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RESUMO

SOUSA, Wassali Valadares de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Estudo genético de palmeiras oleaginosas nativas do género Syagrus utilizando
microssatélites. Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Guilherme da Silva
Pereira e Milene de Figueiredo.

As palméceas estdo presentes em quase todo territorio brasileiro. As palmeiras do género
Syagrus possuem muitas espécies produtoras de frutos comestiveis e de grande potencial
oleaginoso, como Syagrus glaucescens (palmeirinha-azul) e S. coronata (licuri). A primeira €
uma palmeira endémica em extingdo, cujas ultimas populagdes estdo localizadas restritamente
na Serra do Espinhago em Minas Gerais. A segunda ¢ representativa da Caatinga, e apresenta
valores significativos de 6leo na constitui¢do de seus frutos, sendo de grande importancia nas
comunidades locais do Nordeste. Estudos genéticos com ambas as espécies sdo importantes
uma vez que suas populagdes nativas estdo em constante degradagdo, o quer pode causar uma
perda irrepardvel de diversidade genética. Os marcadores microssatélites quantificam e
caracterizam a diversidade genética das populacdes a partir de indices genéticos. Estimar a
diversidade genética de espécies ameacadas e constantemente exploradas ¢ fundamental para
conservagdo ¢ manejo sustentado. Este trabalho realizou um estudo genético com as duas
palmeiras utilizando marcadores microssatélites. Foram analisados 67 acessos da palmeira S.
coronata de quatro areas de coleta no Norte de MG e 14 acessos de S. glaucescens de duas
procedéncias. Os 15 pares de primers microssatélites testados permitiram obter 8 locos
polimorficos para S. glaucescens na transferibilidade de locos a partir da palmeira S. coronata.
O estudo de diversidade genética de S. coronata foi realizado a partir de 13 locos polimorficos,
tendo um total 124 alelos, com uma média de 5 alelo/loco. As heterozigosidades observada e
esperada obtiveram um valor médio de 0,35 e 0,62, respectivamente. Dentre as varidveis da
estrutura populacional, o Fis da espécie estimado para todos os alelos foi de 0,30, o Fst = 0,02,
resultando em um fluxo génico estimado de 12,25. O estudo de transferibilidade de locos entre
as espécies S. coronata e S. glaucescens se mostrou efetivo. Os acessos nativos de S. coronata
apresentaram elevado grau de diversidade genética, principalmente dentro das populagdes. O
fluxo génico alto e a proximidade entre as localidades de coleta contribuiram para obten¢ao da
baixa variabilidade genética entre as populagdes. Quando analisadas em conjunto, as

populagdes de S. coronata e S. glaucescens mostram uma grande distancia genética, mas com



uma ligacdo ancestral entre si. As informag¢des obtidas subsidiam estudos genéticos futuros,

contribuindo para a sua conservagdo e pré-melhoramento das duas espécies.

Palavras-chave: Syagrus. Genética molecular. Microssatélites. Oleaginosas.



ABSTRACT

SOUSA, Wassali Valadares de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2022.
Genetic study of native oilseed palms of the genus Syagrus using microsatellites. Adviser:
Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-advisers: Guilherme da Silva Pereira and Milene de
Figueiredo.

Palm trees are present in almost all Brazilian territory. The palm trees of the genus Syagrus
have many species that produce edible fruits and have great potential for oil production, such
as Syagrus glaucescens and S. coronata. The first species is an endemic palm tree under
extinction risk. Its last populations are located in the Serra do Espinhago, Minas Gerais. The
second species is found in the Caatinga biome. It presents oil-rich fruits, which makes them of
great importance in the local communities of the Northeast. Genetic studies with both species
are important since their native populations are in constant degradation, which might result in
an irreparable loss of genetic diversity. Microsatellite markers can be used to quantify and
characterize the genetic diversity of populations. Estimating the genetic diversity of endangered
and constantly exploited species is fundamental for conservation and sustainable management.
This work carried out a genetic study with both palm trees using microsatellite markers. Sixty-
seven accessions of S. coronata from four collection areas in Northern MG and 14 accessions
of S. glaucescens from two sites? were analyzed. The 15 pairs of microsatellite primers tested
resulted in eight polymorphic loci for S. glaucescens from the transferability of loci. The genetic
diversity study of the palm S. coronata was carried out with 13 polymorphic loci, resulting in
a total of 124 alleles, with an average of 5 allele/locus. The observed and expected
heterozygosity an average value of 0.35 and 0.62, respectively. Regarding population structure,
FIS = 0.30, and FST = 0.02, resulting in an estimated gene flow of 12.25. The locus
transferability study between S. coronata and S. glaucescens species proved effective. The
native accessions of S. coronata showed a high degree of genetic diversity, especially within
populations. The high gene flow and the proximity between the collection sites contributed to
the low genetic variability among populations. S. coronata and S. glaucescens show a large
genetic distance between them. The information obtained subsidizes future genetic studies,

contributing to the conservation and pre-improvement of the two species.

Keywords: Syagrus. Molecular genetics. Microsatellites. Oilseeds.
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1. INTRODUCAO GERAL

O territério brasileiro ¢ marcado por uma rica flora. As palmaceas, em particular, se fazem
presentes em quase todo territorio. Sao de grande importancia na economia de subsisténcia e
alto potencial socioeconOmico para as comunidades locais e tradicionais (JARDIM e
STEWART, 1994), especialmente nas regides Norte ¢ Nordeste, onde se encontram as
populagdes mais vulneraveis. Noblick (1986) afirma que depois das gramineas, as palmeiras
sao o segundo grupo dentre as monocotiledoneas em termos de importancia econdmica; e,
conforme a Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) (1996), constitui,
dentre todos os grupos vegetais, a terceira familia mais utilizavel do mundo, ficando atras
apenas das gramineas e leguminosas.

Hé uma grande quantidade e diversidade de palmeira nativas no Brasil, as quais possuem
diversas aplicagdes (DA SILVA et al., 2019). Por exemplo, a presenca endémica e a alta
producao de oleo por unidade de area, sobretudo em comparacdo com outras espécies
oleaginosas, sdo as principais vantagens das palmaceas oleaginosas. Stachiw et al. (2016)
postulam que essas palmeiras representam um forte apoio a agricultura familiar proporcionando
melhorias na qualidade de vida em regides carentes por meio da valorizacdo do potencial
regional. A exploragdo de espécies oleaginosas nativas pode servir de base para um modelo de
desenvolvimento tecnologico e industrial autossustentado (BARBOSA et al. 2009; VILELLA
etal., 2014).

O género Syagrus pertence a familia Arecaceae, possuindo atualmente 65 espécies, 2
subespécies e 14 hibridos naturais. O género ¢ distribuido por toda a regido Neotropical, sendo
bastante restrito a8 América do Sul (NOBLICK, 2017), e tendo o Brasil central e oriental como
o centro de sua distribuicdo. Apesar da nitida importancia para economia nacional, e a grande
biodiversidade da familia Arecaceae, hd poucos estudos quanto ao potencial e a aptidao
agrondmicos das espécies nativas, incluido as do género Syagrus, as quais podem se tornar
verdadeiras culturas agricolas.

Devido a todo seu beneficio gerado, espécies deste género vem sofrendo degradagdo de suas
populacdes nativas, ocasionado por praticas agricolas inapropriadas, gerando perdas
irrecuperaveis de variabilidade genética em areas de ocorréncia natural. Deste modo, aten¢ao
deve ser direcionada a estudos relacionados a caracterizacao ecologica, variabilidade genética,
conservagao de germoplasma, sele¢do de gendtipos superiores e desenvolvimento de métodos
eficientes de propagacdo. Neste contexto, faz-se necessario conservar as espécies e subsidiar o

desenvolvimento de futuros trabalhos de melhoramento genético.
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1.1- Licuri

O licuri, Syagrus coronata Martinus., ¢ uma palmeira nativa do Brasil, povoando
preferencialmente as regides secas e aridas da Caatinga, abrangendo o norte de Minas Gerais e
o semiarido nordestino, onde ocupa principalmente a por¢ao oriental e central da Bahia até o
sul do Pernambuco (NOBLICK, 1986). Nestas areas, o licuri serve como fonte de alimento e
desenvolvimento local. Suas améndoas sdo consumidas in natura pelas populagdes e
empregadas para a fabricacao de produtos alimenticios (BONDAR, 1938); folhas e endocarpo
sdo utilizados na fabricagdo de artesanato regional (LORENZI et al., 2004); e o 6leo extraido,

considerado de alta qualidade, ¢ utilizado como alimento e na producao de sabdo.

Caracteriza-se por apresentar porte mediano, atingindo cerca de dez metros de altura e 25
cm de didmetro, sempre apresentando estipe Unico. As folhas de coloragdo verde clara atingem
comprimento de até trés metros, e se distribuem sempre em cinco fileiras arranjadas. As flores
sdo pouco atraentes por serem muito pequenas, geralmente desprovidas de colorido vistoso,
hermafroditas ndo funcionais ou unissexuadas, podendo apresentar representantes tanto dioicos
como monoicos, sendo estes Ultimos os mais comuns (ALVES ¢ DEMATTE, 1987). A
inflorescéncia possui 23 compostos volateis no aroma emitido, que ndo diferem entre as fases
masculina e feminina (BARBOSA et al., 2021). A composi¢do quimica do perfume floral indica
que a palmeira desenvolveu estratégias para ser predominantemente polinizada por gorgulhos
de pequeno porte. De fato, Barbosa (2021) constatou que suas inflorescéncias sao
predominantemente visitadas por uma variedade de besouros, cuja riqueza e abundancia variam
ao longo das diferentes fases de antese.

O licuri ¢ de grande importancia ecoldgica para diversas espécies de aves (como araras,
maracands, papagaios € periquitos) que se alimentam de seus frutos (AROUCHA &
AROUCHA, 2013). A drupa do licuri ¢ uma das fontes priméarias de alimentacdo da arara-azul-
de-lear (Anodorhynchus leari). Esses agentes dispersores de sementes sdo capazes de espalha-
las por vérias areas, o que garante uma maior distribuicao espacial e contribuindo para o fluxo

genético e a variabilidade genética.

A espécie ¢ diploide contendo 16 pares de cromossomos (2n=32) (LAM,1998), sendo sua
propagacdo exclusivamente sexuada/ seminifera. Entretanto, Rocha (2009) concluiu que S.
coronata apresenta sistema reprodutivo misto devido a ocorréncia de polinizagdo cruzada e
possibilidade de autofecundagdo decorrente da sincronia entre as fenofases masculina e
feminina em uma mesma planta, haja vista que ndo ha autoincompatibilidade polinica. Ela ¢

classificada como xendgama facultativa, muito embora apresente elevadissima razao Polen /
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Ovulo (ROCHA, 2009). O fluxo intenso de visitagdo nas inflorescéncias indica a sua provavel
elevada contribuicdo para a xenogamia na espécie, e, adicionalmente, reflete a importancia da
floragdao continua como estratégia para assegurar a presenca constante de polinizadores. Esta
atividade influencia tanto o sucesso reprodutivo da planta, como os padroes reprodutivos € o
fluxo génico (ABREU, 2001).

