7 JUFUN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

VALQUIRIA MARTINS PEREIRA

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA
POPULACIONAL DE Elaeis oleifera POR MEIO
DE DArTSeq

LAVRAS - MG
2015



VALQUIRIA MARTINS PEREIRA

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE
Elaeis oleifera POR MEIO DE DArTSeq

Tese apresentada a  Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
area de concentracdo em Agronomia,
para a obtencdo do titulo de Doutor.

Orientador

Dr. Manoel Teixeira Souza Junior

Coorientadores
Dr. Alexandre Alonso Alves

Dr. Eduardo Fernandes Formighieri

LAVRAS - MG
2015



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Pereira, Valquiria Martins.

Diversidade genetica e estrutura populacional de Elaeis oleifera
por meio de DArTSeq / Valquiria Martins Pereira. — Lavras: UFLA,
2015.

128 p. :il.

Tese(doutorado)-Universidade Federal de Lavras, 2015.
Orientador: Manoel Teixeira Souza Junior.
Bibliografia.

1. Palma de Oleo. 2. E. oleifera. 3. Diversidade Genética. .
Universidade Federal de Lavras. Il. Titulo.




VALQUIRIA MARTINS PEREIRA

DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE
Elaeis oleifera POR MEIO DE DArTSeq

Tese apresentada a  Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
area de concentracdo em Agronomia,
para a obtenc¢do do titulo de Doutor.

APROVADA em 27 de fevereiro de 2015.

Dra. Julceia Camillo Universidade de Brasilia

Dr. Eduardo Fernandes Formighieri Embrapa Agroenergia

Dr. Alexandre Alonso Alves Embrapa Agroenergia

Dr. Mércio de Carvalho Moretzsohn ~ Embrapa  Recursos  Genéticos e

Biotecnologia

Dr. Manoel Teixeira Souza Junior
Orientador

LAVRAS - MG
2015



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente e principalmente...

A minha familia, especialmente meus pais Sr. Miguel e Sra. Maria de
Lourdes, por acreditarem sempre em mim, me apoiar, pelo amor e confianca.
Amo vocés...

Aos meus irmdos José Pascoal e Liama, pelo apoio incondicional,
sempre. Esse sucesso também pertence a vocés!

Ao meu Orientador, Dr. Manoel Teixeira, pela orientacdo, paciéncia,
apoio e oportunidade para realizacdo da Tese.

A Universidade Federal de Lavras e ao Programa de Biotecnologia
Vegetal, pela oportunidade concedida para realizagdo do doutorado. Assim
como também agradecer a todos os professores que fazem parte do Programa,
obrigada pelos ensinamentos.

Ao Dr. Alexandre Alonso e Dr. Eduardo Fernandes pela Co-Orientacéo,
paciéncia, ajuda e dedicacdo no desenvolvimento da Tese.

A Embrapa Agroenergia, pela disponibilizacdo do que foi necessario
para a realizagdo desta pesquisa.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa de estudo concedida.

A FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos do Ministério da Ciéncia
e Tecnologia) pelo financiamento do projeto ao qual foi parte da Tese.

Ao LGB/AGROENERGIA (Laboréatorio de Genética e Biotecnologia) e
todos que fazem parte e caminharam junto nestes cinco anos.

Aos membros da Banca que se disponibilizaram a contribuir com o
manuscrito da Tese: Dra. Julceia Camillo, Marcio de C. Moretzsohn, Dr.
Eduardo F. Formighieri, Dr. Alexandre A. Alves e os suplentes Dra. Sara de A.

Rios, Dr. Guy de Capdeville e Dr. Bruno Laviola.



A equipe da Embrapa Amazonia Ocidental pela colaboracdo com as
pesquisas e coletas de materiais.

A colaboracdo nesta longa jornada de Julcéia, André Ledo, Marcelo
Picanso, Luiz Galli, Rodrigo Furtado, Lucas, Marcelo de Paula e demais
colegas.

Aos amigos pela forca sempre..., Anne Costa, Julcéia Camillo, Jaire
Alves, Tatiana Costa, Eduardo Fernandas, Gisele Domciano, Renata Duarte,
Lucimeire Costa, Conceigdo da Silva, Marilia Burle, Ana Paula Ribeiro, Glalcia
Emy, Paula Jaramillo, Glaycon, Jomar, Claudia Reis, Camila Marques e Tatiane
Balzon, Luciane Favarin e Paloma Reis. Meu muito obrigado.

Os amigos (as) e colegas que mesmo distante sempre estiveram
presente: Alberto Melo, Suely Xavier, Janivan Suassuna, Livia Campos e
familia, Sandra Guimaraes, Marcelo Helmich, Patrick Callegari, Flavio Costa e
familia, Whellyson Corddo, Erica Almeida, Jean Carlo, Ylana Claudia, Paulo
Henrique, José Zinho, Rafaela Reis e familia, Valdeci Franga, Rayanna Campos,
Priscila Targino, Débora Sa, Amanda Franca, Livia Pinto, Tamires Amorim,
Juliana Alves, Anténio Suassuna e Aldo Muniz.

A todos que estava na espectativa para que essa etapa fosse concluida!

Obrigada!



Principioy da eficiéncio: ndo- temer o
futwro- e newmv idolatrar o passado. O
insucesso- & apenas wna oportunidade de
comegow W novo- com maiy inteligénciov.
O passado s6& noy serve paros mostrowr
nossas falhay e fornecer indicagdes pavaw o
progresso- no- futuro. O fracasso é o
oportunidade de comecowr de novo
inteligentemente. (Hevwy Ford)



RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar a estrutura genética de 19
populagdes nativas de Elaeis oleifera (caiaué) e avaliar a diversidade genética
entre subamostras que compdem o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
Embrapa, por meio de marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e
PAVs (Presence/Absence Variants). Um total de 552 plantas mantidas pela
Embrapa foi utilizado para extracdo de DNA utilizando o protocolo CTAB. A
genotipagem foi realizada em plataforma DArTSeq. A filtragem dos marcadores
foi realizada com base em pardmetros de Call Rate (>0,90) e MAF (>0,05).
Apls estas analises, 0 nimero de marcadores SNPs foi reduzido a 1.667, e
acrescentando-se o parametro de Q-value (> 2) o nimero de PAVs, foi reduzido
a 3.187. Foram realizadas analises de diversidade genética para verificar a
relacdo entre subamostras de E. oleifera com marcadores PAVS, assim como
também para caracterizar a estruturacdo populacional por meio de marcadores
SNPs. Verificou-se a existéncia de moderada diversidade genética entre
subamostras/populacdes nativas de E. oleifera (0,301), podendo ser observada a
relacdo genética inter e intra-populacional. As subamostras mais relacionadas
entre si sdo (Autazes e Careiro) e as mais distantes geneticamente séo (BR 174 e
Tonantins). O indice F, que mede o coeficiente de endogamia, foi relativamente
baixo para todas as subpopula¢bes (0,073 em média). Por outro lado, a
heterozigosidade observada (Ho) foi moderada (0,185 em média), o que pode ser
um indicativo de que as subpopulacBes se reproduzem principalmente por meio
de cruzamentos entre individuos ndo aparentados. O indice Fsr foi, no entanto,
elevado (0,315 em média), 0 que demonstra a existéncia de estruturacéo, ou a
diferenciagdo genética entre as subpopulacdes E. oleifera. Analise da estrutura
de fato revelou a existéncia de 02 a 03 maiores aglomerados e a AMOVA
indicou que apenas 54% da variancia molecular ocorrem dentro das populagdes.
Por conseguinte, para a conservacdo ex situ, as colegdes devem incluir como
muitos sites que possivel. Esses resultados reforcam ainda a hipGtese que a
Amazonia Brasileira deve ser um centro de diversificagdo secundario da espécie.
A existéncia de variabilidade genética moderada entre e dentro de populacdes de
Elaeis oleifera, indica possibilidade de exploracdo comercial da espécie. Para
fins de melhoramento, diferentes subamostras/subpopula¢des devem ser testadas
em cruzamentos a fim de maximizar a diversidade na populacgéo base.

Palavras-Chave: Palma de Oleo. E. oleifera. Diversidade Genética. PAVs. SNPs.
DArTSeq.



ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the genetic structure of
19 native populations of Elaeis oleifera (caiaué) and assess the genetic diversity
among samples that make up the Active Germplasm Bank (BAG) of Embrapa,
through SNP (Single Nucleotide Polymorphism) and PAVs (Presence/Absence
Variants) markers. A total of 552 plants maintained by Embrapa was used for
DNA extraction using the CTAB protocol. Genotyping was performed on
DArTSeq platform. The filtering of the markers was performed based on Call
Rate (> 0.90), and MAF (> 0.05). After these analyzes, the number of SNP
markers was reduced to 1,667, and after adding the Q-value parameter (> 2) the
number of PAVs, was reduced to 3.187. Genetic diversity analyzes were
performed to verify the relationship between E. oleifera subsamples with PAVs
markers, as well as to characterize the population structure by means of SNPs
markers. We verified the existence of moderate genetic diversity among
samples/native populations of E. oleifera (0,301) while also observing the
existence of inter and intra-population genetic relationship. The subsamples
which are more related to each other are (Autazes and Careiro) and the most
distant genetically are (BR 174 and Tonantins). The F index, which measures the
inbreeding coefficient, was relatively low for all subpopulations (0.073 on
average). Conversely, the observed heterozygosity (Ho) was moderate (0.185 on
average) which may be indicative that the subpopulations reproduce mainly by
crosses between unrelated individuals. The Fst index was, however, high (0.315
on average), demonstrating the existence of structuration, or genetic
differentiation among the E. oleifera subpopulations. Structure analysis indeed
revealed the existence of 02 to 03 major clusters and the AMOVA indicated that
only 54% of the molecular variance occurs within populations. Consequently,
for ex situ conservation, the collections should include as many sites as possible.
These results further support the hypothesis that the Brazilian Amazon should be
a secondary center of diversification of species. The existence of moderate
genetic variability among and within populations of Elaeis oleifera, points for
commercial exploitation of the species. For breeding, different
subsamples/subpopulations should be tested in crosses to maximize diversity.

Keywords: Oil Palm. E. oleifera. Genetic Diversity. PAVs. SNPs. DArTSeq.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral

1 INTRODUCAO

O caiaué (Elaeis oleifera) é uma palmeira nativa da Amazénia Brasileira
que tem despertado interesse como fonte de diversidade genética para 0s
programas de melhoramento genético de palma de éleo (Elaeis guineensis) no
continente Americano. A espécie tem se destacado por suas caracteristicas de
interesse agronémico, como porte reduzido, qualidade do dleo e por apresentar
tolerancia as principais doencas que afetam a cultura da palma de 6elo no
continenete.

A palma de bleo é responsavel pela maior parte do fornecimento de 6leo
vegetal consumido no mundo. Sua alta capacidade de producdo por unidade de
area faz com que seu rendimento médio seja de sete a dez vezes superior a
produtividade da soja (RIOS et al., 2012), espécie que ocupa posicdo de
destaque no Brasil para producdo de 6leo. Embora ocupe atualmente apenas 5%
da érea total utilizada para o cultivo de espécies oleaginosas no mundo, a palm
de 6elo responde por 33% da producdo mundial de 6leo vegetal (SINGH et al.,
2013a). Suas aplicagdes sdo extensas, em setores como a industria de tintas e
vernizes, saboaria, medicamentos e cosméticos fazem uso rotineiro do 6leo de
palma. Mais recentemente, o 6leo extraido da palma tém sido utilizado também
para a producdo de biocombustiveis como o biodiesel. Entretanto, seu principal
uso é na industria alimenticia (BARCELQS, 1995).

A demanda mundial por Oleo de palma vem crescendo
progressivamente, tendo passado de 18 milhdes de toneladas em 1998 para
aproximadamente 56 milhdes de toneladas em 2013 (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2015).

Estimativas indicam que em 2015 a demanda possa chegar a 63 milhdes de



16

toneladas e considerando-se que o mercado mundial de biocombustiveis estd em
plena expansdo, esta poderd ser bem maior. No Brasil, a palma de 6elo é
considerada a principal espécie capaz de complementar a soja no abastecimento
das usinas produtoras de biodiesel (BECKER, 2010), principalmente, ap6s o
lancamento, pelo Governo Federal, dos programas de Producdo Sustentavel de
Palma de Oleo e Producéo e Uso de Biodiesel.

Como forma de responder a esta crescente demanda, além do aumento
da érea plantada (esfor¢o orientado no Brasil por meio de um extenso estudo de
mapeamento edafoclimético), vem-se buscando também desenvolver cultivares
mais produtiva e principalmente, tolerante a doencas, sendo um dos principais
limitadores da expansdo dos cultivos na América. Nesse sentido, os programas
de melhoramento tém buscado a producgdo de hibridos interespecificos entre a
palma de 6leo e o caiaué. Esta agdo visa introduzir novas caracteristicas aos
materiais comercialmente disponiveis, principalmente a resisténcia ao
Amarelecimento Fatal — AF, uma vez que a principal area de expansdo da
cultura (estado do Pard) coincide com a area de maior ocorréncia de AF, cujo
agente etiologico ainda é desconhecido (SANTQOS, 2010).

O caiaué também representa uma importante fonte de variabilidade para
resisténcia a Fusariose (Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis), além de
caracteristicas relacionado a arquitetura da planta. A espécie americana
apresenta porte reduzido, o que pode propiciar um aumento consideravel no
periodo de exploragdo econémica da cultura além de elevado teor de acidos
graxos insaturados, que resulta em um 6leo de melhor qualidade industrial. Sua
incorporacgdo aos programas de melhoramento genético de palma de éleo podera
resultar assim em incremento da producdo, melhora na qualidade de Oleo, e
consequentemente, colaborar com a sustentabilidade da cultura da palma de 6leo
no pais (RIOS et al., 2012).
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O caiaué é uma espécie amplamente distribuida nas Américas Central e
do Sul, principalmente na regido Amazonica. Extensas expedicGes de coleta de
germoplasma tém sido realizadas desde as décadas de 1970/80. No Brasil, uma
grande colecdo de germoplasma de Elaeis é mantida pela Embrapa e foi
estabelecida com base em uma série de expedi¢cBes organizadas pela Instituicdo
em parceria com 0 CIRAD (Centre de Coopération Internationale em Recheches
Agronomique pour le Développment), nas areas amazonicas. Assim como no
Brasil, outras cole¢des de germoplasma de E. oleifera sdo mantidas na Malasia,
Costa do Marfim e Costa Rica (CORLEY; TINKER, 2003).

A colegdo brasileira de palma de Oleo tem sido estudada com a
finalidade de se verificar a extensdo e a organizacdo da diversidade genética
contida, uma vez que o conhecimento do modelo de variacdo entre os materiais é
importante na definicdo de estratégias a serem utilizadas nos programas de
melhoramento da espécie (OOl et al., 1981). Esses estudos tém sido
desenvolvidos, na maior parte, com base em marcadores moleculares e um dos
primeiros resultados publicados com base nos materiais do banco de
germoplasma da Embrapa, foi descrito por Barcelos et al. (2002). Estes autores
identificaram a existéncia de quatro grupos diferentes e geograficamente
distintos: 1. Brasil; 2. Peru; 3. América Central/Norte da Colémbia e 4.
Suriname/Guiana Francesa. Posteriormente, Moretzsohn et al. (2002)
observaram a existéncia de variabilidade genética intra e interpopulacionais em
E. oleifera. Estes trabalhos, no entanto, foram baseados em uma quantidade
limitada de marcadores e, considerando-se que E. oleifera é uma espécie
alégama, o nivel de diversidade existente talvez ndo possa ser adequadamente
verificado com uma quantidade reduzida de marcadores.

