismo, os marcadores SSR
sd0 os que possuem o mais elevado conteudo de informagdo de polimorfismo na
terminologia de marcadores moleculares. Por causa disso, toda e qualquer populagao
segregante pode ser utilizada como populacdo referéncia para estudos de ligacdo e
mapeamento genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

1.9 Diversidade genética em populacdes de plantas

A diversidade genética ¢ a por¢do hereditaria de uma variagdo possivel de ser
observada e mensurada (HAMRICK, 1983). Segundo esses autores, quantifica o
nimero de genotipos possiveis de ser detectado em uma populagdo ou em qualquer
hierarquia.

O grau de variabilidade genética e o padrdo de sua distribui¢do entre e dentro de

populacdes sdo influenciados pelo ambiente e pela localizagdo geografica. Quanto
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maior a variabilidade genética numa populacdo, maior a chance desta sobreviver as
mudangas inesperadas no seu ambiente vital (KAGEYAMA, 1987).

Uma populagdo ¢ definida geneticamente pela soma das freqiiéncias de seus
genes (ou seus alelos), uma medida que da o grau de variabilidade ou heterozigose da
populacdo. Isto pode variar numa mesma espécie se ela formar populagdes em
diferentes habitats (HAMRICK, 1983).

Estudos sobre diversidade genética sdo importantes em programas de
melhoramento, por fornecerem parametros para identificagdo de genitores que, quando
cruzados, possibilitam maior efeito heterotico na progénie ¢ aumento na probabilidade
de recuperar genotipos superiores nas geragdes segregantes, além de permitirem o
conhecimento da base genética da populagio (PANDEY & DOBHAL, 1997; FERRAO
etal., 2002; CARVALHO et al., 2003).

As espécies tipicamente aldogamas apresentam alta variacdo genética
intrapopulacional em detrimento a variagdo genética interpopulacional que ¢ menor,
sendo que a divergéncia dentro de populacdes é inversamente proporcional a quantidade
de fluxo génico (quanto maior o fluxo menor a divergéncia intrapopulacional)
(HAMRICK & LOVELESS, 1986).

A freqliéncia de heterozigotos ¢ considerada como um importante indicador da
diversidade genética, uma vez que cada heterozigoto carrega alelos diferentes e,
portanto, representa melhor a variacao existente (WEIR, 1996). Nei (1973) propde que a
heterozigosidade esperada, ou diversidade génica, seja uma medida mais apropriada por
representar a variagdo tanto em populagdes de espécies autdogamas com em aldgamas.
Além disso, o indice de fixagdo tem sido utilizado como uma medida de desvio do

equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada populagao.
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Outro ponto importante refere-se a maneira pela qual a variabilidade genética ¢
partida entre e dentro de populagdes, ou seja, o nivel de heterogénea (ndo aleatédria) dos
alelos e genétipos no espago ¢ no tempo resultante de forcas evolutivas, tais como
mutagdo, migragdo, selecdo e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada
espécie e populagdo (HAMRICK, 1983).

A endogamia gerada por autofecundagdo ou o cruzamento entre aparentados
também tendera a alterar a freqliéncia de certos alelos em relagdo ao total da populacao.
Assim, tanto por endogamia, deriva genética ou sele¢do podera ocorrer formagdo de
grupos divergentes dentro das populagdes. No entanto, esta diferenciacdo pode ser
contraposta pelo fluxo génico, conforme discutido por Wright (1931), sendo que espécie
com intenso movimento de poélen e sementes tém menor diferenciacdo do que espécies
com fluxo génico restrito (HAMRICK,1989).

Desta forma, fatores como tamanho da populagdo, modo de reproducao
(assexual, sexual), sistema de reproducdo (autofecundacdo, cruzamento, misto), fluxo
génico e tipos de ambientes em que a espécie ocorre influenciam na distribuicdo da
variagdo genética entre ¢ dentro de populacdes. Espera-se que espécies com grandes
populacdes, sistema misto de reproducdo, mecanismos eficientes de dispersdo de
sementes ¢ polen, apresentem alta variacdo genética dentro das populagdes e baixa
entre. J4, para espécies com pequenas populacdes, de autofecundacio e/ou reprodugio
vegetativa, com limitada dispersdo de poélen e sementes, espera-se uma baixa
variabilidade dentro e alta entre as populagdes (HAMRICK & SCHNABEL, 1985 ¢
HAMRICK & LOVELESS, 1986).

A diversidade genética intrapopulacional tem sido quantificada em termos de

numero de alelos por loco (A), percentagem de loci polimoérficos (P), heterozigosidade
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observada (Ho) e esperada (He) sob equilibrio de Hardy-Weinberg, e indice de fixacao

(f) (HAMRICK, 1983 & ROBINSON, 1998).