A frutificacdo ocorre seis anos apds o plantio e a produgao média anual em um licurizal
nativo ¢ de 2.000 kg/ha de frutos e, sob técnicas e manejo adequado (poda de folhas velhas,
capinadas plantas daninhas, adubagao, etc.), a produgdo de frutos pode alcancar até 4.000 kg/ha

(DRUMOND, 2007).

Segundo Crepaldi et al. (2001), em termos de composi¢do nutricional, os frutos sdo
considerados altamente energéticos, tendo em vista que apresentam um valor caldrico de 635,9
kcal/100 g, distribuidos em 108,6 kcal/100 g para a polpa e 527,3 kcal/100 g para a améndoa.
A constituicdo bioquimica da améndoa € equivalente a 49,2% de lipideos e 11,5% de proteinas;
enquanto que a polpa dos frutos apresenta um teor de carboidratos totais equivalente a 13,2%.
Neves (2021) afirma que geno6tipos de licuri oriundos da regido Norte de Minas Gerais possuem
uma produgdo de dleo significativo na polpa e na améndoa, superior a 20% na polpa e a 50%
na améndoa. Existe uma grande variabilidade na composi¢ao de acidos graxos na améndoa, o
que torna estd uma espécie atrativa do ponto de vista industrial devido a gama de aplicagdes

(Neves, 2021).

1.2- Palmeirinha Azul

A espécie Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc., € conhecida popularmente como palmeirinha
azul ou coco de pedra. Endémica da Serra do Espinhaco, a palmeira apresenta grande
importancia ecologica por ser uma fonte preferencial de alimento para muitas espécies de aves,

algumas delas altamente vulneraveis, como a arara-azul-de-lear.

Ela se caracterizada principalmente pelo caule solitario e decumbente, geralmente arqueado,
e, em condi¢cdes normais, frutifica durante a primavera e verdo. Multiplica-se apenas por
sementes, cuja germinagdo ¢ baixa e pode demorar seis meses ou mais (LORENZI et al., 2010;
NOBLICK, 2017). Os individuos podem atingir at¢ 4 m de altura, possuem crescimento lento
e sdo geralmente encontrados agrupados em pequenas subpopulagdes (MIOLA et al., 2010).
Apresenta pico de floracdo sazonal com data média no més de maio, inicio da estagdo seca,

com pico de frutificagdo com data média em novembro, durante a estacdo chuvosa e pico de
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dispersao de sementes com data média em janeiro, auge da estagdo chuvosa (BELO et al.,

2013).
Em seu estudo sobre a distribui¢do espacial da espécie, Miola (2011) observou que a

distribuicao de S. glaucescens foi fortemente associada aos afloramentos rochosos,
possivelmente ditada por uma associagao entre afloramentos de quartzito, altitude, declividade,
estado nutricional do solo e varidveis bidticas, como a presenga de dispersores de sementes. Os
individuos de S. glaucescens costumam apresentar sistema radicular associado a fendas de
rochas, de forma que, muitas vezes, os individuos apresentam grande deformagdo de estipe

(MIOLA; FERNANDES, 2015).

Contudo, S. glaucescens vem tendo sua ocorréncia ameacada. Além do comércio ilegal de
individuos para fins ornamentais, a pressao mineraria tem contribuido para desaparecimento da
espécie, especialmente dado sua associagdo direta com os afloramentos de quartzito, material
mineral de forte apresso no mercado internacional. Por conseguinte, ¢ cada vez mais visivel a

necessidade da realizacdo de agdes para a conservacao desta espécie ameagada de extingdo.

1.3- Marcadores microssatélites e 0 melhoramento

O melhoramento genético tem sido um dos grandes responsaveis pelos avangos na
agricultura, com o desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela maior produtividade,
quer pela melhor adaptacdo aos ambientes adversos. O sucesso de um programa de
melhoramento genético depende fundamentalmente de algumas etapas como a escolha de
genitores que produzam individuos com a melhor combinagado de alelos favoraveis, e a sele¢dao
de gendtipos superiores em populagdes segregantes.

Para Hughes et al. (2008), a diversidade genética ¢ considerada um componente-chave da
biodiversidade, ndo somente importante em processos evolutivos, como também interferindo
em processos ecologicos. As variagdes morfoldgicas e fisiologicas entre plantas e populacdes
sdo consideradas relevantes diante das pressdes de selegdo do ambiente, sendo essas variagdes
resultantes da variabilidade de alelos presentes na populacao (YOUNG; BOYLE; BROWN,
1996). Assim, em termos de defini¢do, a diversidade genética quantifica essa variabilidade
genética existente (HUGHES et al., 2008).

Uma potente ferramenta para auxiliar o melhoramento sdo os marcadores moleculares, que
permitem quantificar e caracterizar a diversidade genética das populacdes a partir de indices
genéticos comumente utilizados em estudos de genética de populagdes, tais como: as

frequéncias de gendtipos e alelos, a propor¢do de loci polimorficos, a heterozigosidade
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observada e esperada ou ainda por meio do pardmetro de diversidade alélica (TORO;
CABALLERO, 2005). A riqueza alélica ¢ um componente extremamente afetado pelas
mudangas no tamanho populacional, e ¢ caracterizado pelo nimero de alelos existentes na
amostra (NAMKOONG et al., 2005), sendo este parametro considerado relevante para estudos
em programas de conservagdo (PETIT; EL MOUSADIK; PONS, 1998). Entretanto, o indice

mais conhecido e utilizado ¢ a heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho).

Os genomas eucaridticos apresentam varias classes de sequéncias repetidas e uma delas
consiste de repeti¢des em tandem de 1 a 6 nucleotideos, sendo denominadas microssatélites ou
SSR (Simple sequence repeat) (CAIXETA et al., 2009). As regides genomicas que flanqueiam
as sequéncias repetidas sao conservadas dentro de uma espécie, permitindo o desenho de pares
de primers entre 20 e 30 pb, que sdo utilizados para amplificar os as regides contendo
microssatélites. Os polimorfismos no tamanho dos fragmentos amplificados devem-se as
diferengas no nimero de elementos simples repetidos, necessitando de géis de alta resolugdo para
a separacdo dos fragmentos, uma vez que estes diferem por poucos pares de base (CAIXETA et

al., 2009).

Em plantas, os microssatélites foram rapidamente implementados em varias espécies e sao
utilizados até hoje na construcdo de mapas genéticos, nos estudos de diversidade e no
melhoramento assistido. Dentre as vantagens que tornaram esses marcadores largamente
utilizados podem-se destacar a alta frequéncia e a distribui¢do ao acaso nos genomas eucariotos,
além de serem codominantes e multialélicos, fornecendo um elevado nivel de informacao
genética por loco (ZOLET et al., 2017). A técnica de SSR ¢ de facil execugdo e altamente
reproduzivel, quando comparada com outras metodologias. Uma limitacdo da técnica ¢ a
obtencdo dos primers especificos que flanqueiam os microssatélites, requerendo a construcao de
bibliotecas gendmicas enriquecidas, o sequenciamento € o desenho dos primers (CAIXETA et
al., 2009). Tal limitacdo tem sido superada com os avangos nas técnicas moleculares, incluindo

0 sequenciamento em grande escala.

E urgente a necessidade de estabelecimento de acdes de conservacdo para as palmeiras
brasileiras vulneraveis como o licuri e a palmeirinha azul, posto a incomensuravel importancia
dessas espécies para as populacdes rurais tradicionais e a fauna. Compete adotar modelos
sustentaveis de exploracao dos recursos, que se mostrem efetivamente capazes de assegurar a
continuidade de uso e que concorram concomitantemente para a melhoria na qualidade de vida

do povo local, ao tempo em que garantam a adequada oferta de recursos para a fauna silvestre.
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2- OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como meta estudar duas palmeiras oleaginosas nativas do género
Syagrus da regido norte de Minas Gerais, utilizando marcadores microssatélites, embasando

estudos futuros de conservagdo e acdes de pré-melhoramento.
2.1- Objetivos especificos
a- Obten¢do do DNA gendmico de qualidade dos genotipos de S. coronata e S. glaucescens.

b- Realizar transferibilidade de locos microssatélites entre as espécies S. coronata com S.

glaucescens de forma efetiva.
c- Selecionar primers efetivos para S. glaucescens embasando estudos populacionais futuros.

d- Estimar parametros de diversidade genética dos acessos nativos de licuri provenientes da

porcao norte de Minas Gerais;

e- Realizar uma comparagao baseada em distdncia genética entre as espécies S. coronata e

S. glaucescens.

Os resultados deste trabalho sdo apresentados nos dois capitulos que compdem esta
dissertacao:

No capitulo 1, intitulado “Transferibilidade de locos em S. glaucescens: Selecdo de
marcadores SSR para estudos de conservagdo desta espécie endémica e em extingdo”, sdo
apresentados os resultados da amplificagdo cruzada de locos entre duas espécies do género
Syagrus, servindo como base de estudos futuros de conservacgao.

No capitulo 2, intitulado “Diversidade genética de acessos nativos da palmeira licuri
(Syagrus coronata (Mart.) Becc.) e estudo comparativo com a palmeirinha azul (Syagrus
glaucescens Glaz. ex Becc.)”, sdo apresentados os resultados dos parametros de diversidade
genética e estrutura populacional da palmeira licuri nativa localizada na regiao norte de Minas

Gerais.

3-METODOLOGIA GERAL

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal,
localizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE) /Pomar Campus pertencente ao

Departamento de Agronomia (DAA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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3.1- Area de estudo e coleta de material vegetal

Entre dezembro de 2019 e margo de 2020, Neves et al (2021) realizou expedigdes de campo
para identificacdo e coleta de material vegetal de popula¢des naturais de licuri e palmeirinha
azul. O local de coleta abrangeu o Norte do Estado de Minas Gerais, especialmente os
municipios de Capitdo Enéas, Jaiba, Rio Pardo de Minas, Salinas, Olhos D’agua e Couto de
Magalhaes (Figura 1). Os frutos maduros coletados foram encaminhados para o Laboratorio de
Biotecnologia e Melhoramento Vegetal, onde foram germinados e plantados em sacos plasticos.
As mudas jovens obtidas foram empregadas no desenvolvimento do presente trabalho para
obtencdo do DNA gendmico a partir das folhas de S. coronata ¢ S. glaucescens. Foram
utilizados 67 acessos de licuri provenientes de quatro localidades, e 14 acessos de palmeirinha

azul prevenientes de duas localidades (Tabela 1).