Tencologias como a genotipagem-por-sequenciamento, entretanto, tém
tornado possivel a realizacdo de andlises genética em grande escala em um curto

prazo de tempo ao permitir a genotipagem de milhares de marcadores de
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maneira rapida e com custo acessivel. Assim, tendo em vista a importancia que
E. oleifera hoje representa para o programa de melhoramento genético de palma
de 6leo e, dada a necessidade de se as possibilidades que novas ferramentas
genbmicas oferecem, o presente estudo teve por objetivos: (i) avaliar a estrutura
populacional de populacdes nativas de E. oleifera por meio de marcadores SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) e (ii) avaliar a diversidade genética entre
subamostras de E. oleifera que compdem o Banco Ativo de Germoplasma

(BAG) da Embrapa, por meio de marcadores PAVs (presence/absence variants).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Introducgéo

No cenério global, o 6leo de palma responde por 33% do total de 6leos
vegetais produzidos e por 45% de todo o 6leo vegetal utilizado na industria
alimenticia, embora ocupe uma &rea equivalente a apenas 5% do total cultivado
com espécies oleaginosas. Com mais de oito milhGes de hectares plantados no
mundo, a palma de 6leo é responsavel pela produgdo de mais de 40 milhGes de
toneladas de o6leo; tendo superado ja em 2008 a producdo de Oleo de soja
(FARIA et al., 2010). No Brasil, a producéo local é insuficiente para atender ao
mercado interno, sendo necessdria a complementagdo desta por meio de
importacOes. Na possibilidade de uso de palma de dleo para a produgdo de
biocombustiveis, em especial o biodiesel, ha a necessidade de aumentar a oferta
interna de dleo, para evitar aumento no déficit da balanca comercial devido a um
possivel aumento da importacdo deste produto. Para producdo de biodiesel no
Brasil, o 6leo de soja € a principal matéria prima utilizada, tendo sido no altimo
ano responsavel por aproximadamente 73% da producgdo, seguido de gordura
animal com 22%, e o 6leo de algoddo, com aproximadamente 3%. O uso de 6leo
de dendé para a producédo de biodiesel no Brasil ainda é residual, isto €, menor
que 1% (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E
COMBUSTIVEIS, 2015).

A alta demanda por energia no mundo globalizado tem resultado em
elevados niveis de poluigdo decorrentes, em grande parte, do uso dos
combustiveis fosseis. Alinhados com a questdo da poluicdo, tém-se ainda os
efeitos decorrentes do aquecimento global e o fato das reservas de combustiveis
fosseis serem finitas. Em decorréncia disto, torna-se necessario o

desenvolvimento de fontes alternativas de energia, de preferéncia ndo poluidoras
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e renovaveis. Uma dessas alternativas, no que tange aos combustiveis liquidos,
que movem quase que a totalidade do setor de transportes no mundo, é a
producdo de biodiesel (produzido a partir de 6leos vegetais ou gordura animal).
O biodiesel produzido a partir de 6leo vegetal € um combustivel que emite
menos gases nocivos do que as fontes convencionais (ISSARIYAKUL et al.,
2008).

Em decorréncia da promocdo da diversificagdo de matérias-primas para
a producdo de biodiesel no Brasil, combinada com possibilidades de promogao
de uma maior insercdo regional e social nesta cadeia de producdo de
biocombustiveis, a palma de 6leo africana (E. guineensis) apresenta-se como
uma das principais fontes alternativas de matéria-prima disponivel. Isto se deve,
entre outros fatores, ao elevado rendimento de dleo, entre 5 e 7 toneladas ha™
ano™ e ao alto poder calorifico do mesmo. Porém, o cultivo desta palmeira no
Brasil, especificamente no estado do Para — maior produtor nacional, com > 90%
do 6leo produzido — apresenta uma grande limitacdo, que é a ocorréncia do
Amarelecimento Fatal — AF. O AF é uma doenca que acomete as plantas de
palma de 6leo, levando-as invariavelmente a morte. Nao se identificou até o
momento fonte de resisténcia ao AF em colecGes de germoplasma de E.
guineensis e, apés mais de 30 anos de pesquisa, a Unica alternativa
economicamente viadvel encontrada para contornar o problema é a exploracédo da
palma de éleo americana ou caiaué (E. oleifera), mediante desenvolvimento de
hibridos interespecificos.

O germoplasma de E. oleifera tem sido explorado em duas linhas:
melhoramento do hibrido F1, buscando-se identificar combinagdes de caiaué
com dendezeiro para producéo de hibridos interespecificos F1 com potencial de
cultivo comercial, e introdugdo de caracteristicas do caiaué no dendezeiro
através de retrocruzamentos, utilizando o dendezeiro como genitor recorrente

para alcancar altas produtividades e o caiaué como genitor doador de
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caracteristicas de interesse e que ndo ocorrem naturalmente em dendé
(BARCELOS; NUNES; CUNHA, 2000).

Um dos grandes problemas enfrentados pela cultura da palma de 6leo no
Brasil € a reduzida capacidade de fornecimento e baixa diversidade de sementes
produzidas. A capacidade produtiva da Embrapa, maior produtora nacional, esta
entre 4,5 a 5 milhGes de sementes por ano, nimero insuficiente para atender a
um aumento em larga escala da area plantada com palma de 6leo no pais. O
programa de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I) de Palma de Oleo
da Embrapa, que € o maior atualmente em curso no Brasil e que tem o
melhoramento genético de cultivares desta espécie como prioridade, vem sendo
apoiado fortemente pelo governo federal — FINEP/MCTI - desde 2009, no
sentido de atender as demandas internas decorrentes de politicas governamentais
de apoio a empresas de producéo de 6leo de palma no pais.

A existéncia de variabilidade genética caracterizada tanto para dendé
quanto para caiaué traz expectativas promissoras para 0S programas de
melhoramento genético existentes, com possibilidade de ganho expressivo com
as sucessivas geracbes de selecdo, retrocruzamentos e recombinacdo, ou seja,
permitindo a expansdo da cultura da palma de 6leo no pais de modo mais

sustentavel.

2.2 O caiaué - Elaeis oleifera (Kunth) Cortés

A espécie E. oleifera é nativa, mas ndo endémica da flora do Brasil,
amplamente distribuida na regido Amazonica. Tem despertado o interesse de
pesquisadores por ser uma importante fonte de variabilidade (e.g. resisténcia a
doencas, arquitetura de plantas e etc) para 0 melhoramento genético do dendé
(E. guineensis). Por esta razdo, ao longo das Ultimas décadas, tém sido

empreendidos esfor¢os na coleta e formacdo de bancos de germoplasma da
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espécie, sobretudo na América Latina, com vistas a atender as demandas dos
programas de melhoramento genético (RIOS et al., 2012). O género Elaeis,
pertencente a classe Liliopsida (Monocotileddnea), ordem Arecales (Palmales),
familia Arecaceae (Palmaceae ou Palmae), subfamilia Arecoideae, tribo
Cocoseae (Cocoinaea) e subtribo Elaeidinae. O género Elaeis é composto por
duas espécies: E. guineensis (dendé ou palma de 6leo) e E. oleifera (caiaué),
ambas diploides e com 16 pares de cromossomos (2n = 32) (CRONQUIST,
1981). Segundo Rajanaidu (1986a), o dendé é originario do Oeste Africano, com
alguma dispersdo no Centro-Oeste do continente; enquanto que o caiaué é
encontrado nas Américas Central e do Sul, disperso em varios paises, inclusive
no Brasil (RAJANAIDU, 1986b). O caiaué ndo tem expressao comercial devido
ao fato de sua produtividade de dleo ser inferior & do dendezeiro. Segundo
Clement (1999), é considerada uma espécie incipiente, isso porque vem sendo
modificada ou melhorada pela interveng&o humana.

O interesse no germoplasma do caiuaé se deve ao fato de que algumas
caracteristicas desta espécie poderem ser incorporadas ao programa de
melhoramento de E. guineensis. Dentre as principais caracteristicas observadas
destacam-se: baixo porte das plantas, qualidade do dleo (maioria dos acidos
graxos apresenta elevada insaturacdo), bem como tolerancia ao AF e murcha de
Fusarium, algumas das doencas que afetam os cultivos da palma de 6leo
(BERGAMIN-FILHO et al., 1998; HARDON; RAO; RAJANAIDU, 1985;
RENARD; NOIRET; MEUNIER, 1980).

Entretanto, pardmetros genéticos de E. oleifera ainda s&o pouco
conhecidos. Conhece-se, por exemplo, muito pouco sobre a extensdo da
variabilidade genética existente entre 0os materiais coletados e mantidos em
bancos de germoplasma, ou sobre a estruturacdo genética das populacGes
nativas, entre outros fatores importantes para a definicdo de estratégias em

programa de melhoramento (OOl et al., 1981). Entender a diversidade genética
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entre e dentro de espécies cultivadas e silvestres é ainda essencial para
desenvolver estratégias de conservacdo, coleta e utilizagdo do germoplasma no

desenvolvimento de novas variedades.