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

32

Foram analisadas 24 progénies de dendezeiro do tipo Dura (Tabela 1), cada uma

com 17 individuos. Essas progénies estdo em estdgio avangado de melhoramento

genético e sao utilizadas para a produgdo de sementes comerciais de dendé da Embrapa

Amazonia Ocidental.

Tabela 1. Identificagdo dos genitores do tipo Dura utilizados na produ¢do de das cultivares de dendezeiro

do tipo Tenera pela Embrapa Amazonia Ocidental (Campo Experimental do Rio Urubu, 2008).

Progénie Forma de obtencéo da Genitores Ascendéncia dos genitores
progénie — _
Feminino Masculino
LM11490 Autofecundagio LM 3053 D - DASDxDA3D
LM11076 Autofecundag@o LM 3040 D - DA5S5DxDA3D
LM11592 Autofecundacédo LM 3869 D - DA5SDxDA3D
LM11672 Autofecundacao LM 3621 D - DAS5SDxDA3D
LM11547 Autofecundagio LM 3619 D - DASDxDA3D
LM11574 Autofecundag@o LM 3606 D - DASDxDA3D
LM11732 Autofecundag@o LM 3050 D - DA5SDxDA3D
LM12236 Autofecundacédo LM 3037 D - DA5SDxDA3D
LM13533 Autofecundagio LM 3257 D - DASDxDA3D
LM14376 Autofecundagio LM 3038 D - DASDxDA3D
LM12213 Cruzamento entre LM 3869D | LM 3040 D DASDxDA3D
irmaos
LM12119 Cruzamento entre LM 3043 D | LM 3038D DASDxDA3D
irmaos
LM 11310 Autofecundagéo LM 3604 D - DASDXDA3D
LM12366 Autofecundag@o LM 4976 D - DA 115D x LM 269 D
LM12221 Autofecundagéo LM 5215D - DA 115D x LM 269 D
LM12280 Autofecundacédo LM 5100 D - DA 115D x LM 269 D
LM12217 Autofecundagio LM 5229 D - DA 115D x LM 269 D
DA 3991 Autofecundagao DA 115D - DA 115D x LM 269 D
LM 12509 Autofecundag@o LM 4968 D - DA 115D x LM 269 D
LM12826 Autofecundacédo LM 5799 D - DA8DxDA 115D
LM13246 Autofecundacédo LM 2940 D - LM 404 DxDA 10D
LM13375 Autofecundagio LM 3468 D - LM 404 Dx DA 10D
LM 11591 Autofecundag@o LM 2935D - LM 404 DxDA 10D
PO3936 Autofecundacédo PO 1994 D - LM 404DxDA3D

Foram plantadas entre os anos de 1985 e 1987 utilizando o espacamento de 9m x

9m x 9m em triangulo eqiiilatero. Estdo estabelecidas no Centro Experimental de Dendé

do Rio Urubu (CERU) - Embrapa Amazonia Ocidental, o qual estd localizado no
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municipio de Rio Preto da Eva-AM a 150 km ao leste de Manaus/AM. O Centro possui
aproximadamente 412 hectares produzindo sementes de alta qualidade, cuja produgdo
anual ¢ de 2 milhdes de sementes.

Foram coletadas folhas jovens, acondicionando-as em sacos de polietileno,
contendo silica. Esta foi usada com o objetivo de reter a umidade da folha. O material
coletado foi estocado em “freezer” com temperatura de -20 °C para melhor conservagao.
2.2 Extracdo do DNA

Embora exista um nimero grande de protocolos na literatura para extragdo de
DNA de plantas, a maioria dos trabalhos utiliza a metodologia baseada no protocolo de
CTAB. A extragdo foi feita utilizando o método do CTAB (Brometo de
cetiltrimetilamonio) descrito por Murray e Thompson (1980), com algumas
modificagdes.

O tecido foliar foi macerado em cadinho com o CTAB e transferido para os
microtubos pré-identificados, acrescentado 2ul de B-mercaptoetanol. Em seguida foi
levando ao banho-maria a 65°C por 30 minutos. Foi acrescentado o CIA (Cloroférmio:
alcool isoamilico) e centrifugado por 12 minutos a 15000 rpm. O CIA ¢é um solvente
organico que desnatura proteinas que ficam na interface, enquanto o DNA e outros
contaminantes, como os carboidratos € RNAs, se mantém na fase aquosa. Essa etapa
pode ser chamada de desproteinizacdo. Apos essa etapa, o material extraido separou-se
em duas fases, a superior ou aquosa (que contém os acidos nucléicos) e a inferior ou
organica (que contém proteinas, polissacarideos ou pigmentos). Pipetou para novos
tubos a fase aquosa e acrescentou 400 pl de Isopropanol. O material foi incubado por 12
horas (overnight) a -20 °C. O pellet foi lavado com Etanol 70% e 100% e ressuspendido
com solugdo tampao de TE (Tris-HCl e EDTA) acrescido de RNAse. O TE evita a

degradacdo do DNA e a RNAse permite a degradacdo das enzima de RNA.
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2.3 Quantificacao e diluicdo do DNA