Figura 1: Distribuicao dos acessos de licuri (1, 2, 3 e 4) e palmeirinha azul (5 e 6) na regido
do estado de Minas Gerais.

|| Caatinga
[ Cerrado

B Mata Atlantica

1- Jaiba; 2- Capitdo Enéias; 3- Rio Pardo de Minas; 4- Salinas; 5- Olhos D’agua; 6- Couto de Magalhades
Fonte: IBGE, 2014 (Adaptada)
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Tabela 1- Procedéncia dos genotipos de Syagrus coronata (licuri) e S. glaucescens (palmeirinha

—azul), coletados no norte de Minas Gerais

Genotipos Procedéncia/ Municipio
S. coronata

la2l Jaiba (1)
22 a46 Capitao Enéas (2)
47 a 66 Rio Pardo de Minas (3)
67 Salinas (4)
S. glaucescens

lall Olhos D’agua(5)
12a14 Couto de Magalhaes(6)

Para o georreferenciamento das matrizes foi utilizado receptor GPS (Global Positioning

System) modelo 60 CSX-Garmin para coleta de dados como latitude, longitude e altitude

(Tabela 2).

Tabela 2- Georreferenciamento dos 67 acessos de S. coronata e 14 de S. glaucescens, obtidos
de seis localizagdes distintas.

| EsPEcie

ACESSO

LATITUDE

LONGITUDE

ALTITUDE (m)

S. coronata

O 00 N O U1 A W N P

e el e O e
© 00 N O LA W KN R, O

NN
= O

S$15° 20'52.40278"
§15°20'52.40278"
S$15° 20' 05.69845"
$15° 20' 05.69845"
S$15° 20' 05.69845"
$15° 20' 05.69845"
S15°19'43.74776"
$15°19'43.74776"
S$15° 20' 46.67228"
$15°20'46.67228"
S15° 20'47.51748"
$15°20' 49.85633"
S15°20'45.11827"
§15°20'45.11827"
S15°20'45.11827"
$15°20'45.31743"
S$15° 20'45.31743"
§15°20'37.38989"
$15° 20' 37.38989"
$1514'23.71992"
$15 14' 39.48568"

W43°42'19.18581"
W43°42'19.18581"
W43° 48' 53.25338"
W43° 48' 53.25338"
W43° 48' 53.25338"
W43° 48' 53.25338"
W43° 48'53.67462"
W43° 48' 53.67462"
W43° 42' 14.85300"
W43°42' 14.85300"
W43° 44' 26.80944"
W43° 44'28.93586"
W43° 44'27.12145"
W43° 44'27.12145"
W43° 44'27.12145"
W43° 44'24.94162"
W43° 44'24.94162"
W43° 44" 21.39969"
W43° 44'21.39969"
W43 41' 11.04013"
W43 41' 51.83472"

476.215
476.215
513.466
513.466
513.466
513.466
518.032
518.032
479.820
479.820
479.099
482.944
483.185
483.185
483.185
485.348
485.348
483.665
483.665
473.091
548.314



S. coronata

22
23
24

25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

66
67

$16°12'19.75206"
$16° 12' 24.80695"
$16°11'10.45642"
S16°11'11.71501"
$16°11'11.65315"
$16°11'11.65315"
§16°11'11.65315"
$16°11'11.65315"
§16°11'11.65315"
$16°11'11.65315"
$16° 11' 07.98661"
$16°11' 08.68516"
$16° 11' 09.94405"
$16°11'09.42203"
S1611' 14.70051"
S16 11' 14.70051"
$1611' 06.55843"
S16 11' 06.55843"
$1611' 05.14625"
S16 11' 02.49509"
$1611' 10.18666"
$16 11' 10.33663"
S$1611'13.58253"
S$16 11' 13.58253"
$1611'13.58253"
S15 44' 58.58776"
S15 44' 58.58776"
S15 44'58.58776"
S15 44' 58.58776"
S15 44'58.58776"
S15 44' 57.52832"

S15 44' 57.52832"

S15 44' 57.52832"
S15 44'57.52832"
S15 44' 57.52832"
S15 44' 57.52832"
S15 44'57.52832"
S1545' 07.76091"
$1545'07.76091"
S1545' 07.76091"
$1545'07.76091"
S1545' 07.76091"
$1545'07.76091"
$1545'07.76091"

$1545'07.76091"
S16 8' 36.00400"

W43° 35' 47.20544"
W43° 35' 50.28720"
W43° 34' 34.03746"
W43° 34' 35.24928"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 35.31416"
W43° 34' 47.36267"
W43° 34' 46.32888"
W43° 34' 40.21304"
W43° 34' 35.35459"
W43 34' 41.13911"
W43 34' 41.13911"
W43 34' 43.90645"
W43 34' 43.90645"
W43 34' 43.91369"
W43 34' 41.99698"
W43 34' 35.47408"
W43 34' 33.91042"
W43 34' 35.27795"
W43 34' 35.27795"
W43 34' 35.27795"
W42 20' 40.45348"
W42 20' 40.45348"
W42 20' 40.45348"
W42 20' 40.45348"
W42 20' 40.45348"
W42 20' 41.66711"

W42 20'41.66711"

W42 20'41.66711"
W42 20'41.66711"
W42 20'41.66711"
W42 20'41.66711"
W42 20'41.66711"
W42 20'47.68579"
W42 20' 47.68579"
W42 20'47.68579"
W42 20' 47.68579"
W42 20'47.68579"
W42 20' 47.68579"
W42 20' 47.68579"

W42 20'47.68579"
W42 18' 11.15484"

592.294
593.255
582.200
580.517
579.316
579.316
579.316
579.316
579.316
579.316
586.285
584.843
588.208
588.929
546.391
546.391
579.796
579.796
579.796
582.200
580.517
580.998
580.517
580.517
580.517
716.303
716.303
716.303
716.303
716.303
712.938

712.938

712.938
712.938
712.938
712.938
712.938
751.871
751.871
751.871
751.871
751.871
751.871
751.871

751.871
786.000

22
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S. glaucescens

1 S$17°34'12.67412" W43° 40' 59.12952" 1.053.002
2 $17° 34'30.58410" W43°41' 01.98858" 1.024.163
3 §17° 34'30.42930" W43°41'03.27705" 1.029.930
4 §17° 34'31.37619" W43° 40'57.86519" 1.022.240
5 §17°34'31.17070" W43° 40' 57.30092" 1.022.480
6 S17° 34'33.01589" W43° 40'56.21976" 1.013.588
7 §17°34'05.47198" W43°41' 08.52928" 1.074.391
8 §17° 32'28.83913" W43°43'31.88518" 1.109.239
9 §17° 32'28.27848" W43° 43'31.41958" 1.112.844
10 §17°32'28.90341" W43°43'30.14288" 1.110.681
11 §17°32'10.92281" W43° 43'57.73929" 1.109.239
12 $18°06'21.18357" W43°29'43.31514" 834.784

13 $18°08' 28.19103" W43°30'32.31397" 721.590

14 $18° 06' 08.94495" W43°29'16.75010" 782.633

3.2- Extracao e qualidade do DNA genémico

A extracdo do DNA genomico do tecido foliar foi realizada a partir de 30 mg de amostras
maceradas em nitrogénio liquido com auxilio do grau e pistilo. O material macerado foi
transferido para microtubos Eppendorf de 2 mL. O processo de extracdo do DNA genomico das
folhas foi realizado por meio do protocolo CTAB 2% proposto por Doyle e Doyle (1991), com
adaptacgdes.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1% e a quantidade do DNA
mensurada em Espectrofotometro de microplacas Multiskan™ GO Termofisher. Foram usados
os comprimentos de onda de 230 nm, 260 nm, 280 nm e 320 nm para quantificar o sal, DNA,
proteinas e outros contaminantes, respectivamente. Apos a verificacdo da qualidade e
quantidade do material genético, o mesmo foi diluido para a concentracdo de 30 ng/uL e

armazenado a —20 °C até o uso.

3.3- Escolha dos marcadores microssatélites e otimizaciao

Os primers microssatélites de S. coronata obtidos por Barbosa et al. (2019) (Tabela 3) foram
selecionados para avaliar a transferibilidade de locos com a espécie S. glaucescens e para o
estudo de diversidade genética da palmeira licuri. Visando a padronizacao das condigdes dtimas
de amplificagdo, foram realizados testes de concentragdo do MgCl, variando em 0.5 mM, entre
1 mM e 2 mM. As temperaturas de anelamento (T°a) de cada par de primers utilizados na
otimizagdo foram calculados dois graus a baixo e acima a partir da Tm (temperatura de melting)

sugerida pelo fabricante, e variando em 1 °C.
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O programa utilizado para amplificagdo teve uma fase de desnaturagao inicial a 95 °C por 4
min e ao final, uma extensao por 10 min a 72 °C. Os quarenta ciclos de amplificacdo contiveram
30 segundos de desnaturacao a 95 °C, 30 segundos de anelamento dos primers com variagao
na temperatura ¢ um tempo de extensdo que foi ajustado de acordo com os fragmentos
amplificados, considerando que a eficiéncia de extensdo da enzima ¢ de 1000 pb por minuto.
Os produtos da PCR foram revelados em gel de acrilamida 6% corados com prata seguindo a
metodologia descrita por Creste et al. (2001). As concentragdes de MgCls e as temperaturas que
permitiram a melhor resolucao e visualizacao dos alelos polimorficos para cada loco foram

selecionados para analise posterior.

Tabela 3: Caracteristicas dos marcadores microssatélites utilizados para genotipagem das
espécies estudadas.