2.3 Elaeis oleifera como fonte de variabilidade

Uma das principais linhas de programs de pesquisa com palma de 6leo
na América Latina é a busca por fontes de resisténcia a doencas (RIVAS;
BARBIERI; MAIA, 2012), pois acredita-se que um dos principais fatores que
inibem os investimentos na expansdo da palma de 6leo na regido seja a auséncia
de conhecimentos sobre as doencas como o AF, que dizimam os plantios
(RAMOS; VEIGA; FURLAN JUNIOR, 2006). A estratégia atual dos programas
de melhoramento genético da palma de 6leo no Brasil visa & producdo e
avaliacdo de hibridos interespecificos entre palma de dleo africana e palma de
6leo americana, a selecdo dos melhores para reproducdo e uso em plantios
comerciais ou para obtengdo de geracBes avancadas de retrocruzamentos (CHIA
et al., 2009). Assim, o conhecimento acerca da variabilidade contida em
colecdes de germoplasma torna-se informacéo privilegiada uma vez que permite
a melhoristas delimitar um conjunto de gendtipos (com base em padroes de
diversidade e estruturacdo) a ser triado em bioensaios para resisténcia a doengas.
Pouco, no entanto, se sabe sobre a variabilidade genética do caiaué, espécie que
apresenta resisténcia a varias doencas importantes da cultura, em nivel
molecular.

O entendimento da diversidade genética de espécies cultivadas e
silvestres é essencial para desenvolver estratégias de conservacgdo, coleta e
utilizacdo do germoplasma no desenvolvimento de novas variedades.
Especificamente no caso da palma de o6leo, o emprego das técnicas

convencionais de melhoramento é dificultado por diversos fatores, destacando-



24

se 0 longo periodo da fase juvenil, a demora em estabilizar a producdo, a alta
heterozigosidade dos melhores individuos, e a ineficiéncia das técnicas de
melhoramento em minimizar o mascaramento imposto pelas influéncias do
ambiente. Por ser uma cultura perene com longo ciclo de producédo e devido ao
alto custo de manutencgdo e avaliacdo dos experimentos, é necessario definir o
periodo de tempo minimo para uma avaliacdo estavel de producdo dos hibridos
interespecificos (TURNER; YONG, 1969).

Apesar de esfor¢cos na coleta e conservacdo, a caracterizacdo do
germoplasma de E. oleifera ainda se encontra em fases iniciais quando
comparado a E. guineensis. Os principais desafios de pesquisa para o caiaué sdo,
portanto: conhecer profundamente a diversidade genética disponivel no Banco
Ativo de Germoplasma (BAG); desvendar a estrutura e organizacdo
populacionais; e identificar gendtipos ou populacfes superiores para futuros
cruzamentos e producdo de sementes. Devido ao fato das colecBes existentes
atualmente serem, em geral, pouco avaliadas, a avaliacdo dos recursos genéticos
da cultura deve ser considerada assim como de alta prioridade, a fim de se
efetivamente aproveitar a variabilidade existente em programas de
melhoramento genético (BARCELOS et al., 2002; MORETZSOHN et al,.
2002).

2.4 Recursos genéticos de E. oleifera

Um dos primeiros bancos de germoplasma da espécie foi estabelecido na
Costa Rica, a partir de 1967 pela United Brands Company. A colegéo foi
formada por individuos coletados inicialmente na Costa Rica, Panama e
Coldmbia e posteriormente, nos anos 1975/76 foi enriquecida com a realizago
de coletas em diferentes popula¢es no Suriname, Honduras, Nicardgua e Brasil.

A colecdo contava com 4974 plantas divididas em 326 acessos, coletados em
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sete paises e 36 zonas de coleta (ESCOBAR, 1981) e atualmente conta com 370
acessos representativos de todas as principais regides produtoras, além de
materiais silvestres originados de ambientes especificos (RAJANAIDU;
AINUL, 2013).

Além da cole¢do mantida na Costa Rica, atualmente estdo disponiveis
no mundo mais trés colecdes de germoplasma de E. oleifera distribuidas da
seguinte forma: (1) na Malasia, a Malaysian Palm Oil Board (MPOB) mantém
uma colecdo, com acessos coletadas entre os anos de 1981 a 2004 na Colémbia,
Panamd, Costa Rica, Honduras, Brasil e Suriname; (2) no Equador é mantida
uma colecdo, cujas plantas foram selecionadas com base na espessura de
mesocarpo; e (3) no Brasil, a Embrapa mantém a segunda maior colecéo de E.
oleifera, contendo 226 acessos coletados durante a década de 1980, em parceria
com o instituto francés Coopération Internationale en Recherche Agronomique
Pour le Développement (CIRAD), ao longo da bacia do Rio Amazonas
(RAJANAIDU; AINUL, 2013), os materiais foram coletados em seis regides
distintas: Regido de Manaus, Rio Amazonas, Rio Negro, Regido de Caracaral,
Rio Solimdes e Rio Madeira e mantidos no BAG de caiaué da Embrapa.

Alguns estudos da diversidade genética foram realizados nos ultimos
anos, com base em caracteristicas morfologicas de diferentes acessos de E.
oleifera mantidos no banco de germoplasma no Brasil, pertencente a Embrapa e
em outros paises da América Latina. Rios et al. (2012) avaliaram subamostras de
caiaué coletadas na regido de Coari, Amazonas, e observaram a existéncia de
correlagdo positiva e significativa entre algumas variaveis morfoldgicas e o
namero de frutos por cacho. Camillo (2012), com base na biometria de frutos de
18 acessos distintos de E. oleifera da bacia amazbnica, observou que estes
tendem a formar grupos genéticos, de acordo com a distribuigdo geografica da

espécie, porém com significativas diferencas entre acessos de uma mesma
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origem e, algumas caracteristicas agrondmicas importantes podem ser
associadas a caracteres morfologicos.

Escobar (1981) observou diferengas significativas entre acessos
mantidos em banco de germoplasma na Costa Rica e foi uns dos primeiros
autores a quantificar esta variabilidade através de caracteristicas vegetativas
como a conformacdo de plantas, peciolo, coloracdo dos frutos e composicao do
6leo. Rajanaidu, Tan e Rao (1983) realizaram um estudo sobre diferentes
aspectos morfologicos em populac@es coletadas nas Américas do Sul e Central.
Dentre os pardmetros avaliados, a biometria de frutos mostrou diferengas
significativas entre as populagGes dos diferentes paises e principalmente, entre
populagdes de um mesmo pais. Mohd-Din, Rajanaidu e Jalani (2000), estudaram
os aspectos morfologicos de progénies coletadas no Panama, Costa Rica,
Colémbia e Honduras e observaram diferencas significativas entre progénies de
diferentes paises quanto ao peso médio de frutos e peso médio de didsporos e
améndoas.

Em estudos realizados por Barcelos (1986), foi evidenciado que o caiaué
é encontrado ao longo do Rio Madeira, em solo conhecido como terra preta do
indio, como é comum também no baixo Rio Solimdes e alto Rio Amazonas. Sua
raridade em ambientes naturais ao longo do Rio Madeira ¢ um indicativo de que
0 caiaué foi introduzido intencionalmente pelos povos indigenas, muito
provavelmente na época pré-colombiana. Além disso, Wessels Boer (1965)
sugere que o caiaué tenha sido introduzido na Amazbnia, vindo da América
Central, embora as analises moleculares de Barcelos, Cunha e Nouy (2001) ndo
oferegam apoio claro para essa proposta.

J& Martins, Miranda e Nunes (2003), quando compararam a morfologia
polinica entre populagdes de E. oleifera coletadas na regido amazénica,
verificaram que, na comparagdo com outros métodos de andlise de diversidade

genética (ecOtipos, isoenzimas ou DNA nuclear), a divisdo dos grupos pode
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coincidir ou ndo, dependendo do estudo realizado. Os autores relatam ainda, a
divisdo das populagdes em trés grupos distintos, coincidentes com a localizagéo
geografica, em popula¢bes do norte do Amazonas, baixo Rio Madeira € um
terceiro grupo com populacdes espalhadas ao longo do Rio Solim8es, Amazonas
e afluentes menores. Resultados semelhantes sdo descritos por Barcelos et al.
(2002), para populacdes da espécie situadas nas Américas Central e do Sul. O
estudo, com marcadores RFLP e AFLP, mostrou que a diversidade genética
observada nas populacdes brasileiras (0,157) foi maior do que aquela observada
em populagdes coletadas no Peru (0,042), América Central (0,047), Guiana
Francesa (0,042) e Suriname (0,035), agrupadas de acordo com a origem
geografica.

Em outro estudo sobre a diversidade genética de E. oleifera no Brasil,
verificou-se que 0s acessos apresentam niveis moderados de diversidade
genética (0,675), quando comparados com aqueles observados em E. guineensis
(0,472), apesar das diferencas de tamanho de amostragem; 0s grupos de
similaridade formados estavam correlacionados com a dispersao geografica da
espécie ao longo da bacia amazonica e ndo, com a distancia geografica entre as
populagdes e que, a maior diversidade genética encontrada foi intrapopulacional
(MORETZSOHN et al., 2002).