A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada em gel de agarose 1 % (p/v)
corado com Brometo de Etidio. Foi comparado o DNA com concentragdes padrdes
conhecida do Fago lambda. O DNA padrao foi utilizado nas concentragdes 50 e 100 ng.
A corrida eletroforética foi realizada em cuba contendo tampao de corrida (10% TBE
10X e 90% de agua destilada) a uma voltagem de 60 Volts por 20 minutos, ¢ de 120
Volts por 20 minutos. Posteriormente o gel foi fotografado sob luz UV e quantificado.
Depois de quantificado o DNA estoque, foi diluido a uma concentragdo de 10 ng de
DNA/ pl com dgua mili-Q.
2.4 Amplificacdo dos loci microsatélites

Amplificagdo se baseia na mistura da solucdo de trabalho contendo o DNA da
amostra com uma mistura de solugdes, que fornecem os reagentes necessarios para a
reagdo (MIX). A quantidade de elementos do MIX para cada amostra foi descrita na

Tabela 2.

. Tabela 2. Reagentes e quantidades usados na Reagdo de PCR

Reagentes Quantidades
H,0 mili-Q 9,8 ul
Buffer Tp10X 2,0 ul
dNTPs (2,5 mM) 1,0 ul
MgCl, (50 mM) 0,9 ul
Primer reverse (2,5 uM) 0,5 ul
Primer forward (2,5 uM) 0,25 ul
Primer fluorescente M13 (HEX ou FAM) (2,5 uM) 0,25 ul
Taq DNA polimerase (5 U/ul) 0,25 pl
DNA (10 ng) 5,0 ul

As amplificagdes dos PCRs foram executadas em um termociclador
Mastercycler Gradient da Eppendorf. As PCRs foram desenvolvidas em duas etapas,

conforme descrito por (RODRIGUES et al., 2004). A primeira etapa consistiu na
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desnaturagdo a 94°C por 1 min, seguida por 35 ciclos a 94°C por 30s. A temperatura de
anelamento (T,) do primer (Tabela 3) por 60s e finalmente a 72°C por 120s. A segunda
etapa inicia-se por um ciclo de 72°C por 8 min, 30 ciclos a 94°C por 30s, logo a 50°C
por 60s, depois a 72°C por 120s, e finaliza com uma extensdo a 72°C por 10 min.

Os quatro primers (Tabela 3) escolhidos para a realizagdo da amplificagdo ja

haviam sido pré-estabelecidos por Billotte et al., (2001) para essa espécie.

Tabela 3 — Seqiiéncia dos primers (formard/reverse) utilizados para os microssatélites de dendezeiro
(Elaeis guineensis) e seus respectivos tamanhos (pb) e temperatura de anelamento (°C) (Billote et al.,
2001).

Nome do Numero de Amplitude Temperatura de

Microssatélite ~ Repeticdes Seqiiéncia 57 a 3" do primer Alélica (pb)  Anelamento (°C)

mEgCIR0008 (GA)s CGGAAAGAGGGAAGATG 195-220 52
ACCTTGATGATTGATGTGA
mEgCIR0219 (GA)17 TTTGCTCGGCGGATACAT 135-187 52
CTCACTGGCCTCTTTCTT
mEgCIR0254 (GA) 5 CCTTTTGTGCTTTCTTC 148-179 52
GCTGTGCACTAGGTTTC
mEgCIR1772 (GT)x ACCTTGTATTAGTTTGTCCA 166-198 52

CTTCCATTGTCTCATTATTCTCTTA

2.5 Diluicdo e genotipagem dos loci

Os produto obtido das PCRs foram diluidos em uma propor¢do de 10%,
especificamente 5 pl do PCR foi diluido em 45 pl de H,O mili-Q para ser utilizado na
genotipagem. Os produtos gerados da PCR (diluidos) foram visualizados em
seqiienciador automatico (Mega Base 1000). A estimativa do tamanho dos alelos (pb -
pares de bases ) foi realizada com o programa Fragment Profiler (GE Healthcare,
England), auxiliado pelo marcador de peso molecular (Size Standard) ET-400-ROX

(GE Healthcare, England).