_ Amplitude
Loco Primers Motivos ) Ta(°C)
alélica (pb)

F: TGC ATT GTC GTC GTA GTG GT
SYAS3 TCCay 268-274 59
R: GCT TTT CGC TCA CAA ACA GC

F: TAG GGC TTC CTC CGC TAA GA
SYAS54 TCi0) 256-276 60
R: GGT CCA AGA TCC CTT CCA AGG

F: TGT ATG CTT GTC TTG GTG CA
SYA36 ATqo) 279-297 59
R: ACT AAG ATC GAA ATC CAA ATC CAG T

F: TTT AAG GGG GTG CAC CTC AC
SYA92 TCa7) 189-212 59
R: CAG CAA AAA CAC GGC TAA CCA

F: CGG TAG GAG CGG GTT TAT CC
SYA100 AATCCC) 282-297 58
R: CGG TAG GAG CGG GTT TAT CC

F: CCA GCT TTG ATA GAT ACA TGC ACA
SYAI115 AGay 219-239 58
R: GCA TGG GCA AGA AGT CTC CA

F: GCT ACC CCC GAA GAC AAA CA
SYA116 TGTA) 256-274 59
R: TCA GCC ATC ATT AGT CAA CTA GAG A

F: AGT TCC GTG CAG ATC AAT GGT
SYA117 ACqs) 219-226 60
R: TGC AGA TGA GTG TCT TGC TT

F: CCT GCC CAC CCA GCA AAA TA
SYA124 AGan 175-186 59
R: AGT TGC TCA TGA ATA GCT CTC CA

SYA126 | F: CGA AAA CCG GAT CTG GGG AA CTas) 255-276 58
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R: AGG GAT GGT TTG TAG TGG CG

F: GGG TCA TGT GGC CTC ACT TA
SYA127 ACqy 278-287 58
R: GCT TTA TGT TAT ATA TGA TCC GAG CT

F: TGT GCC ATA TAC GCA TAT AGC CA
SYA129 AAAAAG) 175-189 59
R: TCC TCC CCT CTC TTA GGT GC

F: TCA AAG CTG TGC TAT CTA TGG CA
SYAI31 TTTATAs) — 253-260 58
R: ACC TGG TTT GAT CTT GGC CT

F: ATT GCC GGT TGC CTC ATT TG
SYA143 TTTTA 279-300 58
R: TCT CGT GTT GGA GGC ATG AC

F: ACT GGG GAA AAG CAA GTG ACA
SYA148 TTTTTCs) 226-291 58
R: ACCTTG CTG GGC TCCTTITTT

F=forward; R=reverse; Ta: Temperatura de anelamento

Fonte: Barbosa et al., 2019 (Adaptado)

3.4- Amplificacio do DNA por PCR

As PCRs foram conduzidas em microtubos de PCR (8x0,2ml) em tiras para um volume final
de 20 pL, com 2 pLL. de DNA gendmico (30 ng/uL), 0,9 uL de cada primer, Forward e Reverse
(10 uM), 0,2 pL de Taq DNA Polimerase (5 U/uL), 0,45 pLL de ANTP mix (10 mM), 2 uL de
cloreto de magnésio (50 mM) e 2 pL. de tampao de PCR (10X Taq Buffer com KCl), obtendo
o volume total com adicdo de agua destilada autoclavada. As rea¢des foram conduzidas em
Termociclador (Mod. Veriti® 384-well Thermal Cycler - ref. 4388444 / Applied Biosystems).
Utilizou-se para amplificagdo de todos os primers otimizados o programa idem ao topico
anterior, com o valor de anelamento nico padronizado para condi¢do 6tima conforme Tabela
3. A separacdo e visualizagdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando eletroforese em gel

de acrilamida 6%, corado com nitrato de prata (REFERENCIA).
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CAPITULO I

TRANSFERIBILIDADE DE LOCOS EM Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.:
SELECAO DE MARCADORES SSR PARA ESTUDOS DE CONSERVACAO DESTA
ESPECIE ENDEMICA E EM EXTINCAO

RESUMO

Palmeirinha azul (Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.) € uma palmeira da familia Arecaceae,
endémica do estado de Minas Gerais. A populacao vem declinando a uma taxa alarmante, sendo
classificada como uma espécie em extingdo. Os marcadores microssatélites sdo largamente
utilizados para o estudo de populacdes nativas fornecendo informagdes quanto a diversidade
entre e dentro de populacdes, fluxo génico e outros pardmetros genéticos. O presente estudo
realizou uma amplificagdo cruzada de locos microssatélites de licuri (S. coronata) para S.
glaucescens com o objetivo selecionar marcadores que permitam a geragao de informagdes para
estudos sobre a domesticacdo e conservacao da espécie ameacada de extin¢do. Ao todo, 15
pares de primers desenvolvidos para S. coronata foram testados em palmeirinha azul. Treze
destes foram transferidos de uma espécie para outra, sendo 8 polimorficos entre os genotipos
avaliados. Usando o gel de poliacrilamida, foi encontrada uma média de quatro alelos por loco,
em uma amostra de 14 individuos nativos obtidos de duas localizagcdes. Os oito locos
polimérficos permitiram estimar parametros genéticos iniciais, tais como a heterozigose
esperada média (He= 0,583) e observada (Ho=0,495). O dendrograma obtido a partir da
distancia genética de Nei formou quatro agrupamentos distintos. Os resultados obtidos mostram
que ¢ possivel a transferibilidade de locos microssatélites de S. coronata para S. glaucescens,

constituindo como uma ferramenta promissora para analises genéticas populacionais.

Palavras chave: Palmeirinha azul. Espécie vulneravel. Conservacao. Microssatélites.
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TRANSFERABILITY OF LOCI IN Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.: SELECTION
OF SSR MARKERS FOR CONSERVATION STUDIES OF THIS ENDEMIC AND
ENDANGERED SPECIES

ABSTRACT

Blue palm trees (Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.) is a palm tree of the Arecaceae family,
endemic to the state of Minas Gerais. The population has been declining at an alarming rate,
and it is currently classified as a dying breed. Microsatellite markers are widely used for the
study of native populations, providing information on diversity between and within populations,
gene flow and other genetic parameters. The present study carried out a cross-amplification of
licuri (S. coronata) loci to S. glaucescens with the objective of selecting microsatellite markers
that allow the generation of information for studies on the domestication and conservation of
the endangered species. In all, 15 pairs of primers developed for S. coronata were tested on
blue palm. Thirteen of these were transferred from one species to another, being 8 polymorphic
among the evaluated genotypes. Using the polyacrylamide gel, an average of 4 alleles per loci
was found in a sample of 14 native individuals obtained from two locations. The 8 polymorphic
loci allowed the estimation of initial genetic parameters, such as the average expected
(He=0.583) and observed (Ho=0.495) heterozygosity. The dendrogram obtained from the
genetic distance of Nei formed four distinct clusters. The results show that the transferability
of microsatellite primers from S. coronata to S. glaucescens is possible, constituting a

promising tool for population genetic analysis.

Keywords: Blue palm trees. Vulnerable species. Conservation. Microsatellites.
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1- INTRODUCAO

Localizado entre trés dominios vegetacionais - Caatinga, Cerrado ¢ Mata Atlantica —
encontra-se os Campos Rupestres da Serra do Espinhaco de Minas Gerais. Esta ecorregiao ¢
considerada um hotspot da biodiversidade, abrigando inimeras espécies endémicas como a
Palmeirinha azul, Syagrus glaucescens. Os individuos costumam apresentar forte associagao
direta com os afloramentos de quartzito (MIOLA, 2015). Devido as condigdes naturais dos
campos rupestres, a palmeirinha azul apresenta resisténcia a seca e ao fogo, um dos maiores
agentes transformadores da natureza e que exerce influéncia direta sobre seu padrdo de
distribuigao (MIOLA, 2011).

As populagdes da palmeira estdo declinando a uma taxa alarmante, restando apenas alguns
individuos jovens, enquanto individuos maduros sdo quase que extintos. A destrui¢ao do habitat
e as pressoes antropicas, como a mineragdo de rochas ornamentais e de revestimento, a extragao
ilegal para paisagismo e atividade agricola desordenada tem sido a causa desse declinio
(LEITMAN et al., 2015). Por essa conjuntura, a espécie foi considerada "Vulneravel" (VU) em
avaliagdo realizada pela IUCN (International Union for Conservation of Nature) (IUNC, 2009),

urgindo estudos que visem sua preservagao.

O conhecimento sobre a distribui¢ao da variabilidade genética entre e dentro de populacdes
nativas de S. glaucescens € necessario para a adocao de estratégias para conservacao de seu
germoplasma. Os marcadores SSR sdo poderosas ferramentas para este tipo de estudo.
Entretanto, a falta de informacgdes na literatura e o alto custo e tempo para o desenvolvimento
de primers para espécie torna atraente a alternativa de transferibilidade de locos entre espécies
do mesmo género (CIPRIANI, 1999). A transferibilidade € uma consequéncia da homologia da

sequéncia de DNA das regides que flanqueiam os microssatélites.

A transferibilidade de sequéncias de primers de marcadores microssatélites € inversamente
relacionada com a distdncia evolutiva entre as duas espécies (XIONG, 2010). A literatura
mostra muitos estudos que indicam a possibilidade de usar pares de primers em espécies do
mesmo género, ou até mesmo entre géneros diferentes. O presente trabalho realizou uma
amplificacdo cruzada entre locos das espécies S. coronata e S. glaucescens, sendo o principal
objetivo selecionar marcadores microssatélites que permitam a geracao de informagdes para a

conservagao e domesticacao desta espécie, ameagada de extingao.
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2- METODOLOGIA

2.1- Material vegetal, obten¢do do DNA e transferibilidade de marcadores (S. coronata

para S. glaucescens)
As amostras de S. glaucescens foram coletadas em duas municipalidades mineiras

(Olhos D’agua e Couto de Magalhaes) conforme descrito no item 3.1 da Introdugdo Geral. A
obtencdo do DNA gendmico, a visualizagdo dos alelos a partir das reacdes de PCR ¢ a

transferibilidade foram realizadas conforme descrito nos itens 3.2 a 3.4 da metodologia geral.

2.2- Analise de dados

As frequéncias alélicas e genotipicas para cada locos foram obtidas a partir das leituras de
dados nos géis de acrilamida. Essas frequéncias foram submetidas ao programa R v. 4.1.0 (R
CORE TEAM, 2018) usando o pacote adegent (JOMBART, 2018). A estrutura de variabilidade
foi visualizada usando dendrogramas construidos a partir de uma matriz de distancias genéticas
de Nei (NEI, 1972) e os critérios de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Avarages). A estabilidade dos clusters foi testada por um procedimento de

reamostragem bootstrap a partir de 10.000 dendrogramas.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 15 primers aqui testados foram classificados conforme a eficiéncia das amplificacdes
pela PCR, a saber: 53,3% (oito pares de primers) amplificaram o DNA e se mostrou polimorfico
entre os gendtipos nos produtos de PCR; 33,3% (cinco pares de primers) tiveram uma
amplificacao sem polimorfismo e 13,4% (dois pares de primers) ndo amplificaram.

Deste modo, foram transferidos 13 locos entre as espécies e os oito polimorficos foram
utilizados para um estudo genético envolvendo os acessos e S. glaucescens disponiveis. Todos
os primers foram submetidos a0 mesmo programa e equipamento tendo apenas o valor de
temperatura de anelamento variando para cada marcador genético (Tabela 1). Os gendtipos que
nao amplificaram satisfatoriamente foram submetidos a duas repeti¢des de reacao confirmando
a inexisténcia de amplificacdo do loco testado no gendtipo. A Tabela 1 apresenta as condi¢des
de amplificacdo utilizadas e suas respectivas amplitudes alélicas, sendo a maior alelo observado
de 460 pares de bases. Os locos SYA92 e SYA124 apresentaram a maior heterozigosidade
observada (0,79), e SYA129 o menor (0,0). A maior heterozigosidade esperada foi observada
no loco SYA100 (0,81) e a menor no loco SYA129 (0,13).
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Tabela 1- Caracteristicas de marcadores microssatélites de amplificagdo cruzada.