A espécie E. oleifera vem sendo utilizada como fonte de recursos
genéticos nos programas de melhoramento de palma de Gleo e, apesar do
isolamento geogréafico entre as espécies, estas apresentam compatibilidade de
cruzamento com produgdo de hibridos férteis, a exemplo temos o hibrido
interespecifico (HIE) BRS Manicoré, que € um dos trés tnicos HIE lancados no
mundo e foi desenvolvido e registrado no MAPA (Ministério da Agricultura,
Pécuaria e Abastecimento) pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria) (RIOS et al., 2012). Apesar de néo ser utilizado comercialmente,

0 caiaué apresenta caracteristicas favoraveis a serem introduzidas no genoma de
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palma de 6leo, e por isso seu cultivo tem sido intensificado nas Gltimas décadas
(BARCELOS; CUNHA; NOUY, 2001).

2.5 Recursos gendmicos de E. oleifera

Os desafios sdo constantes na agricultura moderna, levando os
programas de melhoramento genético, ao longo dos anos, a buscar estratégias
eficientes para a caracterizagdo dos recursos genéticos e populaces de
melhoramento assim como para a efetiva selecdo de genoétipos que apresentem
desempenho superior. Assim, como ferramenta-suporte aos programas de
melhoramento genético, as técnicas baseadas na utilizacdo de marcadores
moleculares surgiram para agregar informagdes as etapas de caracterizagdo e
selecdo de genotipos superiores, permitindo estudar em nivel genémico espécies
e individuos. Com o avanco da tecnologia tém-se usado cada vez mais 0 auxilio
de ferramentas biotecnolégicas como suporte a programas de melhoramento
genético. Para a espécie Elaeis oleifera, este panorama néo é diferente e alguns
estudos ja foram realizados na area da genémica.

Shah e Cha (2000) isolaram e caracterizaram cDNA especifico, MO1
(434 pb) em E. oleifera e demonstraram que sua maior expressao ocorre no
mesocarpo entre a quinta e vigésima semana ap6s a antese. O método de
apresentacdo diferencial foi usado para isolar cDNAs correspondentes aos
transcritos que se acumulam durante o periodo da sintese de lipidos, entre 12 e
20 semanas apds a antese (WAA) no mesocarpo de duas palmeiras de 6leo,
Elaeis guineensis e Elaeis oleifera. Foi extraido RNA total do mesocarpo e da
améndoa de frutos tenera (15 WAA), foram utilizados para obter os padrfes de
expressao diferencial de genes entre estes tecidos nas duas espécies. Os autores
descrevem o isolamento e a caracterizacdo de um clone de cDNA especifico,

MO1 (434 pb), que foi demonstrado ser especifico no mesocarpo e
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exclusivamente para a espécie de E. oleifera. O sequenciamento deste fragmento
mostrou homologia com a enzima sesquiterpeno-sintase. O seu maior clone de
cDNA, pMO1 (1072 pb), isolado a partir de uma biblioteca de cDNA de E.
oleifera, confirmou que codifica para sesquiterpeno-sintase. Sesquiterpeno é um
composto defensivo (fitoalexinas) secretados em planta adultas contra fungos ou
infecgdes microbianas (STEELE et al., 1998; BACK; CHAPPEL, 1995). Dai o
potencial de E. oleifera a resisténcia a algumas doencas causadas pela infecgao
fangica (RAO; CHIN; RAJANAIDU, 1989). Portanto, o clone isolado que
codifica para uma sintase de sesquiterpeno, a qual estd envolvida na sintese de
um sesquiterpeno especifico podendo atuar como um composto defensivo nesta
espécie.

A sequéncia completa de 1976 pb foi obtida utilizando o método de
RACE de 5%. A hibridagéo por Northern mostrou que Mol e pMO1 em mRNA
transcritos sdo altamente expressos apenas no mesocarpo de E. oleifera de 5 a 20
WAA. N&o sendo detectada expressdo na améndoa (WAA 12-17) e em tecidos
vegetativos de ambas as espécies nem no mesocarpo de E. guineensis. Este
resultado foi o primeiro a ser divulgado sobre o isolamento e a caracterizacdo de
expressao no mesocarpo em palma de 6leo. O isolamento de genes especificos
no mesocarpo € na améndoa é importante para o isolamento de promotores
especificos para a expressao de transgenes alvo. Os autores usaram a exposicao
diferencial de mRNA para procurar diferengas de expressdo génica em
améndoas e no mesocarpo de ambas as espécies de palma de éleo, em 15 (WEE)
periodo em que ocorre a sintese de 6leo ativa. Estes resultados relatam o uso do
método de exibicdo diferencial para isolar um gene que é expresso
especificamente no mesocarpo de E. oleifera assim como também os primeiros
ensaios sobre o isolamento de um gene de tecidos especificos da espécie de 6leo
de palma (SHAH; CHA, 2000).
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Asemota e Shah (2004) verificaram que o gene oleoyl-thioesterase- ACP
estd presente no caiaué, a sequéncia foi comparada com outros genes
thioesterases no Centro Nacional de Informagfes sobre Biotecnologia (NCBI).
Apresentou 72% de homologia em nivel de nucledtidos, através da regido de
codificacdo examinadas e 83% de identidade (90% de positivos) em nivel de
aminoacidos e possui homologia com 0 mesmo gene presente na canola
(Brassica napus). Foi realizada uma andlise de Northern deste transcrito onde
mostrou que o oleoil-ACP tioesterase amplificado é fortemente expressa em 20
semanas apos a antese (WAA) no mesocarpo do fruto de E. oleifera. Este
resultado é consistente pelos estudos até o momento terem mostrado que em
todas as espécies de planta, até agora examinadas, foi encontrado a atividade da
enzima oleoil-tioesterase. Este gene que codifica esta enzima em E. oleifera foi
encontrado por ter consideravel similaridade de sequéncias com outros
thioesterases clonados anteriormente em outras espéecies. O fato de o fruto
amadurecer totalmente a cerca de 28 WAA considerando que esta transcri¢do é
expressa apenas na 20 WAA, no entanto, os autores sugerem que pode haver
outros thioesterases ativo nesta espécie em outros estagios de maturidade do
fruto.

San e Shah (2005) estudaram a expressdo diferencial de genes e
caracterizacdo de cDNA em tecido especifico em clones de E. guineensis e E.
oleifera, sendo possivel demonstrar suas especificidades e separar em trés
grupos. O grupo um composto por quatro clones (KT3, KT4, KT5 e KT6) que
sdo genes especificos da améndoa tipo tenera de E. guineensis e E. oleifera. O
segundo grupo é representado pelo clone FST1, que tem o gene especifico do
mesocarpo em planas do tipo tenera entre E. guineensis e E. oleifera. E o
terceiro grupo representado pelos clones MLT1, MLT2 e MLO1 que séo genes
expressos no mesocarpo e na folha. O sequenciamento de nucleotideos e busca

de homologias de dados no GenBank revelou que os clones KT3 e KT4
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codificam para a mesma proteina de maturagdo PM3. Enquanto os clones MLT1
e MLT2 codificam para S-ribonuclease ligacdo proteica e fibrilina,
respectivamente. Os outros clones (KT5, KT6, FST1 e MLOL1) ndo apresentaram
qualquer homologia significativa com qualquer proteina conhecida.

Ismail et al. (2009) verificaram que a andlise funcional do promotor
Sesquiterpene Synthase (Sesgpro) em Elaeis oleifera revelou expressao tecidual
ndo especifica e ativagdo do mesmo sob condi¢des de estresse, demonstrando
assim que a acdo da sesqpro é especifica e foi influenciada por indugéo de &cido
jasmdnico. A fim de se investigar as sequéncias promotoras do gene da sintase
sesquiterpeno que sdo responsaveis pela indugdo da atividade de GUS por &cido
jasménico exdgeno, todas as constru¢es promotoras foram testadas no que diz
respeito a indutibilidade de expressao do GUS. Sesquiterpeno é um composto de
defesa secretado em plantas superiores contra fungos ou infec¢des microbianas e
é catalisada pela enzima sintetase de sesquiterpeno. Para estudar os elementos e
fatores de transcricdo relacionados com a atividades de defesa, 100 uM de acido
jasménico foi adicionado ao meio de cultura liquido de tecidos transformados. O
acido jasmonico esta entre os indutores exdgenos mais aplicados para a indugdo
de mecanismos de defesa de culturas de tecidos vegetais (VAN ETTEN et al.,
1994). Acido jasmdnico e seus derivados éster metilico (jasmonato de metilo,
MJ) sdo usados para induzir a producdo de metabdlitos secundarios em plantas
(SANZ et al., 2000). Os mesmos foram propostos como compostos principais de
sinalizagdo na indugdo do acumulo de varios metabolitos secundarios (SZABO;
THELEN; PETERSEN, 1999).

