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“We're half way there,
Livin' on a prayer.
Take my hand, we'll make it, | swear”

“It's too late, tonight,

To drag the past out into the light.
We're one, but we're not the same,
We get to carry each other.”

“I'll find my way

Through night and day,
'‘Cause | know | just can't stay
Here in Heaven.”

Aos meus pais Maria Eugénia e Francisco (in memorian)
Aos meus irmdos Tonico, José Roberto, Rubinho e Flavinho,
As minhas irmds Roberta e Ana Paula,

Dedico!
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RESUMO

SILVA, Luiz Claudio Costa. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco
de 2013. Estrutura genética e filogeografia molecular de populacdes
naturais de Acrocomia aculeata nos estados de Minas Gerais e Séao
Paulo. Orientador: Maurilio Alves Moreira. Coorientadores: Luiz Orlando de
Oliveira e Pedro lvo Vieira Good God.

A crescente procura mundial por fontes de energia renovavel tém
direcionado varios estudos com espécies oleaginosas, visando a produgao
de biodiesel. Dentre as varias espécies nativas com potencial para a
producao de 6leo, a macauba (Arecaceae: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood.
ex Mart.)) se destaca por seu grande potencial produtivo e menor demanda
por agua, além da perspectiva por geracdo de emprego e renda. Este
trabalho teve por objetivo investigar a estrutura genética e os padrbes
filogeograficos de populacbes de Acrocomia aculeata, distribuidas nos
Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. Os estudos foram realizados a partir
da amostragem de 64 palmeiras distribuidas em sitios naturais de ocorréncia
da espécie, e por oito individuos de um Banco Ativo de Germoplasma,
provenientes de palmeiras amostradas em diferentes estados. As 64
palmeiras foram genotipadas através de cinco marcas microssatélites (SSR)
e 11 marcas ISSR, e foi realizado o sequenciamento da regido ITS dos
genes nucleares de RNA ribossomal, e do espacador trnT-trnL de cpDNA de
todos individuos. Os altos valores de indice de fixagcdo encontrados indicam
que a espécie possui sistema reprodutivo misto. Analises de agrupamento e
AMOVA revelaram que existe um certo nivel de estruturacdo genética, com
relacdo aos locais de coleta, mas que a maior parte da variabilidade genética
esta dentro de grupos formados a priori. Apesar de aparentar abrigar sitios
polimorficos, nao foi possivel realizar o completo alinhamento das
sequéncias do espacador trnT-trnL. O sequenciamento da regido ITS gerou
um fragmento de 667 bp, abrigando 4 sitios polimorficos, que diferenciaram
4 hapldétipos. O baixo nivel de polimorfismo encontrado sugere que a
ocupacao da area por A. aculeata foi recente. Dois individuos localizados na
regido Nordeste e dois individuos localizados no sudoeste do Mato Grosso

do Sul abrigaram metade da variabilidade haplotipica encontrada. Apesar de
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AMOVA indicar que a amostragem dentro de grupos € a mais indicada para
a regido amostrada, os dados gerados pelas sequencias ITS indicam que a
amostragem em outras regides, como Mato Grosso do Sul e regido

Nordeste, podem revelar niveis significativos de variabilidade genética.
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ABSTRACT

SILVA, Luiz Claudio Costa. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Genetic structure and molecular phylogeography of natural
populations of Acrocomia aculeata on Minas Gerais and Sao Paulo
states. Adviser. Maurilio Alves Moreira. Co-advisers: Luiz Orlando de
Oliveira and Pedro lvo Vieira Good God.

The growing worldwide search for renewable energy sources has directed
several studies with oleaginous species, aiming biodiesel production. Among
the many native species with potential for oil production, the macaw palm
(Areceaceae: Acrocomia aculeate (Jacq.) Lood. Ex Mart.)) stands out for its
great yield potential and lower demand for water, and the perspective for
generating for employment and income. This study aimed to investigate the
genetic structure and the phylogeography patterns of Acrocomia aculeata
populations on Minas Gerais and Sao Paulo states. The studies were
performed from 64 palm trees sampling distributed in natural occurrence
sites of the species, and eight individuals of a Active Germplasm Bank from
palm trees sampled in different states. The 64 palm trees were genotyped
through five microsatellites markers (SSR) and 11 ISSR markers, and we
performed the sequencing of the ITS region of the RNA ribossomal nuclear
genes, and the trnT-trnL cpDNA spacer of all individuals. The high value of
fixation index found indicate that species has a mixed mating system. Cluster
analyses and AMOVA revealed that there is a degree of genetic structure, in
relation of the collection points, but the most of genetic variability is inside the
groups formed a priori. Despite appearing to harbor polymorphic sites, was
not possible to perform the full alignment of the trnT-trnL spacer sequences.
The sequencing of the ITS region generated a 667 bp fragment, harboring 4
polymorphic sites that differed 4 haplotypes. The low level of polymorphism
found suggests that occupation of the area by A. aculeata were recent. Two
individuals located on Northeast region and two individuals located on
southwestern of the Mato Grosso do Sul state harboring half of the haplotypic
variability found. Although AMOVA to indicate that sampling within groups is
more appropriated for the sampled area, the generated data by ITS

sequences indicate the sampling in other regions, such as Mato Grosso do



Sul state and Northeast region, may reveal significant levels of genetic

variability.



1. INTRODUCAO

Desde a invengao do motor de ciclo diesel, ha mais de 100 anos, os
Oleos vegetais sdo conhecidos como forma de combustivel alternativa.
Entretanto, o interesse no desenvolvimento destes 6leos como combustivel
s6 foi intensificado em periodos de adversidade, como nas duas guerras
mundiais e na crise de petréleo nos anos 70. Entretanto, com o aumento da
preocupacao com as questdes ambientais, e as perspectivas de declinio nas
reservas de energia fossil mundial o interesse em combustiveis alternativos
tem sido renovado (Raneses, 1999).

Em 2002, o governo langou o Programa Brasileiro de
Biocombustiveis, com o intuito de desenvolver tecnologias para produgao de
biodiesel, visando diminuir a dependéncia de combustiveis fosseis, utilizando
fontes de energia renovaveis e reduzindo a emissao de gases causadores
do efeito estufa. Além disso, indiretamente levar a um aumento na geragao
de empregos e renda, principalmente pelo estimulo a agricultura familiar
(Moura, 2007). Nesse contexto, existe forte discussdo sobre quais plantas
oleaginosas devem ser utilizadas visando a produg¢do do biodiesel. O Brasil
apresenta grande potencial na produ¢cdo de matéria prima vegetal para a
producao de biocombustiveis. O pais conta com a maior area agricultavel do
mundo, com cerca de 200 milhdes de hectares, energia solar abundante, a
melhor tecnologia agricola do mundo tropical, e quase 200 espécies de
plantas oleaginosas aptas para a produgcdo de o6leo para combustiveis
(Beltrao, 2005), dentre as quais se destacam a macaubeira, o dendezeiro
(Balick, 1979), o pequizeiro (Araujo, 1993), entre outros.

A macauba (Arecaceae: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.)) é
uma palmeira tropical, com ampla distribuicdo no territério americano, e se
destaca pelo grande potencial de produgao de 6leo, podendo chegar a 4000
kg de 6leo/ha, ficando atras apenas de outra palmeira, o dendezeiro (Elaeis
guineensis). Entretanto, a grande vantagem em relacdo ao dendé é o fato de
ela estar adaptada a regides com menor pluviosidade, podendo ser indicado
para a agricultura familiar nestes locais, em detrimento ao dendé, que é
natural de locais de maior precipitagdo (Teixeira, 2005). Além disso, sua
utilizacdo ndo se resume apenas a producdo de Oleo. Sua polpa é

comestivel e rica em carotenoides, a casca pode ser aproveitada na
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fabricacdo de carvao vegetal (Silva et al., 1986), e améndoa tem alto valor
proteico, tendo seu 6leo comparado com azeites de boa qualidade (Pio-
Corréa, 1984). Entretanto, apesar de seu potencial, a espécie carece de

varios estudos que possam viabilizar seu cultivo de forma comercial.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracterizagdo da macauba

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) é uma
palmeira tropical arborescente perene, tipicamente brasileira e com ampla
distribuicdo geografica (Scariot, 1995). Apesar dos poucos dados
citogenéticos disponiveis para a espécie, Abreu et al. (2011) observaram
2n=30, para plantulas germinadas a partir de sementes de palmeiras
localizadas no estado do Para. E conhecida por varios outros nomes, tais
como macauva, coco-de-catarro, bocaiuva, coco-de-espinho, coco-baboso,
macaiba, macacauba, macajuba, macabeira, mucaja, mucaia e mucajuba
(no Brasil), e mbocaya, totai, corozo, tomaco, coyol e corosse (outros paises
da América do Sul e Central) (Lorenzi, 2006). Tal fato pode ser usado para
demonstrar sua grande distribuicdo geografica, sendo encontrada desde o
estado do Parana, até a América Central e sul dos EUA. A espécie tem
como habitat mais comum areas de vegetacdo aberta, com alta incidéncia
solar, e é reconhecida como indicadora de solos férteis. Além disso, é
comum sua agao como colonizadora de areas desmatadas, sendo frequente
em regides de pastagens (Scariot, 1991). A Figura 1 apresenta um mapa de
distribuicdo de histérico de coletas de macauba pelo territorio brasileiro,
entre os anos de 1983 e 2012, a partir de dados disponiveis pelo Sistema de
Informacao Distribuido para Colegdes Bioldgicas: A Integragdo do Species
Analyst e do SinBiota (FAPESP) (SpeciesLink).