Locus .CC) Na Alelo size Ho He Frequency of the
(bp) minor allell

SYAS3 59 1 400 - - -

SYAS54 59 4 410-430 0,29 0.72 0,2143

SYA92 60 5 280-300 0,79 0,73 0,2143
SYA100 59 7 450-460 0,57 0,81 0,1785
SYA115 59 2 219-239 0,36 0,5 0,4643
SYA116 58 6 256-274 0,64 0,73 0,2143
SYA117 58 3 219-226 0,5 0,4 0,1786
SYA124 59 4 175-186 0,79 0,65 0,3214
SYA126 60 1 255 - - -
SYA129 58 2 175-189 0,0 0,13 0,0714
SYA131 58 1 253 - - -
SYA143 59 1 279 - - -
SYA148 58 1 350 - - -

Ta: Temperatura de anelamento; Na: Numero de alelos observados; He e Ho: heterozigosidade
esperadas e observadas, respectivamente;

O niimero médio de alelos por loco polimorfico foi de 4,12 dentro dos 14 gendtipos, variando
de dois alelos (SYA115 e SYA129) a 7 alelos (SYA100). A Figura 1 apresenta a variabilidade
alélica existente entre os genoétipos avaliados utilizando o loco SYA 117. A taxa de dados

perdidos foi nula nas analises.

Figura 1- Perfil de um gel de poliacrilamida 6% utilizando o primer SYA117 para 14 plantas
de palmeirinha azul e 2 plantas de licuri, a esquerda estd o padrao de peso molecular 1 Kb.
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A Figura 2 mostra a riqueza de alelos obtidos a partir dos locos amplificados. Os locos SYA92
e SYA116 proporcionaram maior diversidade de alelo em sua regido do genoma, enquanto os

primers SYA115 e SYA117 se mostraram menos diversos.

Figura 2- Riqueza de alelos a partir dos oito primers SSR polimorficos

) -

| I | | I | I |
SYA54 SYA92 SYAI00 SYAIIS SYAlII6 SYAIl7 SYAI24 SYAI29

A distancia dentre os individuos pode ser vista no dendograma (Figura 3), formado a partir da
matriz de distancia genética de Nei utilizando o método UPGMA. Esta analise mostra uma
mistura entre acessos provenientes das duas localizacdes de origem, revelando uma
similaridade entre eles. Miola et al (2015) afirma que a ocorréncia desta espécie em
microhabitats tdo especificos, como afloramentos rochosos, seja condicionada por uma
associacdo entre afloramentos quartzitos, altitude, declividade, estado nutricional do solo e
variaveis bioticas criando microhabitats adequados para o estabelecimento da espécie

endemica.

A hibridizagdo entre espécies do género Syagrus ndo € uma ocorréncia incomum em habitats
naturais onde algumas espécies crescem proximas, p.ex., S. glaucescens e S. coronata geram
hibridos com §. ramanzoffiana, fato este que induz indicios quanto a similaridade entre as
espécies (NOBLICK, 2019; NOBLICK, 2017; GUIMARAES, 2014). Como se trata de uma
analise prévia, estudos com maior nimero de gendtipos e populacdes sdo necessarios para se

compreender melhor a distribuicao da diversidade genética entre e dentro das populagdes. Os
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marcadores microssatélites aqui testados tendem a ser eficientes em grande parte dos gendtipos
de S. glaucenscens, uma vez que se trata de uma espécie com genoma mais restrito € com

caractéristicas bem simalares a S. coronata.

Fig 3- Agrupamento UPGMA com base na distancia genética de Nei entre 14 geno6tipos de S.
glaucenscens com origem em (a) Olhos D’agua/MG : 1 a 11 (b) Couto de Magalhaes/MG : 12
a l4.

Cluster Dendrogram

1.00-

0.00-

13

4- CONCLUSAO

Os resultados indicam um potencial para a transferibilidade de locos de SSR desenvolvidos em
S. coronata para S. glaucescens. O agrupamento UPGMA corrobora para a categorizagao de
endenismo da espécie e mostram uma distdncia evolutiva e similaridade ancestral entre as
espécies estudas. A descoberta desses marcadores polimorficos para S. glaucescens
proporciona a alternativa de se realizar estudos populacionais. Estes resultados tornam
possiveis estudos que visem a conservacao e acdes de pré-melhoramento desta espécie

endémica altamente vuneravel.
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CAPITULO IT

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS NATIVOS DA PALMEIRA LICURI
(Syagrus coronata (Mart.) Becc.) E ESTUDO COMPARATIVO COM A
PALMEIRINHA AZUL (Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.)

RESUMO

Syagrus coronata (Mart.) Becc € conhecida como licuri € ¢ uma das principais palmeiras
oleaginosas do semidrido nordestino brasileiro. Constitui-se numa espécie nativa de grande
importancia ecologica e socioecondmica, possui em sua constituicdo valores significativos de
6leo tanto na polpa quanto na améndoa. Atualmente suas populagdes nativas vem sofrendo uma
grande exploracdo extrativista, gerando perda de informagdo genética. Deste modo, ha
necessidade de se realizar pesquisa de médio e longo prazos para a espécie, e, principalmente,
em relagdo a sua diversidade genética e estrutura populacional. O presente trabalho avaliou a
diversidade genética entre acessos nativos da palmeira licuri da regido norte do estado de Minas
Gerais utilizando marcadores microssatélites, a fim de se compreender a variabilidade genética
populacional da espécie e contribuir para agdes de pré-melhoramento e conservagdo da
palmeira. Foram utilizados 67 acessos de licuri distribuidos em quatro municipios da regido
norte de Minas Gerais. Quinze pares de primers microssatélites foram utilizados para
genotipagem das amostras. As PCRs, tiveram o produto da reagdo revelados em acrilamida 6%
corados com nitrato de prata. A partir das andlises estatisticas utilizando o programa R,
encontrou-se um total 124 alelos, com uma média de 5 alelos/loco. A heterozigosidade
observada e esperada obtiveram um valor médio de 0,35 e 0,62, respectivamente. Foram
encontrados, a partir das andlises de estrutura populacional, valores de Hs= 0,47 e Dst= 0,01.
O Fis da espécie estimado para todos os alelos foi de 0,30, enquanto o Fst e o Fir, foram de
0,02 e 0,314. Conclui-se que a escolha dos gendtipos para cruzamentos futuros deve ser
realizada dentro da mesma procedéncia, pois existe uma maior variabilidade genética dentro
das populagdes de licuri do que entre elas. O fluxo génico se mostrou elevado, sendo indicio
que os acessos nativos de licuri possuem constante movimento de genes de uma populagio para

a outra, resultando em populagdes de licuri similares entre si.

Palavras-chave: Licuri. Endémica. Diversidade genética. Conservagao
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GENETIC DIVERSITY OF NATIVE ACCESSIONS OF THE LICURI PALM TREE
(Syagrus coronata (Mart.) Becc.) AND COMPARATIVE STUDY WITH THE BLUE
PALM TREES (Syagrus glaucescens Glaz. ex Becc.)

ABSTRACT

Syagrus coronata (Mart.) Becc is known as licuri and is one of the main oil palms of the
Brazilian northeastern semiarid region. It is a native species of great ecological and
socioeconomic importance, with significant amounts of oil in its constitution, both in the pulp
and in the kernel. Currently, its native populations have been suffering a great extractive
exploitation, generating loss of genetic diversity. Thus, there is a need to conduct med- and
long-term research on the species, especially in relation to genetic diversity and population
structure. The present work evaluated the genetic diversity among native accessions of licuri
palm in the northern region of Minas Gerais using microsatellite markers in order to understand
the genetic population variability of the species and contribute to actions for pre-breeding and
conservation of the palm. We used 67 accessions of licuri distributed in four municipalities in
the northern region of Minas Gerais. Fifteen pairs of microsatellite primers were used for
genotyping. The PCR products were revealed in 6% acrylamide stained with silver nitrate. From
the statistical analyses using the R program, a total of 124 alleles were found, with an average
of 5 allele/locus; the observed and expected heterozygosity were found to be of 0.35 and 0.62,
respectively. Hs= 0.47 and Dst= 0.01 were found from the population structure analyses. The
Fis estimated for all alleles was 0.30, while the Fsr and Fir were 0.02 and 0.314, respectively.
In conclusion, the choice of genotypes for future crossings should be performed within the same
population, because there is a greater genetic variability within the licuri populations than
between them. The gene flow was high, indicating that the native accessions of licuri have a
constant movement of genes from one population to another, resulting in populations of licuri

that are similar to each other.

Keywords: Licuri. Endemic. Genetic diversity. Conservation
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1- INTRODUCAO

A constante expansao do consumo de 6leo de palma (Elaeis guinensis Jacq) no mundo faz
com que novas espécies de potencial oleaginoso sejam buscadas e exploradas para suprir a
demanda mundial — que, na atualidade, depende primariamente da palma africana — e auxiliar
na economia local e nacional (Figura 1A). Dentre o grupo das oleiferas, muitas daquelas
pertencentes a familia das palmaceas apresentam caracteristicas de grande interesse
agrondmico como elevada produtividade, resiliéncia aos estresses ambientais, longevidade
produtiva e adequabilidade fisiologica as condi¢des tropicais (DA SILVA, 2019).