Os beneficios na salde s&o potenciais de carotendides como anti cancer
e agentes antioxidantes e tém sido recentemente demonstrada. A Elaeis oleifera
em particular, é conhecida por ser a mais rica fonte natural de caroteno. No
entanto, as espécies ndo tém sido exploradas comercialmente devido ao seu

rendimento extremamente baixo de Oleo. Rasid et al. (2008) descrevem o
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isolamento de um clone de cDNA que codifica o gene fitoeno-sintetase (psy) a
partir de E. oleifera através de amplificacdo por RT-PCR. O estudo também foi
realizado para se obter um padrdo de expressdo de palma de dleo psy no
desenvolvimento de frutos por analise RT-PCR. Os resultados indicaram que o
gene é altamente regulado ao longo de desenvolvimento do fruto do éleo de
palma. O padréo de expressao psy se mostrou bem correlacionado com acumulo
de luteina em tecidos jovens e a- e P-caroteno nos tecidos mais velhos do
mesocarpo. Esta observacdo demonstrou que o psy em palma de 6leo era
altamente regulado para o desenvolvimento de tecidos e o acimulo de carotenos
para armazenamento.

Zaki et al. (2010) desenvolveram dez marcadores microssatélites que
foram caracterizados a partir de 1500 sequéncias da biblioteca genémica de E.
oleifera. Os marcadores foram utilizados para avaliar a diversidade genética de
colecbes de germoplasma de E. oleifera de quatro paises da América do Sul
(Colémbia, Costa Rica, Panama e Honduras). A maioria dos marcadores
mostraram transferibilidade para o dendezeiro enquanto dois marcadores
mostrou transmissibilidade para a familia Arecaceae. Mostrando que a taxa de
transferibilidade entre espécies de palmeiras através de marcadore SSR revela
resultados promissores para estudos genéticos comparativos. Os autores
concluem que estes marcadores microssatélites para E. oleifera deverdo tornar-
se ferramentas Uteis para determinar a estrutura da populagéo e a conservagado
das populagoes.

Bhore e Shah (2012) estudaram a transformacdo genética de Elaeis
oleifera em embrides zigo6ticos imaturos para verificar a expressdo do gene
Tioesterase Proteina Transportadora (PASTA), principal gene envolvido na
biossintese de &cidos graxos plastidial, sendo este regulador do acumulo do
acido palmitico. Em Elaeis oleifera o teor de acido palmitico no mesocarpo do

fruto, pode ser minimizado por silenciamento génico pés-transcricional do gene
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PATE. Os autores chegaram a supor que o silenciamento de genes PATE pds-
transcricional em tecido do mesocarpo do fruto em E. oleifera pode aumentar os
niveis de &cidos palmitoléico (C16:1), estearico (C18:0) e oléico (C18:1).

Um estudo gendmico recente elucida em parte a origem das espécies de
palma de dleo. Singh et al. (2013a) descrevem a sequéncia do genoma de palma
de 6leo Africano de 1,8 gigabase (Gb), a fonte predominante de producdo de
6leo em todo o mundo. Um total de 1.535Gb de dados de sequéncia e
transcriptoma montado a partir de 30 tipos de tecido foram utilizados para
prever, pelo menos, 34,802 genes, incluindo genes da biossintese de Gleo e
homdlogos de WRINKLED1 (WRI1), e outros reguladores da transcrigdo, que
sdo altamente expressos no nicleo. Os autores relatam ainda no mesmo estudo
sobre o draft de sequéncias para Elaeis oleifera, que tem o mesmo numero de
cromossomos (2n=32) e produz hibridos interespecificos férteis com E.
guineensis, mas parece ter divergido no Novo Mundo. Duplicagbes segmentais
de bracos cromossémicos definem a origem paleotetraploide das palmeiras. As
sequéncias de palma de 6leo permitem a descoberta de genes para caracteristicas
importantes, bem como alteracGes epigenéticas e somaclonais que restringem o
uso de clones em plantagcdes comerciais, e, portanto, devem ajudar a alcangar a
sustentabilidade para os biocombustiveis e 6leos comestiveis.

Estudos visando identificar QTLs associados a qualidade e
caracteristicas associadas ao 6leo da palma vém sendo desenvolvidos. O estudo
realizado para detecgdo de QTLs para composicdo de acidos graxos foi realizado
em hibridos interespecificos (SINGH et al., 2009). Os autores ndo conseguiram
concluir se as ligagdes marcador/QTL serdo vélidas para E. oleifera. A provavel
auséncia de rearranjo cromossdmico entre a E. oleifera e E. guineensis facilitaria
a identificacdo, validacdo e utilizacdo de marcadores de QTLs em ambas as
espécies. Os QTLs favoraveis identificados podem ser utilizados para analise de

colecdo de germoplasma para incorporagdo em programas de melhoramento
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genético existentes. Mais tarde, foram descobertos 19 QTLs associados com a
composicao de &cido graxo em materiais interespecificos (MONTOYA et al.,
2013). Segundo os autores estes QTLs constituem ferramentas Uteis para
aplicacdo em programas de melhoramento, no entanto, a maioria dos QTLs
associados a caracteristicas de produtividade que foram identificados sdo
responsaveis por apenas uma percentagem baixa ou moderada da variancia
observada.

Neste sentido, o desenvolvimento de técnicas robustas que permitam a
genotipagem de milhares de marcadores em milhares de amostras em um
simples experimento, como por exemplo, a selegdo gendmica ampla (GWS) é
um grande avango em pesquisas de melhoramento genético vegetal. Uma vez
obtidos estes marcadores, sdo estimados os seus efeitos com base em dados
fenotipicos de uma populagdo de estimacdo. Com base nos efeitos sdo obtidos 0s
modelos de predi¢cdo dos valores genéticos gendmicos. Uma vez realizada a
validacdo dos modelos em populagdes modelos, sdo aplicados em populac@es de
selecdo (CROSS et al., 2015; CROSSA et al., 2011; WONG; BERNARDO,
2008 ).

Com os avangos recentes de ferramentas biotecnologicas e
principalmente devido ao desenvolvimento de tecnologias de genotipagem em
larga escala (WENZL et al., 2004; JENKINS; GIBSON, 2002), novos
marcadores moleculares como SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e DArTs
(Diversity Array Technology) tém permitido eficiente avaliacdo genética em
nivel molecular de um amplo numero de espécies. Essas tecnologias devido ao
seu baixo custo por data point tém permitido que grande nimero de marcadores
sejam usados para Vérias culturas sem a necessidade de conhecimento prévio
sobre o genoma estudado (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006; HASTBACKA et
al., 1994).
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O rendimento de frutos em palma de 6leo tipo tenera é maior que em
frutos do tipo dura, consistindo assim como a base para a producédo de 6leo de
palma comercial em todo o Sudeste Asiatico. O mapeamento e a identificacdo
do gene responsavel por essa caracteristica no fruto (gene Shell) foram
realizados por Sing et al. (2013b). Foi realizado um mapeamento de homozigose
usando o pedigree AVROS e resequenciamento completo do genoma. Onde 0s
genes candidatos aparecem como regifes com baixa diversidade nos individuos
homozigotos puros. A classificacdo varietal de palma de 6leo apresenta frutos
em trés formas distintas, dura (com espessura larga de casca — homozigoto tipo
Sh+ Sh+), pisifera (sem casca — homozigotos Sh- Sh-) e tenera (espessura fina
da casca — heterozigoto tipo Sh+Sh-), um hibrido entre dura e pisifera. Esta
descoberta contribuiu para novas estratégias moleculares para genotipagem do
género Elaeis, minimizando o tempo de selecdo no campo e evitando a
contaminacdo de plantas do tipo Dura, sendo possivel também usar a estratégia
de separacdo de plantas com base nos diferentes tipos de frutos e assim
possibilitar plantacdes varietais separadamente (SINGH et al., 2013b).