O género Acrocomia pertence a familia Arecaceae, dentro da ordem
Arecales, familia onde estido incluidas todas as espécies de palmeiras, tais
como pupunheira, palmeira-imperial, dendezeiro e coqueiro. Existem
inconsisténcias no numero de espécies pertencentes a esse género, devido
a falta de estudos neste assunto. Henderson et al. (1995) comentam que
muitas dessas espécies na verdade sido sinonimias de A. aculeata, como a

A. totai, A. mexicana, A. media, entre outras.
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Figura 1 — Historico de coletas de Acrocomia aculeata no territorio brasileiro,
a partir de dados disponiveis pelo Sistema de Informacgao Distribuido para
Colegdes Bioldgicas: A Integracdo do Species Analyst e do SinBiota
(FAPESP) (SpeciesLink). As ecorregides apresentadas sao: NT1304
(Caatinga), NT0132 (Florestas Umidas do Rio Negro-Jurua), NT0704
(Bosques e Savanas do Cerrado), NT0104 (Florestas Interiores da Bahia),
NTO0160 (Florestas Costais da Serra do Mar), NT0150 (Mata Atlantica do Alto
Parana), NT0907 (Savanas Alagadas do Pantanal), de acordo com Olson
(2001).

Possui tronco unico, do tipo estipe, ereto, podendo atingir até 15
metros de altura. Apresenta grande incidéncia de espinhos escuros na
superficie, especialmente na regido dos ndés (caracteristica do género). O
caule é recoberto pelas bases persistentes das folhas, que séo pinadas e de
comprimento variado, chegando a 5 metros. Os foliolos sdo dispostos para
cada lado da regido central da folha, que é recoberta de espinhos, em

numero aproximado de 130 (Lorenzi et al., 2004).



A floragdo ocorre entre agosto e novembro. As inflorescéncias sao
amareladas, pequenas, agrupadas em cachos pendentes, de até 80 cm de
comprimento, protegidas por uma espata que pode atingir até 2 metros de
comprimento. As flores sdo unissexuais, ficando as masculinas agrupadas
no topo, enquanto que as femininas situam-se na base. Tais flores sao
andréginas, apresentando protoginia. A polinizagdo ocorre principalmente
por meio de besouros (Coleoptera). Apesar do favorecimento a fecundagéo
cruzada, a gitonogamia ocorre em taxas consideraveis, sendo considerada
uma planta de fecundagao mista (Nucci, 2007).

A frutificacdo ocorre a partir dos 4 a 5 anos de idade. O fruto é
globoso com 25 a 50 mm de diametro, liso, de coloragdo marrom-amarelada
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. Em um estudo realizado
no Distrito Federal, no Brasil Central foi observado que cada inflorescéncia
produz em meédia 60 frutos, mas esse numero pode variar de 0 a 271,
conforme a regido (Scariot et al., 1995). O periodo de produgado de frutos

excede os 50 anos (Nucci, 2007).

2.2. Utilizacdo da Macauba

Varias sdo as formas de utilizacdo da macauba, principalmente por
comunidades familiares, muitas vezes ligados a costumes tradicionais,
utilizando frutos, folhas e caule. Os frutos sao a parte da planta com maior
utilidade. O mesocarpo € usado no preparo de doces, geléias, pagocas e
cocadas, além de ser consumido também in natura. Pode também servir
como fortificante. O O6leo extraido do mesocarpo € utilizado como
combustivel e para produgao de sabéao, lubrificante, licores e sorvetes, como
medicinal (agdo analgésica e contra nevralgias), como cosmético (hidratante
capilar) (Lorenzi, 2006). O carvdo produzido pela carbonizagdo do
endocarpo € considerado de melhor qualidade para determinados usos,
como produgdo de matéria prima para gasogénios, siderurgica e uso
doméstico, quando comparado com o carvdo da madeira de eucalipto
(Eucalyptus sp.) (Silva, 1986).



A folha pode ser usada como alimento para o gado, para artesanato e
cobertura de construgdes. A améndoa é um componente bastante nobre,
podendo ser consumida in natura, ou na forma de pacocas. O dleo extraido
da améndoa tem alto valor nutritivo, sendo comparado ao azeite de oliva,
podendo ser utilizado como 6leo de cozinha, hidratante capilar, laxante,
dentre outros. Alguns outros usos relatados sdao a extracdo de palmito do
meristema apical, confeccdo de mourdes, estacas e paredes utilizando a
estipe, e produgao de vinho com a seiva (Lima et al., 2003).

Dentre as varias oleaginosas com potencial para exploragao
comercial no Brasil, a macauba € uma das que apresenta melhores
perspectivas na produgao de biodiesel. Isso se deve essencialmente a trés
aspectos. O primeiro € o grande potencial de produgdo de matéria prima. O
segundo é a adaptagdo a ambientes com menor disponibilidade de agua,
questdo que vem ganhando cada vez maior importancia. Por ultimo, a
possibilidade de garantia de emprego e renda para populagbes de sua
regidao de origem, como modo de frear as correntes migratérias e melhorar a
qualidade de vida dessas populagdes (MDA, 2006).

A Fundagdao Centro Tecnologico de Minas Gerais (CETEC) em
estudos que avaliaram macaubais nativos em solos de média fertilidade,
com produgao aproximada de 100 kg de frutos/arvore/ano, 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. Esta produtividade
pode aumentar muito através de manejo adequado, com a possivel redugao
do espagamento para 6 m x 6 m e melhoramento da espécie. Outro fato
importante é a possibilidade de sistemas de consorciagdo, em destaque com
forrageiras. Em levantamento realizado em maio de 2006, o custo estimado
para producdo de um hectare de macauba foi de R$ 7.000,00 por ano, € a
producao por hectare inclui 4.000 litros de 6leo vegetal, 1.200 kg de carvéo

vegetal, e 5.300 kg de farelos para ragdes (Oliveira, 2006).

2.3. Avaliacéo da estrutura genética de populagcdes naturais
O estudo de diversidade genética em populagbes naturais
compreende a descri¢ao dos niveis de variabilidade genética mantida dentro

das populagdes, assim como o0 modo com que essa variabilidade se
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encontra distribuida entre e dentro das mesmas (Hamrick, 1983). Fatores
evolutivos, como selecao e deriva, sao afetados pela dinamica populacional
das plantas, proporcionando mudangas na estrutura genética das
populagdes (Gaiotto et al., 2003). Ao longo do tempo, a estrutura genética &
resultante da reproducao, da disperséo e da sobrevivéncia dos individuos de
uma populagdo. Portanto, é importante mesclar o conhecimento dos
sistemas de acasalamento e reproducdo, a historia de vida e os fatores
ecoldgicos, pois 0s mesmos tém papéis importantes na dindmica evolutiva e
ecoldgica das populagdes naturais (Loveless et al., 1998).

Populagdes que sofreram com processos de fragmentagao estdao mais
sujeitas aos efeitos da endogamia e deriva genética, devido a redugao de
seu tamanho. Portanto, paisagens que passaram por processos de
fragmentacdo, formando populacbes pequenas e isoladas, estdo mais
sujeitas a esses efeitos genéticos, levando, na maioria das vezes, a uma
menor variabilidade genética (Futuyma, 2002).