Syagrus coronata Mart., conhecida como licuri, ¢ uma palmeira oleaginosa de grande
importancia para o bioma da Caatinga brasileira, onde tolera situacdes de seca prolongadas e
altas temperaturas (FARIAS, 2013). De frutificacdo abundante, seus frutos apresentam em sua
constitui¢do valores significativos de o6leo, principalmente na améndoa, sendo uma boa
produtora de o6leo bruto e palmiste (Figura 1B a D) (NEVES, 2021). Por ser uma palmeira
conspicua de uma regido socioeconomicamente de risco, representa uma das principais fontes
de sobrevivéncia, como alimento e matéria-prima para uso de subsisténcia (MAIA, 2017) Esta
situacdo, juntamente com a fragmentacao do seu bioma, contribui para a degradag¢ao constante
das suas populacdes naturais. Neste contexto, torna-se necessaria a adogao de estratégias que
visem a conservagdo genética da espécie, pois sem variabilidade genética e estudos de interagao
dos gendtipos com o ambiente, ¢ impossivel a obtengdo de genotipos superiores por meio dos
cruzamentos direcionados e sele¢do. O estudo da diversidade genética em populacdes auxilia
na descri¢ao dos niveis de variabilidade genética mantida dentro das populacdes e como esté se

encontra dividida entre e dentro das mesmas (SILVA, 2014).
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Figura 1- Consumo global de 6leo de palma. (A- Grafico de produgdo e consumo de 6leo de
palma a nivel mundial; B- Mapa geografico de distribui¢do do licuri; C- Cacho de frutos do
licuri; D- Oleo de licuri extraido para comércio.
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Fonte: United States Department of Agriculture, 2021 (Adaptado)

A ocorréncia de populagdes regionais de licuri, e em especial aquelas povoando zonas de
convergéncia entre biomas, como as existentes no norte de Minas Gerais (transi¢do Cerrado-
Caatinga), configura uma situagao de potencial riqueza genética. Uma caracterizacdo molecular
e a descrigdo da diversidade genética de amostras destas populagdes proporcionara subsidios
cientificos para a conservacao e domesticacdo da espécie para o seu uso sustentavel. Esta regido
também abriga diversas outras espécies oleaginosas do género Syagrus, muitas delas endémicas
como a S. glaucescens (Palmeirinha azul), e muitas resultantes de hibridizacao natural como:
Syagrus serroana (S. glaucescens x S. romanzoffiana) e Syagrus cipoensis (S. glaucescens x S.
oleracea) (NOBLICK, 2017). A palmeirinha-azul habita exclusivamente as formagdes
quartzoliticas da Serra do Espinhaco e, como o licuri, representa um importante recurso
genético para o ecossistema, como fonte de alimento e de matéria-prima para uso local

(MIOLA, 2015).
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Os marcadores moleculares possuem vdrias aplicagdes praticas em estudos de genética
populacional e elas concentram-se em quantificar a variabilidade genética, descrever como ela
se distribui nas populagdes e como pode ser manipulada (ROBINSON, 1998). A estrutura
genética populacional refere-se a distribuicdo da variabilidade dentro e entre populagdes. A
formagao desta estrutura resulta de varios fatores: sistema de acasalamento, niveis de
endogamia, fluxo génico, assim como a deriva genética entre e dentro das populagdes

(ZUCCHI, 2002).

O presente trabalho teve como objetivo obter pardmetros de diversidade genética dos acessos
nativos da palmeira licuri avaliados e designar individuos contrastantes com base nos
marcadores microssatélites para que estes possam ser utilizados em cruzamentos futuros.
Adicionalmente, foram realizadas analises comparativas entre as duas palmeiras Syagrus do
norte de Minas Gerais, licuri e palmeirinha azul, a primeira generalista da Caatinga e suas
transic¢des ¢ a ultima exclusiva dos campos rupestres da Serra do Espinhago. Os resultados aqui
obtidos favorecerao a obtengao de cultivares superiores da espécie e a constru¢ao de um banco
de germoplasma da palmeira licuri, além de permitir uma caracterizagdo mais precisa de
palmeirinha azul. Esta investigag@o pioneira permitira a conservagao da espécie e proporcionara
um desenvolvimento de futuros trabalhos de melhoramento genético que possam apoiar

transformagao desta espécie nativa em uma cultura agricola.

2- METODOLOGIA

2.1 - Material vegetal, obtencio do DNA genomico e genotipagem de S. coronata com
marcadores microssatélites.

As amostras de licuri foram coletadas em quatro procedéncias mineiras (Jaiba, Capitao
Enéias, Rio Pardo de Minas e Salinas) conforme descrito no item 3.1 da Metodologia Geral. A
obtencdo do DNA genomico, o preparo das PCRs e visualizagao dos alelos polimorficos foram

realizadas conforme descrito nos itens 3.2 a 3.4 da Metodologia Geral.

2.2- Analise dos dados
As frequéncias alélicas e genotipicas para cada loco foram obtidas a partir das leituras de
dados nos géis de acrilamida. Essas frequéncias foram submetidas a um teste de adequacgao as

proporg¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg como definido por Weir (1996), sendo realizado
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o teste de Fisher pelo método convencional de Monte Carlo, usando o programa R v. 3.5.1 (R

CORE TEAM, 2018) e o pacote ‘gap’ (ZHAO, 2008).

A determinacdo das frequéncias alélicas, o numero de alelos por loco (K), as
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) foram obtidas utilizando o mesmo programa
e pacote descrito anteriormente. O nimero efetivo de alelos por loco foi calculado através da
expressdo: Ae = 1/1(1 — He) e o valor de fluxo génico que foi encontrado pela formula:
Nm = 0,25 (1/Fsr — 1) (WRIGHT, 1951).

No calculo das estatisticas-F (Fsr, Fis, Fir) € os demais parametros de diversidade genética,
utilizou-se os pacotes R Package ‘adegenet’ (JOMBART & SOLYMOS, 2008) e ‘hierfstat’
(GOUDET, 2005). Através da fungdo df2genind do Package ‘adegenet’, uma matriz de SSR
por individuos, de cada procedéncia amostrada, foi transformada em um objeto no formato
genind. Esse ¢ um formato usado em R para armazenar gendtipos individuais. ApoOs esse
procedimento, foi acionado o pacote ‘hierfstat’, no qual esta implementado o algoritmo de
YANG (1998), que calcula as estatisticas-F. Tanto os pardmetros de diversidade genética e as
estatisticas F foram definidas sob um modelo aleatorio de acordo com WEIR (1996).

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para investigar a estruturagdo
genética dentro das procedéncias analisadas. Essa analise consiste em uma transformacgao linear
de “n” varidveis originais em “n” varidveis novas, chamadas componentes principais (CPs).
Para a sua realizagdo foram empregados os pacotes Package ‘adegenet’ e ‘ade4’ (CHESSEL et
al.. 2004) com os dados moleculares obtido das analises com as plantas de licuri e palmeirinha
azul (Capitulo 1).

A estrutura de variabilidade genética também foi visualizada usando dendrogramas
construidos a partir de uma matriz de distancias genéticas de Nei (NEI, 1972) e os critérios de
agrupamento UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages). Os clusters
obtidos tiveram sua estabilidade testada por um procedimento de reamostragem com 10.000

bootstraps.

3- RESULTADOS

Dentre os 15 marcadores microssatélites obtidos de BARBOSA et al. (2019) (Tabela 1-
Metodologia geral), o primer SYAS53 ndo apresentou variacdo alélica entre os acessos

estudados, enquanto o primer SYAS56 ndo amplificou para nenhum genotipo.
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3.1- Diversidade genética, endogamia e divergéncia genética populacional em S. coronata.

O resumo dos resultados das analises da diversidade genética para todos os acessos das
diferentes localidades de S. coronata estdo apresentados na Tabela 1. Nas analises realizadas
com os 13 locos polimérficos, foram identificados 124 alelos em S. coronata. O numero de
alelos (K) por loco variou de trés (SYA131 e SYA143) a oito (SYA92 ¢ SYA100) com uma
média de 5 alelos/loco. O numero efetivo de alelos por loco (Ae) foi menor do que o niimero
de alelos por loco, variando de 1,07 (SYA143) a 4,16 (SYA92) alelos, com média de 2,63
alelos/locos. A frequéncia do menor alelo (MAF) teve um valor médio de 0,256. Com relagao
aos parametros de diversidade genética, o loco SYA100 apresentou a maior heterozigosidade
observada (Ho= 0,68) e o SYA143 a menor (0,07), sendo a média igual a 0,35. A maior
heterozigosidade esperada foi verificada no loco SYA92 (He=0,76) e a menor (He=0,47) no
loco SYA143, tento como media 0,62. O indice de fixacao (f) por loco teve uma variagao entre
-0,51 a 0,83, mostrando que alguns locos sao bem fixados dentro das popula¢des enquanto
outros possuem elevada taxa de heterozigotos, estando em constante processo poliniza¢dao
cruzada.

Tabela 1- Diversidade genética e endogamia de 13 locos microssatélites em plantas jovens de
S. coronata.

TA:  LOCOS Ta°C) K AMPLITUDE ALELICA (pb) Ae He Ho MAF F

SYA54 59 7 410-430 3,03 067 033 0277 038
SYA92 60 8 280-300 416 0,76 046 0228 0,54
SYA100 59 8 450-460 3,12 068 068 0259 -0,30
SYA115 59 4 219-239 222 055 020 0,142 0,65
SYA116 58 6 256-274 3,03 0,67 051 0395 -0,03
SYA117 58 5 219-300 3,57 0,72 035 0333 0,63
SYA124 59 7 175-186 2,70 0,63 022 0339 0,83
SYA126 60 4 255-290 2,85 065 026 0253 0,51
SYA127 | 59 4 300-320 2,44 059 048 0265 0,09
SYA129 58 4 175-189 232 057 02 023 0,6
SYA131 58 3 253-260 238 058 052 0259 -0,51
SYA143 59 3 279-290 1,07 047 0,07 0,173 0,72
SYA148 58 4 350-370 135 053 026 0,173 025

Temperatura de anelamento; K: Numero de alelos; Ae: Numero efetivo de alelo por loco; He e
Ho: Heterozigose esperada e observada, respectivamente; MAF: Frequéncia do menor alelo; f:
Indice de fixacgao.
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Quando analisamos os loci para todas as populacdes, verificamos que apenas o loco
SYA143 ndo estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05 no Teste de Monte Carlo). A
tabela 2 mostra os parametros de diversidade genética a partir de trés localidades de estudo,
sendo a procedéncia de Salinas-MG retirada da referida anélise devido o nimero discrepante
de individuos analisados dentro da procedéncia, sendo um valor ndo significativo para analise.
Os indices de fixagdo intrapopulacional estimado em cada procedéncia através das
heterozigosidade (Ho e He) estdo apresentados na Tabela 2. O valor médio foi de /= 0,480, com
a variagdo de 0,472 a 0,494. Enquanto a taxa de cruzamento aparente (Ta) estimada teve um

valor médio de 0,352.

Tabela 2- Estimativa de parametros genéticos de diversidade em trés localidades de
ocorréncia natural de S. coronata.

Populacio K He Ho f Ta
Jaiba 37 0,463 0,333 0,494* 0,339
Capitdo Enéias 37 0,506 0,370 0,473* 0,358
Rio Pardo de Minas 33 0,413 0,315 0,472* 0,359

K: Numero de alelos por localidade; He e Ho: Valor médio por localizagdo de heterozigose
esperada e observada, respectivamente; f: Indice de fixagdo, Ta: Taxa de cruzamento aparente.

*P<0,05

3.2- Estrutura genética e fluxo génico.

A estrutura genética foi examinada através das estatisticas F de WRIGHT (Tabela 3). O indice
de fixacao total (Fis) estimado com os treze locos de SSR (67 alelos) foi de 0,30 e os indices de
fixacdo entre populagdo (Fsr) e total (Fir) foram de 0,02 e 0,314, respectivamente. O nimero
de migrantes por geracdo (Nm), estimado pelo valor de Fst, resultou no valor de 12,25. Os
parametros de diversidade genética mostram que existe uma maior variabilidade genética
dentro das procedéncias analisadas (Hs=0,47) do que entre elas (Dst=0,01). Observou-se que a
diversidade genética total (Ht), que € essencialmente a heterozigosidade esperada, quando as
populagdes sao agrupadas e de cruzamentos aleatorios, foi de 0,48. Através do teste de Mantel,
foi verificada a existéncia de uma correlacao positiva (Z= 0,040), entretanto ndo significativa,

entre as distancias genéticas e as distancias geograficas dos individuos amostrados.
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Tabela 3- Distribui¢do da diversidade genética de 67 acessos de S. coronata do norte de Minas
Gerais.