36

2.6. Analises estatisticas

Foram estimados os parametros que medem a diversidade genética, como o
nimero total de alelos; nimero médio de alelos/loco; as heterozigosidades médias
observada (Ho) e esperada (He); indice de fixagdo intrapopulacional ou coeficiente de
endogamia (Fis) e percentagem de loci polimorficos. Foi calculado o contetido de
informagdo do polimorfismo (PIC: polymorphic information content) para os quatros
loci analisados tanto para as progénies de dendezeiro analisadas. Segundo Botstein et
al., (1980), os valores de PIC sdo classificados em trés niveis: (a) altamente informativo
(PIC > 0,5); (b) moderadamente informativo (0,5 > PIC > 0,25; (c) pouco informativo
(PIC <0,25).

A variancia molecular entre ¢ dentro das progénies foi realizada por meio de
uma abordagem de AMOVA (Analise de Variancia Molecular) (EXCOFFIER et al.,
1992). O teste de significancia para a estimativa da AMOVA foi realizado com base em
bootstrap, considerando 10.000 reamostragens. Todas as analises foram calculadas com

aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2008).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo dos loci microssatélites

Dentre os quatro pares de primers utilizados neste trabalho, de modo geral,
apresentaram baixo grau de heterozigosidade média, tanto observada quanto esperada,
com valores de 0,077 (7,7%) e 0,043 (4,3%), respectivamente (Tabela 4). A média do
contetdo de informagdes polimorficas (PIC) para os quatros loci ¢ igual a 0,093 com

valores indo de 0,042, no loco mEgCIR0254, a 0,167 no loco mEgCIR0219.

Tabela 4. Heterozigosidade esperada He, heterozigosidade observada Ho e conteido de informagéo
polimorfica (PIC) para cada loco.
LOCI He Ho PIC
mEgCIR0008 0,009 0,000 0,050
mEgCIR0219 0,219 0,172 0,167
mEgCIR0254 0,000 0,000 0,042
mEgCIR1772 0,081 0,000 0,070
Média 0,077 0,043 0,093

De acordo com Botstein et al., (1980), um loco é considerado polimorfico
quando PIC > 0,1 que corresponde, aproximadamente, a situacdo em que o alelo mais
freqliente tem freqiiéncia menor que 0,95, e altamente polimorfico quando PIC > 0,7.
No caso especifico deste trabalho, e considerando os critérios acima mencionados,
apenas o loco mEgCIR0219 foi polimérfico.

Botstein et al., (1980), consideraram que o PIC é uma informagdo importante
para caracterizar a diversidade genética da populacdo, e que o seu valor fornece
estimativa do poder discriminatério do marcador, por considerar ndo somente 0 nimero
de alelos por loco, mas também a freqiiéncia relativa desses alelos. Consideraram ainda

que, de maneira geral, os valores de PIC sdo inferiores aos obtidos para a
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heterozigosidade, mas neste trabalho mesmo o marcador considerado polimorfico
apresentou valor de PIC inferior aos de heterozigosidade.

O fato de a heterozigosidade ter sido baixa devido a endogamia presente nas
progénies, somado a baixa riqueza de alelos, contribuiu para os baixos valores do PIC.
Botstein et al., (1980) consideram que existe uma relagdo direta entre o ntimero de
alelos e o PIC, ou seja, ha uma tendéncia de que quanto maior o nimero de alelos maior
sera o valor de PIC.

Weir (1996) considera que o conteudo de informagdes polimorficas representa a
diversidade genética. Assim, o numero de fragmentos com polimorfismo ¢ diretamente
proporcional ao niimero de loci em heterozigose.

Elevados numeros de polimorfismos foram detectados em germoplasma de
outras palmeiras com o emprego de microssatélites. No caso de populagdes de coqueiro
de diferentes variedade e origens geograficas Meerow et al., (2003), Perera et al.,
(2000) e Perera et al., (2001) observaram alta diversidade alélica em estudos com oito
loci.

3.2 Caracterizacao das progénies

As freqiiéncias alélicas obtidas nos quatro loci microssatélites empregados para
o estudo das 24 progénies de dendezeiro estdo apresentadas na Tabela 5. Analisando-se
os dados observa-se que foram obtidos dois alelos por loco, totalizando oito alelos.

As progénies LM11592, LM11547, LM11732, LM12236, LM13533, LM12826,
LM11591 e PO3936 apresentaram-se monomorficas em todos os loci estudados,
podendo ser chamadas de fixadas para estes locos. O loco mEgCIR0254 foi

monomorfico em todas as progénies analisadas.
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Tabela 5. Freqiiéncias alélicas das 24 progénies.