A variagdo genética € condicdo fundamental para que ocorra
evolucao, pois a selecao natural atua nas diferengas que ocorrem dentro das
populagdes. Assim, uma maior variabilidade genética na populagéo
condiciona maiores chances de sucesso diante de mudangas ambientais
(Jones et al., 2001). Espécies de ampla distribuicdo geografica, vida longa,
reproducdo cruzada e dispersdao de sementes por animais apresentam
maiores niveis de variabilidade genética. Assim espécies alégamas possuem
maior variabilidade, dentro de suas populagdes, que espécies autdbgamas.
(Hamrick e Godt, 1989).

Em populagbes naturais, os estudos genéticos tém por finalidade
analisar e quantificar a variabilidade genética distribuida no tempo e no
espacgo, sua distribuicdo intra e entre populagdes, permitindo melhor
entendimento de como a seleg¢ao esta atuando em fungao da adaptabilidade
(Estopa et al., 2006). Quando o objetivo final sdo aplicagdes em programas
de melhoramento, estudos de diversidade genética podem fornecer dados
de onde e como coletar o material vegetal, de modo a estabelecer um banco
de germoplasma que seja representativo da variabilidade genética da

espécie.



A quantificacao da diversidade genética pode ser feita por marcadores
morfoldgicos, bioquimicos ou moleculares. Os primeiros a serem utilizados
foram os marcadores morfolégicos, pela maior facilidade do processo. Na
década de 60, foram criados os marcadores isoenzimaticos, que facilitaram
os estudos de variagdo genética (Estopa et al., 2006). Na década de 80, a
criacdo de marcadores moleculares baseados em DNA alavancou ainda
mais o0 processo. Em estudos populacionais de espécies arbdreas, os
marcadores moleculares tém se mostrado uma ferramenta util.

Sao varios os tipos de marcadores moleculares que podem ser
utilizados para os estudos de diversidade genética, dentre os quais, podem
ser citados os SSR (Simple Sequence Repeats — microssatélites), RAPD
(Random Amplification Of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragment
length polymorphism) e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) (Nybom,
2004).

Marcadores do tipo ISSR podem ser utilizados para trabalhos com
espécies pouco estudadas. Isso porque sua metodologia ndo necessita de
conhecimentos prévios sobre a estrutura do genoma, nem a utilizagdo de
primers especificos. Estudos também demonstram que os ISSR detectam
niveis de polimorfismo similares ou superiores aos RFLP e RAPD (Godwin et
al., 1997). Microssatélites, ou marcadores moleculares baseados em
Sequéncias Simples Repetidas (SSR), consistem na repeticdo de
sequéncias de um a seis nucleotideos, e sdo encontrados no genoma de
varios organismos (Goldstein e Schlotterer, 2001). Como principais
caracteristicas, podemos destacar a codominancia, o multialelismo e altas
taxas de polimorfismo.

Trabalhos como os de Camacho e Liston (2001) e Qiu et al. (2003),
utilizaram locos ISSR para avaliar a diversidade e estrutura genética de
populagdes naturais de Botrychium pumicola (Ophioglossaceae), e
Changium smyrnioides e Chuanminshen violaceum (Apiaceae),
respectivamente.

Do mesmo modo, marcadores do tipo SSR tém sido utilizados em
varios estudos, visando acessar a estrutura genética e estimar a
variabilidade genética em populagdes naturais. Podemos citar trabalhos
como os de Collevati et al. (2001), Gaiotto et al. (2003), Lemes et al. (2003),

7



Cole et al. (2007), Nucci (2007), trabalhando as espécies Caryocar
brasiliensis (Arecaceae), Euterpe edulis (Arecaceae), Swietenia macrophylla
(Meliaceae), Bactris gasipaes (Arecaceae) e  Acrocomia aculeata

(Arecaceae), respectivamente.

2.4. Estudos de filogeografia molecular de populagdes naturais

A filogeografia € uma area de estudo que visa integrar principios e
processos relacionados com a distribuicdo espacial e temporal de linhagens
genealdgicas, interespecificamente ou entre espécies muito proximas (Avise
et al., 2000). A filogeografia se encaixa num contexto temporal, com
perspectivas mais amplas do que a ecogeografia tradicional, que foca no
papel de pressdes ecoldgicas contemporaneas, moldando as distribui¢cdes
no espago das caracteristicas dos organismos. Porém, ecogeografia e
filogeografia podem atuar em conjunto, com a filogeografia expandindo e
equilibrando as perspectivas ecogeograficas (Thorpe et al., 1995).

Além de conseguir apresentar os padrbes genéticos das populagdes
naturais no presente, a filogeografia fornece perspectivas para entender
como as populagdes vém se comportando ao longo do tempo, perceber
padrées de variagdo em seu tamanho efetivo (Ne) e interpreta-los sob o
ponto de vista evolutivo e biogeografico. Isto € particularmente importante no
que se refere a conservacgao da diversidade genética da espécie (Templeton,
2004).

Para a realizagcdo das analises, varios tipos de dados podem ser
utilizados, tais como marcadores dominantes, marcadores codominantes e
sequéncias de DNA. Para as sequéncias de DNA, existe uma preferéncia
por DNA de organelas (mitocéndrias para animais e cloroplastos para
plantas), pois estas sdo geralmente hapléides, com heranga materna. Para o
DNA nuclear, espagadores de sequéncias transcritas sdo muito uteis, e
geralmente se apresentam bastante informativos. E importante evitar regiées
codificantes, pois estas podem estar sobre intensa seleg¢ao (Rossi, 2007).

Inimeros trabalhos utilizando abordagens filogeograficas tém sido
encontrados na literatura, de modo a identificar padrdes de congruéncia
entre a distribuicdo geografica dos haplétipos e suas relagdes genealdgicas

(Schaal et al.,, 1998), fornecer suporte para decisbes no ramo da
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conservagao de espécies (Collevatti et al.,, 2003), verificar relacdes
filogenéticas e reconstruir a historia de possiveis eventos de dispersao
(Lessios et al., 1999), inferir rotas de colonizacdo de espécies florestais
(Dumolin-Lapégue et al., 1997), entre outras aplicagdes.

Apesar de ser uma ferramenta poderosa no entendimento da
dindmica populacional das espécies no binbmio espago x tempo,
relativamente poucos estudos filogeograficos com plantas nativas do
territério brasileiro sdo encontrados na literatura, principalmente no que se

refere a familia Arecaceae.

2.5. Melhoramento Genético da Macauba

Atualmente, a exploragcao da macauba é feita através do extrativismo.
Para a utilizacdo comercial da macauba como fonte de 6leo para produgao
de biodiesel, se faz necessario o melhoramento genético da espécie, haja
vista que as populag¢des naturais apresentam grande heterogeneidade com
relac&do a varias caracteristicas agronémicas importantes.

Ao contrario de outras espécies cultivadas no mundo, que vém sendo
alvo de selegdo ha milhares de anos, como o milho e o trigo, a macauba é
uma espécie silvestre, que sofreu minima ou nenhuma selec¢ao antroépica.

A etapa de preparacado para o melhoramento, ou pré-melhoramento,
envolve atividades que visam dar suporte ao melhoramento genético
propriamente dito, como coleta, implantacdo de um banco ativo de
germoplasma e caracterizagdao da diversidade genética existente para a
espécie, visando a identificacdo de gendtipos promissores (Manfio, 2010).

A identificagdo da diversidade genética através de caracteres morfo-
agrondmicos, aliada ao uso de marcadores moleculares, € muito utilizada
pelos melhoristas com a finalidade de escolher genitores e cruzamentos com
potencial para geragéo de boas populacdes segregantes (Manfio, 2010). E
necessario, portanto, determinar quais os caracteres que melhor avaliam a
divergéncia genética ente os gendtipos, o modo como eles devem ser
avaliados, o controle genético destes caracteres e correlagao entre eles.

Manfio (2010), avaliando varias caracteristicas fenotipicas de 145
matrizes de Acrocomia aculeata, provenientes de seis estados brasileiros, e

plantas em fase juvenil de 51 progénies dos estados de Minas Gerais e Séo
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Paulo, concluiu que as caracteristicas que mais contribuiram para a
diversidade genética entre as matrizes foram espessura do endocarpo,
diametro de fruto, volume da améndoa e o peso do fruto. No mesmo
trabalho, avaliando diversas caracteristicas do fruto, este autor concluiu que
quatro frutos sao suficientes para a avaliagao das caracteristicas estudadas,
com coeficiente de determinacdo de 90%. Ainda no mesmo trabalho,
avaliando progénies de macauba na fase juvenil, foram encontrados
coeficientes de herdabilidade de 87% e 48% para numero de folhas e o
crescimento de plantas.