Populacgao N Hr Hs Dst Fis Fst Fir Nm Z

Total 67 0,48 0,47 0,01 0,30 0,02 0,314 12,25 0,040**

N: numero de individuos; Ht: Heterozigosidade total; Hs: Heterozigosidade dentro das
populagdes; Dst: Diversidade entre as populagdes; Fis: Indice de fixagdo dentro; Fst: Indice de
fixagdo entre as populagdes; Fir: Indice de fixagdo total; Nm: Fluxo génico; Z: Correlagio de
Mantel entre as matrizes de distancia genética (Nei) e matriz geografica (Euclidiana)
**P>0,05

3.3- Agrupamento de componentes principais (PCA) a partir dos dados moleculares

Os dados moleculares utilizados nas analises de PCA para visualizacdo do padrao geral de
diferencia¢do populacional evidenciaram um distanciamento nitido entre as plantas de S.
coronata e S. glaucescens (Figura 2), formando dois grupos distintos no grafico. O grupo menor
evidencia as plantas de S. glaucescens procedentes de dois municipios (1- Olhos D’4gua; 2-
Couto de Magalhaes). O grupo maior envolve todas as plantas de S. coronata, das quatro areas
de coleta distintas (3- Jaiba; 4-.Capitao Enéias; 5- Rio Pardo de Minas; 6- Salinas).

Figura 2- Analise de Componentes Principais na matriz de genotipos de S. glaucescens e S.
coronata, coletados no norte de Minas Gerais. Individuos de mesma procedéncia estdo
representados pelo mesmo numero. S. glaucescens (1- Olhos D’4agua; 2- Couto de Magalhaes);
S. coronata (3- Jaiba; 4- Capitao Enéias; 5- Rio Pardo de Minas; 6- Salinas). Axis 1: Primeiro
componente principal; Axis 2: Segundo componente principal.
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O grafico de dispersao gerado a partir dos CP apenas com as plantas de S. coronata (Figura
3) apresentou elevada variabilidade genética entre os acessos, nao tendo uma formacao de
agrupamento das amostras a partir das suas localidades de origem. Portanto, ndo sendo possivel

a formagao de grupos de similaridade.

Este resultado mostra que os gendtipos coletados em uma procedéncia podem ser
encontrados também nas demais localizagoes. Esta informag¢ao corrobora com o valor baixo de
Fst = 0,02 encontrado neste trabalho, que mostra a baixa diversidade genética entre as
populacdes estudadas, ao mesmo tempo que confirma o elevado fluxo génico (Nm = 12,25)

encontrado.

Figura 3- Andlise de Componentes Principais na matriz de genotipos de S. coronata. Individuos

de mesma procedéncia estdo representados pelo mesmo numero (1- Jaiba; 2- Capitdo Enéias;
3- Rio Pardo de Minas; 4- Salinas). Axis 1: Primeiro componente principal; Axis 2: Segundo
componente principal.

2
2 1
o | 1 3 2
— z
1z
3 33 3 e
3 1 2 2
s 2 2
=T 3 2 2z 1 ]
; 1 1
§ o | 3 z ’
(] 1 z ; 2
1 2 1, 3 1
Lo 3 1 b
<:l:I 1 1 2 =z 2
7 1 3
1
1 3 23 3
S _ . 2 3
1 2 25
I I I I I I
1.0 0.5 0.0 05 1.0 15
Axis: 1

3.4- Agrupamento UPGMA

Os dendrogramas baseados nas distancias genéticas de Nei (1972) agrupadas pelo método
de UPGMA estio apresentados nas Figuras 4 e 5. E observado o mesmo padrio dos
agrupamentos dos acessos demonstrado na PCA, tanto para as analises com as duas espécies
do género Syagrus, quanto para andlise individual apenas com S. coronata. Assim, a figura 4

mostra de forma clara a separagdo entre dois grupos: do licuri - grupo da linha preta, que
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agregou todos os 67 genoétipos de S. coronata, independente da procedéncia; e da palmeirinha

azul - grupo da linha vermelha, que congregou todos os 14 gendtipos de S. glaucescens.

Figura 4- Padrao de estruturagdo genética entre 4 procedéncias de S. coronata e 2 procedéncias
de S. glaucescens, definido pelo agrupamento UPGMA, com base nas distancias genéticas de
Nei (1978).
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O dendrograma referente as populagdes de S. coronata (Verde, Azul e Lilas) foi obtido a
partir de uma nova andlise com dados referentes apenas a espécie (Figura 5). O resultado mostra
a formacao de 4 grupos: A amostra 41 (Verde), oriunda da cidade de Capitao Enéias, mostra-
se diferente geneticamente dos demais acessos de licuri, ndo formando grupo com outra matriz.
Os acessos 43, 57, 60 e 62 (Azul) sdo mais semelhantes e formam um grupo geneticamente
diferente, assim como 32 e 46 (vermelho) mostrando uma similaridade genética entre eles.
Plantas de: Jaiba, Capitdo Enéias, Rio Pardo de Minas e Salinas formaram um grupo unico
(Lilas), sem muita diferenca genética entre eles. Fortalecendo mais uma vez a baixa

variabilidade genética entre as procedéncias estudas.
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Figura 5- Padrdo de estruturagdo genética entre 4 procedéncias de licuri (Jaiba- 1 a 21; Capitao
Enéias- 22 a 46; Rio Pardo de Minas: 47 a 66; Salinas: 67), definido pelo agrupamento
UPGMA, com base nas distancias genéticas de Nei (1978).
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4- DISCUSSAO

O conhecimento da distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de populagdes
nativas de S. coronata € essencial para a adocao de estratégias eficientes para construgdo do seu
germoplasma e em condigdes ex situ e in situ. Além de trazer informagdes importantes sobre
sua estrutura populacional, contribuindo para acdes de domesticagdo e pré-melhoramento da
espécie. Os marcadores microssatélites constituem uma poderosa ferramenta para este tipo de

estudo.

Os locos SYAS53 e SYAS6 ndo apresentaram variagdo alélica e nem amplificaram,
respectivamente, a partir das amostras oriundas da regido norte de Minas Gerais. BARBOSA
et al. (2019), a partir da realiza¢do do sequenciamento de alto rendimento de acessos nativos
de S. coronata presentes nos estados da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, desenvolveu
30 locos de microssatélites no qual: trés ndo amplificaram, doze foram monomorficos e 15
polimérficos, sendo estes utilizados para o desenvolvimento deste trabalho. Esta variagdo entre
a area de estudo do desenvolvimento dos marcadores SSR e das amostras analisadas nesta
pesquisa pode ser um fator para ndo efetividade dos primers, mostrando uma variacdo das

regides flanqueadoras das palmeiras licuri das diferentes localidades.
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Em relacdo a diversidade genética, observou-se no presente trabalho um nivel relativamente
baixo de multialelismo (Kmepio = 5 alelos/loco) em todos os treze locos polimorficos. Estudos
ja realizados com outras populacdes de S. coronata encontram valores superiores: SIMPLICIO
(2018) Kmepio = 9,8; BARBOSA (2019) Kwmepio=11. E similar ao encontrado por RIBEIRO et
al. (2010) e KONAN et al. (2007) de 5,2 e 4,83 alelos/loco em coco (Cocos nucifera L.). Este
parametro ¢ fundamental para a escolha de populagdes que irdo participar de programas de
conservagao ou melhoramento futuros, pois quanto maior o numero de alelos presentes em uma
populagdo, maior ¢ a sua diversidade (PETIT ef al.., 1998). Entretanto, esta estimativa ¢
fortemente influenciada pela quantidade de individuos presentes nas amostras, tendendo a

aumentar quanto maior for o tamanho amostral.

A variagdo ampla da heterozigosidade observada por locos (Ho - 0,07 a 0,68) mostra que
alguns possuem auto-nivel de homozigotos, podendo ser uma limitagdo a capacidade de
responder e adaptar-se. Além disso, a frequéncia de heterozigotos tende a ser maior com o
aumento da diversidade genética. Ja a heterozigosidade esperada (He) por locos variou de 0,47-
0,76 a partir das frequéncias alélicas encontradas nas amostras, partindo do pressuposto de que
a populacdo esteja em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Populacdes nativas de licuri da regido
litoral do Nordeste apresentam uma variagao de Ho por loco bem similar a este estudo (0,06 a
0,63), e uma He superior (0,73 a 0,88). Ja populagdes nativas de licuri do estado da Bahia
obtiveram um indice alto de Ho (0,785 a 1,000) (SIMPLICIO, 2018; BARBOSA, 2019). O
licuri ocupa toda a porcao central e oriental do estado da Bahia, sento este estado considerado
o de maior ocorréncia e o centro de distribui¢do do licuri (DRUMOND, 2007). Desta forma, a
comparag¢ao dessas informagdes leva a crer que os maiores indices de diversidade genética sao
encontrados em amostras procedentes do estado da Bahia, como encontrado por SIMPLICIO
(2018). LAINDOREF et al. (2018), trabalhando com palmeiras Syagrus romanzoffiana (Cham.)
Glassman, que ¢ descrita como uma espécie que gera hibridos naturais com S. coronata
(SOARES et al., 2017), encontraram Ho médio (0,17), e a He médio (0,75), sendo valores
inferiores ao deste trabalho.

A frequéncia do menor alelo (MAF) fornece informacdes para diferenciar variantes comuns
e raras na populacgao. Sidore (2015) classificou as variantes encontradas no seu estudo de acordo
com seu MAF. Comparando-se as variantes raras (MAF <0,05) e as variantes comuns (MAF>
0,05), observou-se, neste trabalho, que todas variantes foram comuns (0,395), valor inferior ao

encontrado para Phoenix dactylifera L. (Arecaceae) (0,51) (MOUSSOUNI, 2017).
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O indice de fixagdo teve uma grande variagdo entre os locos avaliados, com uma média de
0,301, sendo significativo (P>0,05) em grande parte dos conjuntos amostrais. Apesar de nao
ser tdo elevada, os resultados mostram que alguns locos sdo mais fixados que outros dentro
dessas populacdes. Pesquisas com a palmeira macauba (Acrocomia aculeata), apresentam um
fpor loco com média inferior, de 0,57 (MENGISTU, 2015).