Com base na sequéncia do genoma e dados de transcriptoma de E.
guineensis foi identificado um gene especifico, denominado Shell, que
determina a natureza da casca do fruto. O tipo tenera é heterozigoto para o gene
Shell, uma combinagdo que se traduz por um rendimento de 6leo por fruto 30%
maior que o tipo dura (homozigoto dominante), o éleo de palma tem um ciclo
reprodutivo muito longo, sdo necessarios até seis anos para que 0s produtores
determinem o tipo de muda. Quando utilizado marcadores genéticos em estudos
prévios para elucidar o conhecimento sobre determinada espécie é possivel
estimar o processo de selecdo e reduzir a superficie cultivada, conciliando assim
0 aumento crescente de 6leos e biocombustiveis e o plantio sustentivel da
espécie (SING et al., 2013b).
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Estudos recentes mostram o mapeamento e identificacdo do gene
Virescens (Vir) que é responsavel pela cor do exocarpo no fruto, sendo
responsavel também como indicador de maturacdo, para o género Elaeis. Na
pesquisa foram identificados também cinco alelos mutantes independentes de
VIR em mais de 400 acessos da Africa Subsaariana que respondem pela
dominancia negativa virescens no fendtipo. Cada mutacdo resulta na interrupcao
prematura do dominio carboxi-terminal de VIR. A identificacdo de VIR
permitira selecdo de plantas ainda em fases inicias, um ganho de 3-6 anos antes
de os frutos serem produzidos, avangando na introgressdo de material de elite
(SINGH et al., 2014). Entretanto, a descoberta da base genética do papel de VIR
no fendtipo virescens abre caminho para o desenvolvimento de testes genéticos
para coloragdo de frutos bem antes do plantio e para a introgressdo da
caracteristica desejavel em materiais de reproducéo de elite. E em conjunto com
a identificacdo do gene Shell, permite aos produtores desenvolver linhagens que
sejam homozigéticas paternas (pisifera) para uso em programas de
melhoramento do genéro Elaeis sp. e/ou para a produgdo de sementes comerciais
(HAMA-ALI et al., 2015; CROS et al., 2015; XIAO et al., 2014; ARIAS et al.,
2014).

2.6 Desafios e perspectivas para pesquisa em E. oleifera

Embora alguns estudos tenham sido realizados, ainda existem muitas
lacunas que devem ser preenchidas para que seja possivel um aproveitamento
mais eficiente do germoplasma de E. oleifera conforme antencipado por Parveez
et al. (2015).

Uma estratégia importante para os programas de melhoramento é uma
correta caracterizacdo dos bancos de germoplasma existentes, o que permite o

conhecimento da diversidade genética preservada. Entretanto, devido ao fato das
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colecbes em geral serem constituidas por grande numero de plantas que ocupam
extensas aréas, sua caracterizacdo e a manutencdo é bastante dificil. Em geral os
acessos tém sido avaliados, quanto a algumas poucas caracteristicas morfo-
agronémicas facilmente avaliadas a campo e/ou atrdves de marcadores
moleculares. Neste Gltimo caso, contudo, os marcadores sdao em geral avaliados
sempre em uma peguena amostra dos acessos mantidos em condi¢do ex situ
(RIOS et al., 2011; 2012; CUNHA; LOPES, 2010; BARCELOS et al., 2002;
MORETZSOHN et al., 2002; BARCELOS; CUNHA; NOUY, 2001;
GHESQUIERE et al., 1987).

Uma alternativa viavel para aumentar o aproveitamento das informagoes
de diversidade nos bancos, é a formacéo de colecdo nuclear, constituida por uma
amostra de acessos, que pode representar o espectro de variabilidade genético da
colecdo inteira. Uma vez formada a colecdo, que além de ser uma seguranca
genética do BAG original, estardo disponiveis materiais elites para serem
explorados com melhor e maior acessibilidade.

Uma das técnicas utilizadas para caracterizar acessos em um banco de
germoplasma é o uso da analise de divergéncia genética. Essa caracterizagdo
possibilita a definicdo de estrategias de trabalho, por proporcionar o
conhecimento da variabilidade genética das populacdes, e, também, o
monitoramento dos bancos de germoplasma, gerando informagdes Uteis para a
preservacdo e o0 uso dos acessos. Fundamentais também sdo os estudos de
gendmica populacional, informacBes relativas a composicdo genética de
populagbes sdo importantes na definicdo das estarratégais de melhoramento
(GRIFFITHS et al., 2006).

Recentemnte com o desenvolvimento e aperfeicoamento de técncias de
genotipagem em larga escala, novos sistemas de marcadores moleculares como
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e DarT (Diversity Array Technology)

tém permitido uma eficiente avaliacdo genética em nivel molecular para
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virtualmente qualquer espécie. Tais tecnologias proporcionaram consideravel
reducdo do custo por data point permitindo assim que um grande nimero de
marcadores possa ser avaliado em varias culturas. Uma vez gerado um grande
numero de marcadores destribuidos por todo o genoma de um individuo, alguns
destes marcadores, além de estarem muito pertos, estardo em desequilibrio de
ligacdo (LD) com QTLs. Esse desequilibrio de ligacdo faz referéncia a
associagdo ndo aleatoria entre dois genes ou entre um QTL e um loco marcador
(JEHAN; LAKHANPAUL, 2006; HASTBACKA et al., 1994).

O uso de estratégias seletivas baseadas em marcadores moleculares para
aumentar ganhos genéticos por unidade de tempo ndo é um conceito novo,
principalmente para caracteres de dificil fenotipagem e natureza qualitativa.
Estudos de simulagdo demonstraram que a sele¢cdo gendmica ampla (GWS)
aplicada em populacdes de plantas permite taxas de ganhos por unidade de
tempo maior que a selecdo fenotipica e a selecdo assistida por marcadores
(MAS) (ARIAS et al., 2014; CAVALCANTI et al, 2012; WONG;
BERNARDO, 2008).
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3 CONSIDERAGCOES FINAIS

Sendo E. oleifera uma cultura ainda pouco estudada, os desafios séo
grandes. Contudo, as pesquisas tém focado no avanc¢o cientifico na busca em
ampliar o conhecimento sobre a espécie e assim possibilitar uma maior insercéo
no mercado brasileiro como suporte as principais fontes de matéria-prima (soja,

gordura animal e 6leo de algod&o) para producéo de biocombustiveis no Brasil.
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CAPITULO 2 Diversidade e estrutura genética de populagdes nativas de
Elaeis oleifera inferidas por meio de marcadores SNPs

RESUMO

Neste trabalho foram avaliados os padr@es de diversidade genética e de
estrutura de subpopulacdes de E. oleifera na bacia do rio Amazonas. Quinhentas
e cinglenta e duas plantas coletadas em 06 diferentes regiGes amostrando 19
subpopulacbes foram genotipadas usando a plataforma DArTSeq. Para
caracterizar os sitios polimorficos, alinhamos as sequéncias em que foram
descobertos SNPs, ao genoma de referéncia disponivel ao publico (RG)
(divididos em 130 intervalos 5M), utilizando BLASTN. Isso nos permitiu
verificar a distribuicdo de todo o genoma dos marcadores, e atribuir os SNPs
para um dos 16 cromossomos. Os dados moleculares foram entdo usados para
estimar as frequéncias alélicas, a heterozigosidade, as estatisticas F, tamanhos
efetivos de populacdo (NE) e da genética entre as subpopulacfes e entre 0s
individuos. A distancia genética entre os individuos foi estimada de acordo com
a proporcédo de alelos comuns e agrupamento realizado utilizando o método de
neighbor-joining. Estruturacdo populacional foi entdo avaliada através de uma
analise bayesiana de agrupamento (Estrutura) e AMOVA. O nimero mais
provavel de clusters na andlise de estrutura foi determinado pelo valor Ak. A
plataforma de genotipagem forneceu mais de 1.500 SNPs de alta qualidade (Call
Rate> 0,90; MAF> 0,05). Destes 812 foram efetivamente mapeados contra 0 RG
com uma média de 6,25 por SNPs bin, proporcionando relativamente boa
cobertura de todos 0s cromossomos. Com base neste conjunto de todo 0 genoma
de marcadores SNP, encontramos apenas a diversidade genética moderada
(0,301) entre as subpopulagbes. O indice F, que mede o coeficiente de
endogamia, foi relativamente baixo para todas as subpopulacdes (0.073 em
média). Por outro lado, a heterozigosidade observada (Ho) foi moderada (0,185
em média), que pode ser um indicativo de que as subpopula¢des venham a se
reproduzir principalmente pelos cruzamentos entre individuos ndo aparentados.
O indice FsT foi, no entanto, elevado (0.315 em média), 0 que demonstra a
existéncia de estruturacédo, ou a diferenciacdo genética entre as subpopulacdes de
E. oleifera. Andlise da estrutura revelou a existéncia de 02 a 03 maiores
aglomerados e a AMOVA indicou que apenas 54% da variancia molecular
ocorrem dentro das populacBes. Para fins de reproducéo, o teste de diferentes
subpopulagdes em cruzamentos hibridos deve provar ser mais eficaz com base
na distribuicdo de SNP variagdo dentro e entre as subpopulacdes.