Avaliando frutos de matrizes de diferentes espécies do género
Acrocomia, Conceigéo et al. (2012) encontraram rendimentos de 6leo em
base umida variando de 7,17% a 25,96%. Uma matriz proveniente de Lagoa
Formosa, MG, apresentou rendimento de 6leo em base umida de 25,96%,
sendo o primeiro relato de macaubeira com rendimento acima de 25% para
esta caracteristica, sendo comparavel a alguns cultivares de dendezeiro.

A partir da avaliacdo de diversas caracteristicas biométricas e teor de
6leo de macaubeiras de sitios representativos do Cerrado e Pantanal
brasileiros, Ciconini et al. (2013) ndo encontraram correlagdo entre as
caracteristicas biométricas e teor de 6leo. Em média, as palmeiras de
Campo Grande-MT apresentaram as melhores caracteristicas produtivas
gerais. Palmeiras de Corumba-MS apresentaram frutos menores, porém
mais homogéneos, e com maiores teores de 6leo. Os frutos colhidos em S&o
Gabriel do Oeste-MS foram os maiores e de maior massa, mas nao

mostraram maiores teores de 6leo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar a estrutura genética
e os padrdes filogeograficos de populagbes naturais de Acrocomia aculeata,

distribuidas nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo.

3.2. Objetivos especificos
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e Coletar amostras de folha e fruto, em diferentes regiées dos Estados
de Minas Gerais e Sao Paulo, para extragdo de DNA e formacao de
um banco ativo de germoplasma para a espécie Acrocomia aculeata;

e Selecionar marcadores SSR e ISSR polimoérficos para a espécie;

e Genotipar as subamostras coletadas utilizando marcadores SSR e
ISSR;

e Sequenciar a regidao ITS dos genes nucleares de RNA ribossomal
18S-26S e o espacgador trnT-trnL do genoma de cloroplasto;

e Acessar a diversidade genética entre e dentre populagdes, através do
célculo de coeficientes genéticos.

e Acessar a histéria evolutiva das populagdes, através de analises

filogeograficas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de Material Vegetal

Foram realizadas coletas nos meses de Janeiro, Fevereiro, Outubro e
Novembro de 2011, e Janeiro de 2012, em parte dos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo. Foram acessadas 64 palmeiras de populagdes naturais
destes locais, e cada palmeira teve sua localizagdo marcada, com o auxilio
de um aparelho GPS. Foram coletadas amostras foliares de cada uma delas
e também frutos maduros, quando disponiveis. Para as coletas, foi utilizado
um sistema composto por foice, podao, e cabos de madeira e emendas, de
modo que os cabos pudessem ser unidos.

As amostras foliares foram armazenadas em sacos plasticos de
fechamento hermético, e acondicionados inicialmente em caixa com gelo, e
posteriormente em freezer a -75° C. Os frutos foram armazenados em sacos
de rafia, a temperatura ambiente. Apos alguns meses, os frutos tiveram o
epicarpo quebrado e o mesocarpo (polpa) removido mecanicamente em um
despolpador, apds ficarem em solucdo de hidroxido de sédio por cerca de
um dia. Posteriormente, os frutos foram lavados em agua corrente, e o
endocarpo foi quebrado cuidadosamente em uma prensa mecanica, para

remog¢ao da améndoa. As améndoas foram acondicionadas em camara fria,
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e atualmente estdo em processo de germinagdo, sob supervisdao do
professor Sérgio Yoshimitsu Motoike, do Departamento de Fitotecnia/UFV.

A priori, os individuos foram agrupados, com base em um
zoneamento agroecoldgico/econdmico, em cinco grupos: Alto Paranaiba
(AP), Norte de Minas Gerais (NM), Belo Horizonte e regiao (BH), Triangulo
Mineiro e Noroeste de Sao Paulo (NS), Nordeste de Sao Paulo e Sul de
Minas Gerais (SM). A Figura 2 apresenta a distribuicdo dos 64 individuos
coletados distribuidos nos cinco grupos, e a Tabela 1 apresenta os dados

geograficos dos mesmos.
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Figura 2 — Distribuicéo dos 64 individuos coletados nos cinco grupos formados a
priori.

13



Tabela 1 — Dados geogréaficos dos 64 individuos de Acrocomia aculeata

coletados nos estados de Minas Gerais e S3o Paulo.

Individuo Latitude Longitude Individu Latitude Longitude
]

APO1 19°18'38,6" S 46°06'25,8" W NMO09 17°562'17,8"S  43°57'33,8"W
APO02 19°13'00,5" S 46°0'33,9" W NM10 18°05'27,2"S  44°31'30,2" W
APO3 19°12'5,9" S 45°57°'20,3" W NM11 18°07'28,8"S  45°2527,7"W
AP03-1 19°12'7,8" S 45°57'24,2" W BHO1 19°57'01,0" S 43°28'21,1"W
APO04 18°59'56,9" S 45°57°35,7" W BHO02 19°44'37,0" S 43°33'13,9"W
APO5 18°59'31,1" S 46°01'56,3" W BHO3 19°43'15,2" S 43°39'51,6" W
AP05-1 18°59'31,1" S 46°01'56,5" W BHO4 19°38'45,6" S 43°41'484" W
APO06 18°58'48,1" S 46°07"19" W BHO5 19°37'13,7" S 43°44'05,6" W
APO7 18°34'12,7" S 46°37°34,9" W BHO6 19°47'15,4" S 43°44'18,5" W
AP08 18°29'59,3" S 46°38'29,9" W BHO7 19°48'52,4" S 43°52'29,9" W
AP08-1 18°30'00,6" S 46°38'29,4" W BHO8 19°38'28,5" S 43°46'39,0" W
APO09 18°28'46,5" S 46°41’10,9" W BHO09 19°30'43,5" S 43°45'39,8" W
AP10 18°23'53,7" S 46°56°'30" W BH10 19°49'58,4" S 43°52'174" W
AP11 18°22'18,4" S 46°51'58,5" W BH11 19°52'34,0" S 43°52'27,3"W
AP12 17°56'07,3" S 46°59'15,8" W NSO01 19°32'54,0"S  46°58'38,8" W
AP13 18°29'26,5" S 47°14'52,5" W NS02 19°58'21,4" S 48°26'31,4" W
AP14 18°08'23,7" S 47°03'37,9" W NSO03 19°59'47,8" S 49°02'03,8" W
AP15 18°28'53" S 47°13'54,5" W NS04 21°15'18,4"S  49°57'26,4" W
AP16 18°33'13,9" S 47°24’'30,6" W NS05 21°04'40,9"S  49°45'44,7"W
AP17 18°51'47,7" S 47°27°09,6" W NS06 21°24'33,2" S 48°41'37,1"W
AP17-1 18°51'47,7" S 47°27°09,6" W NSO07 21°59'57,7"S  47°40'45,8" W
AP18 18°56'59,3" S 47°16'26,4" W NS08 21°55'38,1"S  47°35'42,5" W
AP19 19°00'57,7" S 46°5158,2" W SMO09 21°26'40,7"S  46°58'51,8"W
AP20 19°04'23,5" S 46°42'49,7" W SM10 21°39'28,6"S  46°51'56,4" W
NMOO 16°48'5,4" S 43°56'4,6" W SM11 21°37'14,2" S 45°25'44,4" W
NMO1 16°15'42,7" S 44°09'4,5" W SM12 21°22'29,6"S  45°56'14,3"W
NMO02 16°22'41,2" S 44°13'28,9" W SM13 21°15'53,2"S  44°57'37,6" W
NMO03 16°5'19,8" S 44°23'11,9" W SM14 20°28'29,0"S  45°24'46,5" W
NMO04 16°29'25,4" S 44°22'25,6" W SM15 20°09'50,7"S  44°55'41,3"W
NMO5 16°38'7,4" S 44°28'28,4" W SM16 19°47'00,1" S 45°19'19,0" W
NMO06 17°7'42,4" S 43°49'16,6" W SM17 19°45'35,8" S 45°48'40,2" W
NMO07 17°44'27,8" S 44°00" 50,0" W SM18 19°47'20,1"S  46°01'29,5" W