Loco

Progénies mEgCIR0008 mEgCIR0219 mEgCIR0254 mEgCIR1772

Al A2 B1 B2 C1 C2 D1 D2
LM11490 0,00 1,00 0,79 0,21 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11076 0,06 0,94 0,50 0,50 1,00 0,00 0,94 0,06
LM11592 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11672 0,00 1,00 0,94 0,06 1,00 0,00 0,82 0,18
LM11547 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11574 0,00 1,00 0,53 0,47 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11732 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM12236 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM13533 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM14376 0,00 1,00 0,41 0,59 1,00 0,00 1,00 0,00
LM12213 0,00 1,00 0,65 0,35 1,00 0,00 1,00 0,00
LM12119 0,00 1,00 0,47 0,53 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11310 0,00 1,00 0,38 0,62 1,00 0,00 0,94 0,06
LM12366 0,00 1,00 0,03 0,97 1,00 0,00 1,00 0,00
LM12221 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00 0,12 0,88
LM12280 0,00 1,00 0,15 0,85 1,00 0,00 0,18 0,82
LM12217 0,00 1,00 0,56 0,44 1,00 0,00 0,24 0,76
DA 3991 0,00 1,00 0,50 0,50 1,00 0,00 0,18 0,82
LM12509 0,00 1,00 0,44 0,56 1,00 0,00 0,82 0,18
LM12826 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM13246 0,00 1,00 0,94 0,06 1,00 0,00 1,00 0,00
LM13375 0,06 0,94 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
LM11591 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
PO 3936 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00

Considerando-se um loco, quando um alelo ¢ fixado, nenhum outro alelo esta
presente na populagdo, ¢ esta também ¢é dita como fixada. Quando os loci de uma
linhagem sdo fixados todos os individuos na populacdo tém um gendétipo idéntico com
relag@o ao loco em questio.

Frankel et al., (1996) considera que quando um alelo atinge a freqiiéncia 1 ele é
dito como fixado na populagdo e quando atinge a freqiiéncia 0, este foi perdido. As

freqliéncias alélicas ndo variam além dos limites de 0 ¢ 1, e cedo ou tarde, cada



40

linhagem deve atingir um ou outro destes limites. Uma vez a freqii€ncia alélica atinja 0
ou 1 ela ndo pode mudar mais naquela linhagem, a ndo ser na presenga de mutagdo e
migragao.

Das 24 progénies estudadas 16 apresentaram polimorfismo, as menores
freqiiéncias alélicas foram observadas na progénic LM12366 loco mEgCIR0219 com o
valor de 0,03, seguindo das progénies LM11076 loco mEgCIR0008 ¢ mEgCIR1772,
LM11672 loco mEgCIR0219, LMI11310 loco mEgCIR1772, LMI13246 loco
mEgCIR0219 e progénie LM 13375 loco mEgCIR0008 apresentando o valor de 0,06. As
baixas freqiiéncias alélicas nas progénies pode ser um indicativo de deriva genética que
pode acarretar redugdo de variabilidade genética

Frankel et al., (1996) consideram-se similares dois alelos que apresentam
freqliéncia entre 0,350 e 0,650. Analisando a similaridade entre as freqiiéncias alélicas
das 16 progénies polimorficas, observa-se que as progénies LM11076, LM11574,
LM14376, LMI12213, LMI11310, LMI12217, DA 3991, LMI12119 e LMI12509
apresentaram equidade génica entre os alelos somente no loco mEgCIR0219. Nos loci
mEgCIR0008, mEgCIR0254 ¢ mEgCIR1772 nenhuma progénie apresentou equidade
génica entre os alelos. A auséncia de equidade génica, segundo Frankel et. al., (1996),
pode indicar menor diversidade nas populagdes e evidenciar maior suscetibilidade a
fixagdo e perda de alelos quando tais populagdes sdo submetidas a perturbacdes e
gargalos genéticos. Dessa maneira, como ja era esperado nesse trabalho as progénies
avaliadas estdo sujeitas aos efeitos de deriva genética, apresentando alelos que podem
ser perdidos.

As estimativas de parametros genéticos nas 24 progénies de dendezeiro estao
apresentas na Tabela 6. Com base na amplificagdo utilizando os quatro pares de primers

de microssatélites as progénies apresentaram, em média um total de 5 alelos sendo que a
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progénie LM 11076 foi a que apresentou o maior nimero com 7 alelos, resultando em

1,75 alelos por loco.

Tabela 6. Estimativas de pardmetros genéticos em 24 progénies de dendezeiro, onde N: numero de
individuos amostrados; A: Numero total de alelos; n,: Numero médio de alelos/loco; He:
Heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-Weinberg; Ho: Heterozigosidade observada; F:
Coeficiente de endogamia e P: Percentagem de loci polimorficos.