Quando analisamos os acessos nativos da palmeira licuri a partir da sua area de coleta
encontramos que os parametros de diversidade genética e indice de fixagdo sdo muito
semelhantes, e nao diferiram estatisticamente entre si para as trés localizagdes, como pode ser
visualizada na Tabela 2. O fintrapopulacional continuou sendo mediano e significativo nos trés
conjuntos amostrais, mostrando que provavelmente existe um déficit de heterozigotos devido
caracteristicas reprodutivas da espécie, como a possibilidade de autofecundagdo. A taxa de
fecundacdo cruzada aparente encontrada foi inferior ao descrito para palmeira jugara (Euterpe
edulis MART.) — 0,855 (GAIOTTO, 2001). Mesmo ndo sendo um valor elevado, evidencia a
ocorréncia de troca de informagao genética entre 0s acessos.

A estrutura populacional obtida através das estatisticas F de Wright, resultou em indice de
fixacao total (F= 0,30), mostrando que as plantas dentro das suas populagdes estao em processo
de troca de informagdes genéticas. O nivel baixo de endogamia apontado para planta S.
coronata deve ocorrer por cruzamento entre parentes, deriva genética, segregacao de alelos
nulos ou autofecundacao como sugere SOUZA (2002). Rocha (2009) concluiu que S. coronata
apresenta sistema reprodutivo misto devido a ocorréncia de polinizagdo cruzada e possibilidade
de autofecundac¢ao decorrente da sincronia entre as fenofases masculina e feminina em uma
mesma planta.

Ademais, as estatisticas F indicaram que, no geral, os acessos nativos da palmeira licuri
estudados nao formam subgrupos que correspondam aos seus respectivos municipios de coleta,
e que existe diversidade maior dentro das populagdes do que entre ja que o valor de diversidade
entre as populagdes, Fsr, foi inferior ao Fis. Resultados de Fst = 0 indicam que as populacdes
tém frequéncias de alelos idénticas e Fst = 1 indicam que as populagdes fixaram alelos
diferentes. O valor encontrado neste trabalho de Fst para todos os locos foi de 0,02, podendo
ser interpretado como baixa diferenciagao genética. WRIGHT (1969) afirma que valores de Fst
de 0,00 a 0,05 indicam baixa diferenciagdo genética, de 0,05 a 0,15 indicam média
diferenciagdo genética e valores de 0,15 a 0,25 indicam alta diferenciagdo genética. Entretanto,
devemos ainda considerar que, apesar de amplamente utilizado, o indice de Fst pode sofrer

variacdo em analises de dados de microssatélites. Dentre os motivos, cita-se a existéncia de
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diversos alelos e provavelmente qualquer coleta ndo amostraria de forma efetiva toda amplitude
da diversidade. Valores semelhantes, de maior diversidade dentro das popula¢des do que entre
as populagdes, também foram encontrados para outras espécies: S. romanzoffiana (Fis - 0,925
e Fst—0,110); Syagrus oleracea (Fis - 0,603 e Fst—0,091); E. edulis (Fis - 0,117 ¢ Fst—0,061)
(SANTOS et al., 2020; LINDORF et al., 2018; GAIOTTO, 2001).

A estimativa do valor de individuos migrantes entre as procedéncias por geracdo (Nm =
12,25) foi extremamente alto, indicando uma taxa de migrantes entre as populagdes de extrema
grandeza, diminuindo assim o processo de diferenciagdo e de isolamento por distancias.
Segundo Wright (1951), quando Nm > 1,0, ou seja, quando um individuo ou mais individuos
migram por geragdo, os efeitos da migracao sdo suficientes para contrapor os efeitos da deriva
e, portanto, o numero de migrantes por geracao impede a divergéncia entre populacdes. Este
valor pode ser considerado como indicio que os acessos nativos de licuri se encontram em um
constante processo de diferenciacdo nas procedéncias analisadas. S. coronata é uma fonte
constante de alimento para algumas espécies de aves como araras, tendo suas sementes
dispersadas por muitos quildmetros de distancia (DA ROCHA, 2009), proporcionando fluxo
génico grande entre regides distantes; ademais, as procedéncias aqui estudas sdo de uma mesma
regido rural, tendo uma proximidade significativa entre elas e, portanto, sujeitas a agdo humana.
Fluxo génico alto também ¢ encontrado em outras palmeiras, como a jugara, E. edulis (Nm =
10,07) (REIS, 1996).

As andlises de agrupamento utilizando os métodos de PCA e UPGMA trouxeram
informagdes similares entre si. Inicialmente o resultado das andlises com as duas espécies do
género Syagrus estudadas nesta dissertacdo, evidenciou de forma clara o distanciamento
genético existente entre as duas. Apesar de serem membros da mesma familia, suas
particularidades fenotipicas e de desenvolvimento levaram a uma classificacdo taxondmica
diferente para cada espécie. De fato, ndo se foi reportado nenhum hibrido entre as duas espécies
estudadas, embora ambas facam hibridos com espécies como S. romanzoffiana (NOBLICK,
2017). Na medida em que os processos de evolugdo e especiacao por selegdo natural ocorrem
de forma varidvel em cada local, a distribuicdo espacial da diversidade genética segue padrdes
geograficos (WRIGHT, 1931). Além de compartilhar regides comuns em seus genomas, as
espécies S. coronata e S. glaucescens apresentam caracteristicas fenotipicas muito similares
entre si, esses fatos induzem que os individuos se relacionam na descendéncia deles, que vem

de um ancestral em comum.
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As andlises envolvendo apenas os individuos nativos da palmeira S. coronata, mostrou a
formagao de quatro grupos distintos, tendo a formacgao de trés grupos por plantas procedentes
da cidade de Capitao Enéias e Rio Pardo de Minas, sendo: dois grupos pequenos, compostos
pelas matrizes (32 e 36), (43, 57, 60 e 62) e o acesso 41 que agrupando-se de forma isolada.
Portanto, este ultimo acesso mostrou-se geneticamente diferente de todos os acessos analisados,
€ propenso para uso em cruzamentos que visem a obten¢do de plantas superiores, por apresentar
uma variabilidade genética diferente dos demais. O quarto grupo formado foi composto por
plantas oriundas de todas as localiza¢des de estudo

O resultado observado no dendrograma ndo sugere a existéncia de estruturacdo genética
espacial na populagdo, visto que os acessos procedentes de palmeiras proximas tendem a
apresentar maior distancia entre si do que de palmeiras distantes. Em termos de melhoramento,
isto implica que a sele¢@o deveria procurar manter acessos oriundos do mesmo grupo, dado que
estes serdo teoricamente mais divergentes. Em contrapartida, a selecdo deve priorizar progénies
mais divergentes a fim de procurar explorar a heterose, ou vigor de hibrido. Tendo em vista que
o dendrograma foi construido com base em marcadores microssatélites heranga supostamente
neutra, ndo € possivel garantir que os cruzamentos de individuos, localizados no grupo,
expressardo heterose.

Este resultado ratifica os parametros de estrutura populacional encontrados neste trabalho.
Isso ¢ condizente com o estudo de Neves (2021), que a partir dos caracteres produtivos e
vegetativos de acessos nativos de licuri, das mesmas localizagdes deste estudo, ndo visualizou
um agrupamento de individuos oriundos das mesmas localidades. Os resultados fortalecem
mais uma vez a variabilidade genética da populacdo, particularmente no &ambito

intrapopulacional.

5- CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites foram ferramentas eficientes para determinagdo dos
parametros de diversidade genética, e estrutura populacional das palmeiras nativas de licuri da
regido norte de Minas Gerais. Os parametros de diversidade genética e estrutura populacional
mostraram que as plantas de licuri estdo em um constante processo de diferenciagdo
intrapopulacional. A variabilidade genética intrapopulacional encontrada € maior do que entre
as populacdes estudadas, sendo um reflexo do fluxo génico elevado encontrado entre as
populagdes, que acarreta a reducdo do processo de diferenciacdo das populagdes e de

isolamento por distancia.
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Os resultados dos agrupamentos por PCA e UPGMA reforcam essa similaridade entre as
populagdes estudadas e ao mesmo tempo comprova a elevada distancia entre as amostras de
licuri e a palmeirinha azul. O acesso 41 de S. coronata, oriundo da cidade de Capitao Enéias,

se mostrou geneticamente diferente dos demais.

Diante a devastacdo das palmeiras de licuri causada pela demanda humana, producdo de
alimentos e recursos, a efetiva conservacao das espécies nativas ¢ de extrema importancia. Os
resultados obtidos mostram uma urgéncia para adocao de estratégias de conservacao ex situ,
uma vez que as populagdes nativas sdo constantemente degradadas. A coleta de amostras dentro
das populagdes deve ser alta devido a grande variabilidade genética encontrada dentro das
populagoes.

Andlises com tamanho populacional maior e com amostras provenientes de areas mais
distantes e de diferentes regides de ocorréncia natural podem fornecer informagdes mais

precisas sobre a estrutura populacional da palmeira licuri.

6- CONCLUCAO GERAL

O estudo de transferibilidade de locos entre as espécies S. coronata e S. glaucescens se
mostrou efetivo e mostrou que existe potencial de transferibilidade de pares de primers
microssatélites para o mesmo género. Dentre os locos testados, oito se mostraram polimorficos.
Este estudo foi de extrema importancia e descreve primers funcionais para palmeirinha azul,
informacao que ainda era inexistente na literatura. Os marcadores moleculares polimorficos
aqui descritos, permitiram estudos populacionais e de diversidade genética para pesquisas
futuras com esta espécie endémica e ameacada de extingdo.

Os acessos nativos da palmeira licuri apresentaram elevado grau diversidade genética que se
mostrou distribuida principalmente dentro das populag¢des, mostrando uma grande variabilidade
genética em distancias relativamente pequenas no norte de Minas Gerais, o que evidencia a
necessidade de conservagao da espécie. O fluxo génico alto e a proximidade entre os municipios
de coleta das amostras contribuiram diretamente para obten¢do de uma baixa variabilidade
genética entre as populacdes. Fato este que pode ser visualizado pelos agrupamentos de PCA e
UPGMA.

As informagdes moleculares aqui obtidas corroboram com estudos anteriores de diversidade

genética baseados em caracteres produtivos e vegetativos de licuri das mesmas procedéncias.

Estimar a diversidade genética de espécies ameacgadas e constantemente exploradas ¢ de

extrema importancia no sentido da conservac¢ao e manejo sustentado. Para evitar a extin¢do de
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espécies importantes tanto ecologicamente tanto para o proprio ser humano, estratégias de
conservagdo devem ser delineadas. A adogao de praticas para conservagao ex situ neste trabalho
se mostra fundamental, para manter amostras representativas das populacdes, sendo necessario

um numero alto de coletas dentro das populacdes para as espécies estudas.
Sendo assim, as informagdes obtidas neste trabalho podem servir para subsidiar a maneira

de extrativismo da espécie e para estudos genéticos populacionais futuros, contribuindo para a

sua conservagao.
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