4.2. Extracao de DNA
As amostras foliares foram submetidas ao protocolo de extracdo de
DNA de Doyle e Doyle (1990), com modificagdes. As amostras foliares foram

congeladas na presengca de nitrogénio liquido, maceradas, agitadas e
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transferidas para microtubos com 750 pL de tampao de extragao. Este
tampao foi composto por CTAB 2% (m/v), NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris
HCI 100 mM (pH=8,0), PVP 2% e B-mercaptoetanol 0,2%. As amostras
foram deixadas em banho-maria por no minimo 30 min, em temperatura de
65 °C, sendo agitadas de 10 em 10 min. Apds serem retiradas do banho-
maria, foram adicionados 750 uL de solugao de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1), agitadas por cerca de 10 min e centrifugadas a 14.000 rpm por 6 min.
Os sobrenadantes foram removidos e transferidos para novos microtubos, e
foram adicionados 600-700 pL de isopropanol gelado. O material foi
precipitado em freezer a -75 °C por cerca de duas hh, e centrifugado a
14.000 rpm por 6 min. O sobrenadante foi descartado, e foram adicionados
cerca de 400 pL de etanol 70% ao pellet. Apos leve agitagdo, os microtubos
foram novamente centrifugados a 14.000 rpm por 6 min. O sobrenadante foi
descartado e a etapa de lavagem foi repetida. Apdés a secagem das
amostras em capela de exaustdo, foram adicionados 300 uL de solugéo,
contendo Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM e 40 ug/mL da enzima RNAse. Apos
permanecerem em banho-maria a 37 °C por 30 min, foram adicionados 30
ML de NaCl 5 M e 220 uL de isopropanol gelado, e precipitadas a cerca de -5
°C overnight. Apds a precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 14.000
rpom por 6 min, o sobrenadante foi removido e foram adicionados 400 uL de
etanol 70%. Apos leve agitacdo, as amostras foram centrifugadas, o
sobrenadante foi removido, e foram adicionados 400 pL de etanol 95%. Uma
ultima centrifugacao foi realizada, o sobrenadante foi descartado, e as
amostras foram secadas em capela de exaustdo. Por fim, foram adicionados
100 pL de agua ultra pura e as amostras foram deixadas em banho-maria a
37 °C por 30 min, e acondicionadas em freezer a -20 °C.

O DNA foi quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c,
Uniscience, e sua qualidade foi verificada em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etideo, submetido a uma tensao de 120 V por cerca de 1 h.
As amostras foram diluidas em solugcbes de trabalho, concentragcao de 10

ng/uL.

4.3. Caracterizacao da estrutura genética populacional

4.3.1. Amplificagdo com primers SSR
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Trinta e seis pares de primers do tipo SSR, descritos por NUCCI
(2007), foram adquiridos e utilizados para amplificar uma amostra inicial de
cinco individuos, escolhidos por apresentarem maior distancia fisica entre os
locais de coleta. As reacdes de amplificagcao foram realizadas em volume de
15 uL, contendo 30 ng de DNA, tampao-PCR 1X, MgCl, 2,0 uM,
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 100 uM, primer 0,67 pM e
1U de Tag DNA polimerase. A reacdo de PCR foi programada para uma
etapa inicial a 94 °C por 4 min, 35 ciclos compostos por trés etapas (94 °C
por 40 seg, Tm por 40 seg e 72 °C por 1 min), seguidos por uma etapa final
a 72 °C por 7 min. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 10% em tamp&o de corrida
TAE 1X a 130 V por 4 h. Para visualizagdo dos fragmentos, foi utilizado o
protocolo de coloragdo com prata. Inicialmente, o gel foi submetido a solugéo
fixadora (10% etanol e 0,5% de acido acético glacial) sob agitacdo por 10
min. Em seguida, a solucao foi descartada, e a solugado de nitrato de prata
0,2% foi adicionada sob agitacdo por 10 min. Em seguida, a solugdo de
nitrato de prata foi descartada, o gel foi lavado com agua purificada, e foi
adicionada a solucdo reveladora (NaOH 0,75 M e formaldeido 0,6%) sob
agitagdo. Quando os fragmentos se tornaram visiveis, foi adicionada solugao
de etanol 60% para interromper a reacdo. Por fim, os géis foram
fotografados para anadlise. A determinagdo do tamanho dos fragmentos
gerados foi feita através da aplicagdo de um marcador de 50 pares de base,
aplicado nas duas extremidades do gel, junto com as demais amostras.

Os pares de primers que nao apresentaram amplificacdo satisfatéria
foram submetidos a uma nova reacao de amplificacao, realizada em volume
de 30 pL, contendo 30 ng de DNA, tampao-PCR 1X (Phoneutria), MgCl, 1,5
mM, desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 125 uM, primer 0,4
MM, e 1U da enzima Taq DNA polimerase. A PCR foi programada para uma
etapa inicial a 95 °C por 5 min, 30 ciclos compostos por trés etapas (94 °C
por 1 min, temperatura média de anelamento por 1 min e 72 °C por 1 min),
seguidos por uma etapa final a 72 °C por 8 min.

Os pares de primers que amplificaram produtos polimorficos foram
submetidos a diferentes concentragdes de cloreto de magnésio, formamida e

primers, de modo a melhorar a visualizagdo dos produtos de amplificagao
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em gel de poliacrilamida, e utilizados para genotipar os 64 individuos
coletados. A Tabela 2 apresenta os locos polimorficos, e concentracdes

finais de magnésio, formamida e primers.

Tabela 2 — Locos microssatélites polimérficos, e suas concentracbes de

cloreto de magésio (MgCl,), formamida e primers.

Loco MgCl, (mM) Formamida (% v/v) Primers (uUM)
Aacu07 8,333 2,0 0,67
Aacu10 1,750 1,0 0,67
Aacu12 4,667 1,0 0,67
Aacu26 5,000 25 0,4
Aacu30 1,500 0 0,4

4.3.2. Amplificagdo com primers ISSR

Vinte e cinco primers do tipo ISSR (UBC Primer Set #9 -
Microsatellite) foram utilizados para amplificar uma amostra inicial de cinco
individuos. As reacdes de amplificagdo foram realizadas num volume de 15
ML, contendo 30 ng de DNA, 1X de tampao-PCR, MgCl, numa concentragao
de 3,333 mM, cada um dos desoxinucleotideos numa concentragado de 200
MM, primer numa concentragdo de 0,5 uM, formamida a 1%, e 1U de Taq
DNA polimerase. A PCR foi programada para uma etapa inicial de 94 °C por
4 minutos, 40 ciclos compostos por trés etapas (94 °C por 1 minutos,
temperatura de anelamento por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos), seguidos
por uma etapa final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos de amplificagao
resultantes foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
1,5% em tampéao TBE 1X (0,892 mM de tris(hidroximetil)aminometano, 0,890
mM de acido borico e 0,284 mM de EDTA) a 110 V por 3 horas, corados
com brometo de etideo e fotodigitalizados utilizando um fotodocumentador
(L-Pix, Loccus Biotecnologia). A determinagdao do tamanho dos fragmentos
gerados foi feita através da aplicacdo de um marcador de 100 pares de
base, aplicado nas duas extremidades do gel, junto com as demais
amostras.

Cinco primers que se apresentaram fragmentos reprodutiveis e
polimorficos foram utilizados para genotipar os 64 individuos coletados. Os
dados foram codificados num sistema binario, em que o valor zero (0) foi
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atribuido a auséncia de banda e o valor um (1) foi atribuido a presenca de

banda, para cada fragmento analisado.

4.3.3. Analises estatisticas

O programa Genes versao 2012.30.0001 (Cruz, 2008) foi utilizado
para todas as analises de marcadores SSR e ISSR.

Para cada loco microssatélite, foram calculados Heterozigosidade
esperada (He), Heterozigosidade observada (Ho) e Conteudo de informagéao
polimérfica (PIC). Para os grupos, foram calculados, além dos indices
anteriores, o indice de fixacao (F).

A fim de avaliar os grupos formados a priori, foi realizada uma analise
de agrupamento pelo método de Tocher, a partir dos dados dos marcadores
SSR e ISSR. Foi realizada também uma analise conjunta dos dois
marcadores. Para esta analise, cada alelo de cada loco microssatélite foi
considerado como um loco particular, e a presengca ou auséncia de cada
alelo foi coficada a semelhancga dos locos ISSR.

A AMOVA foi realizada a fim de se verificar a particdo da variabilidade
genética entre e dentre grupos, sob trés perspectivas: a partir dos dados de
microssatélites, de ISSR, e analise conjunta dos dois tipos de marcadores. A
analise foi realizada conforme Excoffier et al (1992), com 2 niveis
hierarquicos, para verificar a particdo da variagdo genética entre e dentre os

grupos definidos a priori.