PROGENIES N A Na He Ho F P(%)
LM11490 17 5 1,25 0,0817 0,0735 0,1005 25
LM11076 17 7 1,75 0,1804 0,0735 0,5923 75
LM11592 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000 0
LM11672 17 6 1,50 0,1003 0,0000 1,0000 50
LM11547 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000 0
LM11574 17 5 1,25 0,1246 0,0882 0,0935 25
LM11732 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000
LM12236 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000
LM13533 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000
LM14376 17 5 1,25 0,1211 0,1471 -0,2143 25
LM12213 17 5 1,25 0,1142 0,1765 -0,5455 25
LM12119 17 5 1,25 0,1246 0,0588 0,5278 25
LM11310 17 6 1,50 0,1458 0,1324 0,0920 50
LM12366 17 5 1,25 0,0143 0,0147 -0,0303 0
LM12221 17 5 1,25 0,0519 0,0000 1,0000 25
LM12280 17 6 1,50 0,1354 0,0147 0,8914 50
LM12217 17 6 1,50 0,2132 0,0735 0,6552 50
DA 3991 17 6 1,50 0,1977 0,1324 0,3304 50
LM12509 17 6 1,50 0,1959 0,0441 0,7748 50
LM12826 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000 0
LM13246 17 5 1,25 0,0277 0,0000 1,0000 25
LM13375 17 5 1,25 0,0277 0,0000 1,0000 25
LM11591 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000 0
PO 3936 17 4 1,00 0,0000 0,0000 1,0000 0

Média 17 5 1,25 0,0774 0,0429 0,6362 24

As analises realizadas com os quatro loci SSR nas progénies de dendezeiro
indicaram um baixo polimorfismo, sendo observado uma média de cinco alelos em cada
progénie e 1,25 alelos por loco. Sendo populagdes avangadas de melhoramento ¢ de se
esperar que a selecdo leve a fixagdo de muitos alelos, mesmo aqueles que ndo estdo sob

selecdo.
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Oliveira (2005) utilizando sete primers microssatélites em populagdes de
acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) encontrou no total 42 alelos, com variag¢ao de trés a
dez alelos, e em média seis alelos por primer.

Sawazaki et al., (1998), avaliando 20 ecotipos de palmeiras, incluindo E.
oleracea ¢ E. Espiritosantenis, utilizando 24 primers RAPD, obtiveram basicamente
265 bandas, com 96% sendo polimorficas e altos niveis de polimorfismo, tanto intra
como interespecifico. Ja Costa et al. (2001), utilizando também 24 primers em dez
genotipos de agaizeiro, encontraram um nimero menor de produtos de amplificagdo
(177) e baixa taxa de bandas polimorficas (43%).

Trabalho utilizando marcador do tipo RAPD, para avaliar a diversidade genética
de 43 acessos de tdmara, uma palmeira didica, Sedra et al. (1998) encontraram baixo
nivel de polimorfismo, produzindo apenas 56 bandas polimodrficas e média de 2,9
bandas por primer. O mesmo fato foi registrado por Moretzsohn et al., (2002), quando
avaliaram a diversidade em 175 acessos de caiaué, palmeira monoica conhecida como
dendé da Amazonia, que apresentaram de uma a oito bandas polimoérficas, com média
de 3 bandas por primer.

Germoplasma de outras plantas arbdreas tropicais demonstraram alto nivel de
polimorfismo com o uso do marcador RAPD, como clones de cacaueiro (FALEIRO et
al., 2001; MARQUES et al., 2002; N> GORAN et al., 1994), clones de seringueira
(YAMADA et al., 2002) e progénies de Vitellaria paradoxa, uma espécie da Africa
(FONTAINE et al., 2004).

De modo geral, pode-se aventar que ha uma tendéncia de germoplasma de
plantas arboreas e aldgamas, especialmente aquelas pouco melhoradas, apresentarem
alto polimorfismo, excecdo feita apenas ao caiaué. Assim sendo, o elevado

polimorfismo detectado em 116 acessos de agaizeiro pode estar relacionado ao fato
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dessa espécie ser monoica, de fecundagdo cruzada e encontrar-se em fase de
domesticagdo. Conseqiientemente, ha possibilidades da ocorréncia de ganhos genéticos
significativos com o emprego desse germoplasma em programas de melhoramento
(OLIVEIRA, 2005).