4.4. Estudos Filogeograficos

Para este estudo a regido espagadora entre o éxon 5’ de trnT (UGU) e
trnL (UAA) do genoma de cloroplasto foi amplificada utilizando-se os primers
A e D, descritos por Taberlet et al. (1991). A reacdo de amplificacao foi
realizada em um volume total de 25 pL, contendo 20 ng de DNA, tampao-
PCR 1X, MgCl, 3,7 mM, desoxinucleotideos 125 pM, primers 0,5 pM, e 1U
de Taq DNA Polimerase. A PCR foi programada para uma etapa inicial a 94
°C por 2 min, 35 ciclos compostos por 3 etapas (94 °C por 1 min, 62 °C por 1
min e 72 °C por 2 min), seguidos por uma etapa final a 72 °C por 5 min. Apos

a reacdo, os produtos obtidos foram verificados em gel de agarose 1,5%,
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purificados com o kit de purificagdo de PCR ExoSAP (Affymetrix) e enviados
para sequenciamento das duas fitas (Macrogen, Coreia do Sul).

As sequéncias geradas apresentaram baixa qualidade. Foi verificada
a existéncia de uma regido de repeticdo da base adenina no interior das
sequéncias, que pode levar a erros na atividade da polimerase. A fim de
contornar este problema, a amplificacdo da regidao em questao foi realizada
em duas reacdes de amplificacéo distintas.

A primeira reacgéao utilizou os primers A e B (Taberlet et al., 1991), em
volume total de 25 yL, composta por 20 ng de DNA, tampao-PCR 1X, MgCl,
6,0 mM, desoxinucleotideos 125 uM, primers 0,5 uM, e 1U de Taq DNA
Polimerase. A PCR foi programada para uma etapa a 94 °C por 2 min, 35
ciclos compostos por trés etapas (94 °C por 1 min, 62 °C por 1 mine 72 °C
por 2 min), seguidos por uma etapa final a 72 °C por 5 min.

A segunda reacdo foi realizada utilizando-se os primers C e D
(Taberlet et al.,, 1991), em um volume total de 25 uL, contendo 20 ng de
DNA, tampao-PCR 1X, MgCl, 1,0 mM, desoxinucleotideos 200 uM, primers
0,5 uM, BSA (albumina sérica bovina) 0,7 ug/uL e 1U de Tag DNA
Polimerase. A PCR foi programada para uma etapa inicial a 95 °C por 5 min,
7 ciclos compostos por trés etapas (94 °C por 1 min, temperatura de
anelamento por 1 min, e 72 °C por 2 min, sendo a temperatura de
anelamento de 58 °C para o primeiro ciclo, e decaindo 1 °C a cada ciclo,
terminando em 52 °C), seguidos por 28 ciclos compostos por trés etapas (94
°C por 1 min, 52 °C por 1 min e 72 °C por 2 min), e uma etapa final a 72 °C
por 7 min.

Para a amplificagdo da regido ITS dos genes nucleares de DNA
ribossomal 18S-26S, foram utilizados os primers universais ITS4 e ITS5
(White et al., 1990). A reacao de amplificagao foi realizada em volume total
de 20 pL, contendo 60 ng de DNA, MgCl; 3,75 mM, desoxinucleotideos 250
MM, primers 0,5 pM, 1,25 yL de DMSO, e 1,25 U de Taq DNA Polimerase. A
PCR foi programada para uma etapa inicial a 94 °C por 4 min, 35 ciclos
compostos por trés etapas (94 °C por 1 min, 62 °C por 1 min e 72 °C por 45
seg), seguidos por uma etapa final a 72 °C por 5 min.

Para esta abordagem, foram adicionadas amostras de DNA de oito

palmeiras de um Banco Ativo de Germoplasma, do Departamento de
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Fitotecnia/UFV, cedidas pelo coordenador do banco Prof. Sérgio Yoshimitsu
Motoike.

Os fragmentos gerados pelas trés reacbes anteriores foram
denominados, respectivamente, fragmento AB, fragmento CD e fragmento
ITS. Estas regides foram escolhidas por terem se mostrado informativas em
trabalhos semelhantes, conforme Barros (2004) e Oliveira et al. (2010).

Os produtos de amplificacdo obtidos pelas trés reacgdes foram
purificados com o kit de purificacdo de reacdo ExoSAP (Affymetrix) e
enviados para sequenciamento das duas fitas na Macrogen (Coreia do Sul).

As sequéncias geradas foram importadas para o aplicativo
computacional Sequencher versao 4.8 (Gene Codes Corporation), para
serem editadas e corrigidas manualmente. A presenga de indels foi
compensada com a introducdo de gaps, para realizar o alinhamento
completo. Os indels foram considerados como um quinto carater, e
codificados de forma que cada indel, independente de seu tamanho, fosse
considerado um evento unico de mutagao.

A rede de hapldtipos foi construida através do aplicativo Network
versao 4.6.1.1 (Fluxus Technology Ltd), através do método Median Joining
(Bandelt et al., 1999).

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da estrutura genética populacional

Dos 25 primers ISSR analisados no presente trabalho, cinco
apresentaram bandas reprodutiveis e polimorficas, com média de 2,2 locos
polimoérficos por primer (Tabela 3). Dentre os 36 pares de primers
microssatélites utilizados, somente cinco amplificaram produtos polimorficos,

com média de 4,4 alelos/loco (Tabela 4).
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Tabela 3 — Sequéncia dos primers ISSR utilizados, com suas respectivas temperaturas de anelamento e niumero de locos

polimorficos por primer.

Primer Sequéncia Temperatura de Nimero de Locos
anelamento (°C) polimérficos
UBC-810 GAGAGA GAG AGA GAG AT 55 2
UBC-824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 53 4
UBC-835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC* 55 1
UBC-836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA* 55 3
UBC-848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG** 55 1

*Y (C,T): *R (A,G)
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Tabela 4 — Pares de primers que amplificaram locos microssatélites polimorficos.

Loco Acesso no Sequéncia dos primers Amplitude Tm A He Ho PIC
Genbank alélica (pb) (°C)

Aacu07 BV703504 F: ATCGAAGGCCCTCCAATACT 135-170 60 3 0,3573 0,1942 0,3075
R: GAAATAAGGGGACCCTCCAA

Aacu10 BV703505 F: TGCCACATAGAGTGCTTGCT 145-170 58 5 0,7016 0,2867 0,6507
R: CTACCACATCCCCGTGAGTT

Aacu12 BV703506 F: GAATGTGCGTGCTCAAAATG 170-195 58 4 0,4079 0,0629 0,3499
R: AATGCCAAGTGACCAAGTCC

Aacu26 BV703508 F: ACTTGCAGCCCCATATTCAG 250-280 56 5 0,3128 0,0091 0,2793
R: GCAGGAACAGAGGCAAGTTC

Aacu30 BV703509 F: TTGTGGAAGAAACAGGTCCC 70-260 52 5 0,5866 0,3473 0,5222
R: TCGCCTTGAGAAATTATGGC

Média 4.4 0,4732 0,1801 0,4219

Tm: temperatura de anelamento; A: nimero de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; PIC:

indice do conteudo de polimorfismo.



De acordo com a classificagdo de Botstein et al. (1980), os locos
Aacu10 e Aacu30 se mostraram muito informativos, enquanto que os locos
Aacu07, Aacu12 e Aacu26 se mostraram medianamente informativos. Em
média, o PIC encontrado neste trabalho foi inferior ao encontrado por Nucci
(2007), com relagao aos cinco locos analisados. Entretanto, para os locos
Aacu1l0 e Aacu30, os valores foram maiores (0,499 e 0,466,
respectivamente). O numero médio de alelos por loco também foi inferior.
Apenas o loco Aacu026 apresentou maior numero de alelos. Em relacédo aos
valores de He e Ho, em média os valores encontrados foram menores aos
relatados por Nucci (2007). Entretanto, para os locos Aacu10 e Aacu30, os
valores encontrados foram superiores.

Na Tabela 5 é apresentada a analise da estrutura genética dos
grupos estabelecidos de acordo com zoneamento agroecoldgico/econémico,

a partir dos marcadores microssatélites.

Tabela 5 — Estimativas de parametros genéticos de diversidade para 5

grupos de A. aculeata, com base em cinco locos microssatélites.

Grupo N Am He Ho F PIC

AP 24 3,6 0,4742 0,1341 0,7172 0,4198
NM 11 3,0 0,5190 0,2545 0,5096 0,4655
BH 11 2,8 0,4351 0,1273 0,7075 0,3874
NS 8 3,4 0,6275 0,3000 0,5219 0,5579
SM 10 2,6 0,3105 0,0844 0,7280 0,2789
Média 12,8 4.4 0,4732 0,1801 0,6368 0,4219

N:numero de individuos; Am: numero médio de alelos; He: heterozigosidade
esperada; Ho: heterozigosidade observada; F: indice de fixagdo; PIC:

conteudo de informacao polimorfica
A analise de agrupamento pelo método de Tocher levou a formagéao

de 15 grupos (SSR), 11 grupos (ISSR) e 18 grupos (analise conjunta). Os

grupos formados se encontram na Tabela 6.

23



Tabela 6 — grupos formados pelo método de Tocher, através de dados de marcadores SSR, ISSR, e da analise conjunta dos

dois tipos de marcadores.

Grupos SSR ISSR SSR + ISSR
1 APO2, APO3, AP03-1, AP04, APO5, AP05-1, APO1, AP02, AP03, AP03_1, AP04, APO5, AP02, AP03, AP03_1, AP04, AP05, APOG,
APQ7, AP12, AP14, APOG, AP08, AP08_1, AP10, AP14, AP17, APO7, AP14, AP20, BHO1
AP17_1, AP18, AP19, AP20, NM01, NMO6,
NMO07, NM08, NM09, NM10, NM11, NM12,
BH11, NS01, NS04, NS05, NS07, NS08,
SMO01, SM02, SM03, SM04, SM06, SM07,
SMO09, SM10.
2 APQ8, AP08_1, AP10, AP15, AP16, AP17, NMO03, NM05, BHO1, BH02, BH03, BHO04, NM12, BH02, BHO3, BH05, BH11, NS0O1,
AP18, AP19, AP20, NM01, NM02, NMO3, BHO05, BHO07, BH09, SM05, SM08 NSO07, NS08, SM01, SM02, SM03, SM04,
NM10, BHO1, BHO04, BHO0S5, BH09, SMO05, SM06, SM07, SM08, SM09
3 AP13, BH03, NS01, NS07, NS08, SM01, NS03, NS04 APO08, AP08_1, AP10, AP15, AP17, AP18,
SMO03, SM04, SM05, SM06, SM07, SM08, AP19, NM01, NM10,
SMO09
4 NMO06, BHO2, BH11 APQ9, AP11, AP15, AP16, NS06 NS03, NS04, NS05
5 NMO05, NM09, BHO7 BHO8, BH10 NMO03, BH04, BHO7, BH09, BH10
6 AP11, BHO6, BHO08, BH10 APO05_1, APO7 NMO05, NM09, NM11
7 APO1, SM10 AP12 NS02, SM10
8 NM11, NM12 BHO6 BHO6, BHO8
9 NSO03, NS04, NS05 AP13 AP11, AP17_1
10 APQ9, AP17_1 NMO04 AP12, AP16
11 NS02, SM02 NMO02 APO1, APO5_1,
12 NS06 AP09
13 NMO7 NS06
14 NMO04 NMO7
15 APQ6 AP13
16 NMO04
17 NMO02
18 NMO06
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Observando os grupos formados por Tocher a partir dos dados dos
marcadores SSR, vemos que os individuos da regidao de Alto Paranaiba
foram divididos em sua grande maioria nos grupos 1 e 2. A maioria dos
individuos da regido do Sul de Minas Gerais e Noroeste de S&o Paulo foram
agrupados no grupo 3. Os individuos das demais regides apresentaram
maior distribuicdo entre os grupos formados. Com base nos dados dos
marcadores ISSR, 38 dos 64 individuos foram agrupados no grupo 1. Este
fato deve ser provavelmente devido ao pequeno numero de marcas
utilizadas (11). No entanto, vemos que neste grupo estdo 8 dos 10
individuos da regiao do Sul de Minas Gerais e Noroeste Paulista. Na analise
conjunta dos dados de SSR e ISSR, novamente os individuos da regido do
Sul de Minas Gerais e Noroeste foram agrupados no mesmo grupo (2), com
excegao do individuo SM10. As divergéncias entre os agrupamentos podem
ser devido, em parte, ao pequeno numero de marcas ISSR utilizadas no
estudo.

Através da AMOVA (Tabela 7), foi possivel verificar que a maior
parte da variabilidade genética estd contida dentro dos grupos, e uma

menor parte se encontra entre grupos.

Tabela 7 — AMOVA gerada a partir dos dados de cinco marcadores SSR, 11
fragmentos ISSR e da analise conjunta dos dois tipos de marcadores.

SSR ISSR Conjunta

FV GL Estimativa Porcentagem Estimativa Porcentagem Estimativa Porcentagem

Entre 4 0,3241 25,6264 0,2029 14,6657 0,7674 17,9659

Dentro 59 0,9407 74,3736 1,1806 85,3343 3,504 82,0341

5.2. Filogeografia molecular

Com base na qualidade das sequéncias ITS obtidas, foi possivel
utilizar nas analises um fragamento de 667 pb em 67 subamostras do Banco
de Germoplasma. Verificou-se a existéncia de quatro sitios polimorficos,
correspondendo a trés transversdes e uma inversdo de bases. Dois destes
sitios apresentaram ambiguidade (polimorfismo intragenémico).

Em relagdo ao espacgador trnT-trnL, o fragmento CD foi formado por

459 bp, totalizando 10 sequéncias analisadas. Entretanto, nenhum sitio
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polimdrfico foi encontrado. Para o fragmento AB, nao foi possivel realizar o
correto alinhamento das sequéncias, devido a sua baixa qualidade. Foram
gerados diversos fragmentos que ndo compartilham as mesmas sequéncias,
e em alguns deles as sequéncias foram de baixa qualidade. Embora tenha
sido possivel alinhar varias sequéncias, gerando um fragmento da ordem de
800-900 pares de bases, uma regiao no interior deste fragmento apresentou
sequenciamento de baixa qualidade na maioria destas sequéncias. Além
disso, esta regido aparenta ter sido alvo de varias inser¢des/delegdes, fatos
que impossibilitaram a determinagao correta das sequéncias nesta regiao.
Novos esforcos devem ser empregados para a elucidagao deste problema,
pois o fragmento AB aparenta revelar maiores niveis de polimorfismo que os
encontrados na regido ITS.

Avaliando separadamente os dois locos do fragmento ITS que
apresentaram ambiguidade, foram encontrados apenas dois haplétipos
parentais. Deste modo, os individuos que apresentaram ambiguidade foram
divididos em duas sequéncias (“a” e “b”), para que fosse calculada a rede de
haplétipos. A Tabela 8 apresenta os quatro haplétipos gerados com seus
respectivos individuos. A Figura 3 apresenta a rede de haplétipos, e a

distribuicdo geografica dos quatro haplétipos gerados.
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Tabela 8 — Hapldtipos formados a partir do fragmento ITS e individuos

pertencentes aos haplétipos.

Haplotipo Individuos N°
Individuos
Hap_1 APO1a, AP02a, AP04a, AP05a, AP06a, AP07a, AP08a, AP08_1a, 59

AP09a, AP10a, AP12, AP13a, AP14a, AP15a, AP16a, AP17a,
AP17_1a, AP19a, AP20a, NM01, NM02, NM03, NM04, NMOS5,
NM06, NM07, NM08a, NM10, NM11a, NM12a, NS01, NS02,
NS03, NS04, NS05, NS06, NS07a, NS08a, SM09a, SM10a,
SM11, SM12, SM13, SM14a, BHO1, BH02, BHO3, BHO04, BHO05,
BHO06, BHO7, BHO8, BH09, BH10, BH11, BAGCU, BAGMS17,
BAGMS34, BAG016

Hap 2 APO1b, AP02b, AP0O3, AP03_1, AP04b, APO5b, AP05_1, APOGb, 30
APO7b, AP08b, AP08_1b, AP09b, AP10b, AP13b, AP14b, AP15b,
AP16b, AP17b, AP17_1b, AP18, AP19b, AP20b, NM08b, NM11b,
NM12b, NS07b, NS08b, SM09b, SM10b, SM14b

Hap_3 BAGMS42, BAGMS48

Hap_4 BAGPARB, BAGPA
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Rede de Hapldtipos
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Figura 2 — Distribuicdo geografica dos quatro hapldtipos de Acrocomia aculeata, para a regido ITS. Cada figura
representa o haplotipo de um individuo, de acordo com a rede de hapldtipos. Circulos preenchidos pela metade
representam individuos com ambiguidade. As ecorregides estdo representadas na Figura 1.
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Os 26 individuos que apresentaram ambiguidade estdo distribuidos
nas regides do Alto Paranaiba, Norte de Minas Gerais, Sul de Minas Gerais
e Nordeste de S&o Paulo. As regides de Belo Horizonte, Tridngulo Mineiro e
Noroeste de S&o Paulo apresentaram o haplétipo 1. Apenas quatro
individuos, localizados na regido do Alto Paranaiba, apresentaram o
haplétipo 2. O haplétipo 3 s6 foi encontrado em dois individuos localizados
na divisa entre o Mato Grosso do Sul e o Paraguai, e o haplétipo 4 foi

encontrado apenas nos individuos localizados na regido Nordeste.