Pela avaliagdo dos quatro loci a percentagem de polimorfismo variou entre 25 a
75% em 15 progénies e ndo apresentou polimorfismo em nove progé€nies. A progénie
LM11076 apresentou sete alelos, com média de 1,75 alelos por loco, assim como a
maior taxa de polimorfismo, com 75%. Foram considerados como loci polimoérficos
apenas aqueles em que a freqii€ncia dos alelos mais comum nao excedia 95%, conforme
Botstein et al., (1980).

Nas progénies LM11672, LM11310, LM12280, LM12217, DA3991 ¢ LM12509
foram observados seis alelos e a percentagem de polimorfismo foi de 50% de acordo
com o critério estabelecido. As progénies LM11490, LM11574, LM14376, LM12213,
LM12119, LM12221, LMI13246 e LMI13375 apresentaram 5 alelos cada uma
totalizando 25% de polimorfismo. Em termos gerais as 24 progénies estudadas
apresentaram niveis de riqueza alélica relativamente baixo devido serem progénies
proveniente de autofecundacdo e cruzamento entre irmdo como pode ser verificado na
Tabela 1.

A heterozigosidade observada (Ho) ¢ a propor¢do de individuos heterozigotos
nas amostras da populagdo, no conjunto das 24 progénies, variou de 0,1765 na progénie
LM12213 para 0,0147 na progénie LM12280 com uma média de 0,0429, enquanto que
a heterozigosidade esperada (He) ¢ a probabilidade de um individuo ser heterozigoto
num loco qualquer, e nesse trabalho ela foi mais elevada. O menor valor foi atribuido a
progénie LM12366 (0,0143) enquanto a progénie LM12217 (0,2132) apresentou o

maior resultado. A heterozigosidade média esperada foi de 0,0774. Em razio da
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heterozigosidade média observada ter sido inferior a heterozigosidade esperada em
todas as 24 progénies, ficou caracterizada a presenca de excesso de homozigotos. O
aumento de homozigotos indica a possivel existéncia de um processo endogamico.

Esta constatacdo pode ser confirmada observando-se a Tabela 1, onde as 24
progénies sdo obtidas por meio de autofecundacdo ou cruzamentos entre meio-irmaos
completos, ambos de genitores aparentados como € o caso de 13 (ascendéncia DA 5 D x
DA 3 A), 6 (ascendéncia DA 115 x LM 269 D) e 3 (ascendéncia LM 404 D x DA 10 D)
progénies. Como o dendezeiro ¢ planta aldgama e as progénies serem geneticamente
aparentadas, ¢ ainda autofecundadas, ¢ de se esperar que os efeitos da endogamia
interfiram diretamente nos indices de heterozigose, contribuindo para a homogeneidade
das progénies.

Como a heterozigosidade pode ser considerada uma medida de variabilidade
genética, nota-se que as baixas percentagens de loci polimoérficos, com média de 24%,
sdo explicadas pela alta homozigose encontrada nas progénies. Menezes et al., (2006),
consideraram que esta medida se refere ao quanto da variagcdo existe na populagdo e
como essa variagdo ¢ distribuida através dos alelos em um loco que ¢ analisado, e que a
baixa heterozigosidade significa pouca variabilidade genética.

O indice de fixacdo médio, mostrado na tabela 6, das 24 progénies confirma em
algumas progénies um nivel alto de endogamia. O coeficiente médio de endogamia
apresentado nas progénies foi de F = 0,6362, com varia¢ao de -0,5455 na LM 12213 a

0,8914 na LM12280.
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3.3 Distribuicéo da diversidade genética entre e dentro das progénies
3.3.1 Indice de fixacdo — Wright

A variabilidade genética total (Ht), pelo Indice de Fixagdo de acordo com
Wright (1965), atingiu uma média de 0,179 (17,9%), mostrando uma baixa diversidade
genética no material avaliado neste trabalho, diferentes dos resultados encontrados por
Hernandez (2005) e Cole et al., (2007) com trés loci microssatélites, e por Couvreur et
al., (2006) com oito loci para popula¢des de pupunheira cultivadas e silvestres. Altos
indices de diversidade genética, diferenciando dos resultados encontrados neste
trabalho, foram encontrados com outras palmeiras cultivadas, como Cocos nucifera
(oito loci SSR; PERERA et al., 2000), Elaeis guineensis e E. oleifera (21 loci SSR;
BILLOTTE et al., 2001).

A maior diversidade observada neste trabalho estd concentrada entre as
progénies, com um valor médio de 0,0788, considerando os quatro loci avaliados. Os
valores da diversidade dentro das progénies variaram de 0,00 no loco mEgCIR0254 a
0,1713 no loco mEgCIR0219 com uma média de 0,0428, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. Diversidade genética total (Ht), diversidade dentro das progénies (Hs), e diversidade entre as
progénies.