6. DISCUSSAO

Os altos valores de F observados na Tabela 5 estdo abaixo do
esperado para espécies autdgamas, e acima do esperado para espeécies
alébgamas, confirmando que a espécie é de reproducado mista, conforme ja
sugerido por Nucci (2007) e Schincariol et al. (2008). Entretanto, o valor
médio de F encontrado (0,6368) foi relativamente mais alto, se comparado
com os trabalhos citados, que encontraram, respectivamente, valores
médios de F iguais a 0,3490 e 0,4820. Tal fato pode ser explicado pela
formagdo dos grupos, que provavelmente sdo representados por mais de
uma populagdo. A andlise conjunta de populagcbes com diferentes
frequéncias alélicas pode levar ao aumento das estimativas de homozigotos
e diminuicdo da heterozigosidade encontrada, produzindo valores de F
superestimados. Este fenbmeno foi primeiramente documentado por
Wahlund em 1928.

Os resultados encontrados em AMOVA concordam com o0s
encontrados por Oliveira et al. (2012), que analisaram a diversidade genética
em populagdes de A. aculeata de cinco localidades na regido do Norte de
Minas Gerais, e encontraram 17,2% para a variabilidade entre, e 82,8% para
a variabilidade dentro de populagdes.

Os menores valores de PIC encontrados neste trabalho para os cinco
locos microssatélites, com relagdo aos encontrados por Nucci (2007) podem
ser explicados com base nos resultados da AMOVA. Na area de estudo da
autora, foram amostradas 47 palmeiras. No presente trabalho, apesar de o
numero total de individuos amostrados ser de 64, para a mesma area do

trabalho de Nucci, foram amostrados apenas 18 individuos. Se a maior
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porcao da variabilidade genética se encontra dentro de grupos/populagdes, é
esperado maiores valores de PIC para uma amostragem mais densa em
uma mesma regido, do que de uma amostragem menos densa, mas com
abrangéncia de regides, como neste trabalho. O mesmo raciocinio € valido
para o menor numero médio de alelos/loco encontrado neste trabalho, em
relagao ao trabalho de Nucci.

Comparando os agrupamentos formados a priori com os gerados por
Tocher, apesar de provavelmente ndo representarem populacdes distintas,
oS agrupamentos realizados com base no zoneamento
agroecologico/econdmico estdo associados com a estruturagdo genética
existente para a espécie. De acordo com Nucci (2007), esta estruturagao
pode ser explicada pela antropizagdo das regides em que se encontram as
populagdes amostradas, o que levaria a redugéo da variabilidade genética e
do fluxo génico entre as populacdes. Neste ponto, a deriva genética pode
também ser fenbmeno importante para a diferenciacdo das populacdes
(Schincariol et al., 2008).

O baixo conteudo de polimorfismo encontrado no fragmento ITS
sugere que a expansao de A. aculeata nas regides amostradas foi recente.
O padrao encontrado para a rede de haplétipos sugere concordancia com a
categoria V dos padrées filogeografico de Avise et al. (1987). Neste padrao,
linhagens comuns sdo amplamente encontradas em todas as regides,
enquanto que linhagens aparentadas estdo confinadas a um ou poucos
lugares. Isto implica em pequeno fluxo génico contemporaneo entre
populacdes que estiveram fortemente conectadas historicamente.

Trabalhos semelhantes, como os de Barros (2004) e Oliveira et al.
(2010) mostraram que a regiao amplificada pelos primers C e D apresenta
menores niveis de polimorfismo. Desse modo, o baixo nivel de polimorfismo
apresentado pelos outros fragmentos pode ser usado para justificar a
inexisténcia de polimorfismo no fragmento CD.

Os haplétipos 3 e 4 se encontram em ecorregides distintas dos
demais (Chaco Umido e Caatinga, respectivamente), e provavelmente
compde linhagens diferenciadas, mais adaptadas as condigdes onde elas se
encontram. Ao mesmo tempo, estdo situadas na regido de ocorréncia de

duas outras espécies do género Acrocomia, A. totai e A. intumescens,
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respectivamente (Reflora, 2013). A correta distingdo entre estas espécies é
muitas vezes dificultada. E possivel que os individuos amostrados sejam
pertencentes a estas espécies, ou que sejam espécimes de A. aculeata que
estdo ou estiveram em fluxo génico com as mesmas.

Formam-se duas hipoteses para a existéncia dos individuos
ambiguos. A primeira € de que o hapldtipo 2 surgiu a partir de duas
mutagdes ocorridas em individuos do haplétipo 1. Entretanto, seria esperado
que um hapldtipo intermediario entre esses dois fosse também encontrado
na regiao. Este haplétipo pode nao ter sido amostrado, ou ja pode ter sido
extinto. A segunda hipdtese é de que o haplétipo 2 existe ou existia em outra
regido ndo amostrada no estudo, e que houve cruzamento entre individuos
portadores destes haplétipos em algum local onde hoje ocorrem os
individuos ambiguos.

Os resultados encontrados em AMOVA foram realizados com base
em individuos dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo. Entretanto, quando
confrontados com a rede de haplétipos, podemos ver que, numa abordagem
mais ampla, provavelmente teremos estimativas mais significativas da
variabilidade genética entre as regides de ocorréncia dos quatro haplétipos.
E admissivel que a selecdo natural, atuando de forma diferenciada nestes
locais, fruto das diferentes condi¢gdes edafoclimaticas caracteristicas, aliada
ao fluxo génico dificultado pela grande distancia fisica, foi provavelmente
suficiente para que tenha ocorrido diferenciacdo entre as populacbes destas
trés regides, ainda que a expansao da espécie tenha sido recente.

O baixo nivel de polimorfismo encontrado para o fragmento ITS
impossibilita a adogao de outras analises e abordagens filogeograficas, tais
como testes de neutralidade e analise de Mismatch distribution, que sao
utilizadas para estimar e interpretar variagbes no tamanho efetivo das
populacdes.

Para dar seguimento a este trabalho, € necessario expandir as coletas
para as demais regides de ocorréncia de A. aculeata, e das espécies
relacionadas (A. intumescens e A. totai), bem como uma amostragem mais
refinada das regides dos haplétipos 3 e 4. E também importante a realizacdo
de um trabalho de Filogenia, para que seja feita uma melhor definigdo dos

limites entre as diferentes espécies do género Acrocomia.
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Quando os padrbées biogeograficos de ocupacdo da espécie em
estudo sao entendidos, melhores estratégias de captagdo da variabilidade
genética podem ser definidas, visando a construgcdo de um banco de
germoplasma e o melhoramento genético da espécie. Os centros de
diversificagao das espécies sao as regides que abrigam os melhores sitios
de coleta e norteiam os programas de coleta de germoplasma no mundo
(Nass et al.,, 2007). Do mesmo modo, a constatagdo de areas de refugio
direciona a identificacdo de gendtipos adaptados a condigdes ambientais
especificas.

De posse destas informagdes, em conjunto com o histoérico de coletas
da espécie, os conhecimentos prévios de biologia de reprodugdo e os
sistemas de amostragem para outros tipos de palmeiras tropicais, sera
possivel maximizar a captacéo da variabilidade genética. Assim, a melhor
escolha de genitores para cruzamentos, visando o melhoramento da

espeécie, podera contribuir para a obtengao de maiores ganhos genéticos.

7. CONCLUSOES
Os resultados encontrados no presente trabalho permitem concluir que:

a) A espécie possui sistema reprodutivo misto;

b) Existe variabilidade genética entre individuos de Acrocomia aculeata
nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo;

c) A variabilidade genética € maior entre os grupos, de modo que coletas
dentro destes grupos devem ser mais vantajosas que coletas em
todos eles;

d) A regido de Minas Gerais e Norte de Sdo Paulo apresenta pouca
variabilidade para a regido ITS dos genes de RNA ribossomal,
abrigando 2 haplaétipos, indicando ocupacgao recente.

e) Quatro individuos abrigaram metade da variabilidade genética para a
regido ITS, indicando que regides como Nordeste do Brasil e Mato

Grosso do Sul devem ser foco de novos estudos.
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