LOCO Ht Hs Dst
mEgCIR0008 0,0097 0,00 0,0108
mEgCIR0219 0,4367 0,1713 0,2201
mEgCIR0254 0,0032 0,0000 0,0016
mEgCIR1772 0,2664 0,00 0,0828

Média 0,179 0,0428 0,0788

Furlan et al.,(2007) utilizando 20 primers microssatélite em populagao
melhorada de Pinus caribaea var. hondurensis mostraram que o maior valor de
diversidade genética foi observado entre as progénies (Fst = 0,0901). Esse resultado ¢

extremamente interessante do ponto de vista produtivo, pois a partir dele espera-se obter
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progénies homogéneas em relagdo as caracteristicas de produtividade e qualidade. Ao
mesmo tempo, espera-se uma diversidade entre as progénies, de forma que as melhores
possam ser selecionadas para produtividade e qualidade do produto final e clonadas.

Yokomizo et al., (2002) utilizando 31 progénies de meios-irmaos de pupunheira
(Bactris gasipaes H.B.K.) com o objetivo de estimar alguns parametros genéticos
constatou que o coeficiente de variagao genética foi baixo pelo fato de as progénies
terem sido selecionadas antes da instalagdo do experimento. As progénies foram obtidas
de populacdes ja melhoradas por instituigdes de pesquisa, reduzindo a variabilidade
genética que existe comparativamente em populacdes naturais. Apesar deste fato, as
progénies apresentaram variabilidade genética disponivel para selecdo. Estudos
genéticos aprofundados devem ser realizados sobre as progénies disponiveis no campo
experimental, pois a existéncia de variabilidade genética possibilita encontrar ao menos
um individuo que podera servir de base para cruzamentos futuros.

3.3.2 Analise da variancia molecular - AMOVA

A andlise de variancia molecular revelou diferenga significativa entre as
progénies (0,2021, P < 0,0001), retendo 62,99% da variacao total e, por conseguinte,
alto nivel de diferenciacdo genética (Tabela 8). Ja a diversidade existente dentro das 24
progénies foi de 37,01% da variagao total.

Resultados diferentes foram encontrados por Rodrigues (2006) utilizando oito
loci microssatélites para avaliar a diversidade e a estrutura genética de progénies
selecionadas de trés populagdes de pupunheira da raga Pampa Hermosa onde detectou
que 83,7% do total da variacdo genética foi encontrada dentro das progénies, 15% entre

as progénies dentro das populagdes, e somente 1,2% entre as populagoes.
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Tabela 8. Anélise de variancia molecular obtida das 24 progénies de dendezeiro, utilizando 4 loci SSR.

Fonte de variagdo Variancia  Variangédo % Dst P
Entre 0,2021 62,99 0,6299 0,0001
Dentro 0,1188 37,01
Total 0,3209 100

Ao contrario do que tem sido observado em plantas alégamas, seja em
populagdes naturais ou cole¢des de germoplasmas, onde a maior variabilidade tem sido
encontrada dentro das populagdes/procedéncias do que entre as mesmas, neste trabalho
observa-se que a maior parte da variagdo ficou retida entre as progénies, isso ¢ de se
esperar, pois 91,67% destas sdo oriundas de autofecundagao.

Niveis de diferenciagao genética onde a maior parte da variacdo estava dentro
das progénies, foram obtidos com o uso de SSR e de outros marcadores co-dominantes
em germoplasma de dendezeiro (HAYATI et al., 2004), em populagdes naturais de
palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) submetidas a ac¢do antropica (CONTE, 2008) e em
procedéncias de acaizeiro (Euterpe olerecea Mart) mantidas em colegdo de
germoplasma.

Utilizando 10 loci alozimicos ¢ 8 SSR em 4 populagdes de palmiteiro, Conte
(2008) atribuiu a alta diferenciagdo ao fato da espécie apresentar cruzamentos nao
aleatorios entre individuos aparentados (5%) e biparentais (10%), apesar dessa espécie

se reproduzir por alogamia.
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4. CONCLUSOES

As progénies, no geral, apresentaram baixa diversidade. A maior parte da
diversidade genética observada encontra-se entre as progénies, o que favorece nos
cruzamentos o alcance da heterose.

Os marcadores SSR sdo eficazes na quantificagdo da diversidade genética dentro
e entre as progénies de dendezeiro, pois os mesmos detectaram conteudo de
informacodes de polimorfismos.

O loco mEgCIR0254 apresentou-se monomorfico em todas as progénies
analisadas sugerido que todos os individuos nas progénies t€m um gendtipo idéntico

com relagdo ao 10co em questao.
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