Palavras-chave: Elaeis oleifera. Estrutura Genética. Marcadores SNPs.
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ABSTRACT

Here, we evaluated the genetic diversity patterns and structure of
subpopulations of E. oleifera in the Amazon River basin. Five hundred and fifty
two plants collected in 06 different regions and sampling 19 subpopulations
were genotyped using the DArTSeq platform. To characterize the polymorphic
sites, we aligned the sequences on which SNPs were discovered, to the public
available reference genome (RG) (portioned in 130 5M intervals) using
BLASTN. This allowed us to check for genome-wide distribution of the
markers, and to assign the SNPs to one of the 16 chromosomes. The molecular
data were then used to estimate the allelic frequencies, the heterozygosity, the F
statistics, population effective sizes (Ne) and the genetic among the
subpopulations and among individuals. The genetic distance between the
individuals was estimated according to the proportion of common alleles and
grouping performed using the neighbor-joining method. Population structuration
was then evaluated through a bayesian clustering analysis (Structure) and
AMOVA. The most probable number of clusters in the Structure analysis was
determined by AK value. The genotyping platform provided over 1.500 high-
quality SNPs (Call Rate> 0.90; MAF> 0.05). Of these 812 were effectively
mapped against the RG with an average of 6.25 SNPs per bin, providing
relatively good coverage of all chromosomes. Based on this genome-wide set of
SNP markers, we found only moderate genetic diversity (0.301) among the
subpopulations. The F index, which measures the inbreeding coefficient, was
relatively low for all subpopulations (0.073 on average). Conversely, the
observed heterozygosity (Ho) was moderate (0.185 on average) which may be
indicative that the subpopulations reproduce mainly by crosses between
unrelated individuals. The FST index was, however, high (0.315 on average),
demonstrating the existence of structuration, or genetic differentiation among the
E. oleifera subpopulations. Structure analysis indeed revealed the existence of
02 to 03 major clusters and the AMOVA indicated that only 54% of the
molecular variance occurs within populations. Consequently, for ex situ
conservation, the collections should include as many sites as possible. For
breeding purposes, testing of different subpopulations in hybrids crosses should
prove to be more effective based on the distribution of SNP variation within and
among subpopulations.

Keywords: Elaeis oleifera. Genetic Estructure. SNPs Markers.
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1 INTRODUCAO

A Floresta Amaz6nica abrange cerca de 40% do territorio brasileiro, e €
um dos maiores reservatorios mundiais de biodiversidade (AZEVEDO et al.
2007). Estima-se que mais de 5.000 espécies arboreas existam na regido, sendo
muitas exploradas comercialmente (FERRAZ et al., 2004). Outras apesar de ndo
exploradas comercialmente, podem conter valiosos bioativos que podem vir a
ser exploradas no futuro, dentro do contexto da bioeconomia. Desse modo, é
importante que além de uma extensa lista de atividades relacionadas a
catalogagdo e mapeamento das espécies, busque-se uma melhor compreensédo
das caracteristicas demograficas, da dindmica populacional, e dos padrBes de
diversidade e estruturagdo genética de espécie chave. Sabe-se que a estrutura
genética das populacbes de plantas reflete as interagdes de muitos processos
diferentes, tais como a histéria evolutiva de longo prazo de espécies (tais como
mudancas na distribuicdo, a fragmentacdo do habitat e isolamento da
populacdo), mutacdo, reprodutiva, geografica e isolamento ecol6gico, deriva
genética, sistema de cruzamento, fluxo génico e selegdo (AMORIN et al. 2015).
Por isso, informacGes detalhadas sobre os padrdes de estruturacdo e diversidade
permitem ser tragados planos de producdo e de gestdo de conservacao
sustentaveis para espécies nativas. Tais empreendimentos certamente colocardo
o0 Brasil em novo patamar no que concerne a bioeconomica.

Dentre as inUmeras espécies nativas da regido Amazbnica, o Elaeis
oleifera classe Liliopsida (Monocotiledénea), ordem Arecales (Palmales),
familia Arecaceae (Palmae ou Palmaceae), subfamilia Arecoideae, tribo
Cocoseae (Cocoinaea) e subtribo Elaeidinae, conhecida popularmente como
caiaué, vem ganhando atencdo devido a seu potencial de incorporacdo em
programas de melhoramento de palma de Oleo, ou dendé, que é a mais

importante fonte de 6leo vegetal no mundo atualmente. Este 6leo se presta a
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diversos fins, atendendo demandas de diversos setores, com destaque para o de
alimentos e o de biocombustiveis. O caiaué é uma importante fonte de
variabilidade genética para os programas de melhoramento genético do
dendezeiro. Esta espécie é fonte de resisténcia a algumas pragas e doencgas que
limitam o cultivo do dendé; apresenta uma taxa anual de crescimento do tronco
bem menor que este o que Ihe confere baixo porte da estirpe, e que pode reduzir
o0 custo de exploracdo no que tange a colheita; e apresenta elevado teor de &cidos
graxos insaturados, o que da maior fluidez ao 6leo nas condi¢des naturais; além
disso, existem indicagcbes de que seus hibridos com palma de 6leo possam
apresentar maior tolerancia que este ao déficit hidrico, aos solos encharcados e
facilidade no manejo (BARCELOS; CUNHA; NOUY, 2001).

No programa de melhoramento genético do dendezeiro desenvolvido
pela Embrapa, a exploracdo do caiaué tornou-se imprescindivel devido a este
apresentar resisténcia ao Amarelecimento Fatal (AF). Esta enfermidade letal, de
etiologia desconhecida, é hoje o maior limitante da producdo de dendé no estado
do Par4, onde se encontra mais de 90% de toda a area com esta cultura no Brasil.
O hibrido interespecifico entre estas espécies também apresenta resisténcia ao
AF. Apesar de conhecida e estudada ha décadas, pouco se sabe sobre essa
doenca, ndo existindo método de controle e com uma histdria de milhares de
hectares de dendé j& dizimados (FRANQUEVILLE, 2001).

Embora o caiaué seja nativo das Américas Central e do Sul, sendo
encontrado disperso em varios paises, inclusive no Brasil (RAJANAIDU, 1986),
muito pouco se conhece sobre os padrdes de estruturagdo e diversidade em
populagdes naturais. A quase totalidade das informacdes sobre a diversidade da
espécie e sua estruracdo esta voltada para caracteristicas de grandes cole¢des de
germoplasma (BARCELOS et al. 2002; MORETHZSOHN et al. 2002). O BAG
da Embrapa, alvo de alguns estudos de cunho genético é a segunda maior

colecdo de E. oleifera do mundo, tendo sido formada inicialmente por 226
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acessos coletados durante a década de 1980, em parceria com o CIRAD
(Coopération Internationale en Recherche Agronomique Pour le
Développement), ao longo da bacia do Rio Amazonas (RAJANAIDU; AINUL,
2013).

Os marcadores genéticos sdo ferramenta eficientes para descrever 0s
padrdes da variabilidade genética de uma determinada populacdo e, com o seu
uso, é possivel avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida dentro e
entre as populacBes (TELLES et al., 2003). Contudo, embora marcadores
dominantes como aqueles usados para se caracterizar a diversidade da colegdo
de germoplasma da Embrapa (BARCELOS et al. 2002; MORETHZSOHN et al.
2002) permitam se obter parametros informativos, como o nimero de alelos por
loco, a porcentagem de locos polimorficos, estes ndo permitem a obtencdo de
informacGes quanto a heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada
segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg ou o computo dos coeficientes F de
Wright, pardmetros comumente utilizados para caracterizacdo da variabilidade
genética em nivel populacional (GUSSON; SEBBENN; KAGEYAMA, 2005).
Atualmente com o desenvolvimento de novas plataformas de genotipagem,
especialmente  daquelas baseadas no principio de genotipagem-por-
sequenciamento (DAVEY et al. 2011), pode-se genotipar rapidamente um
grande numero de amostras para virtualmente milhares de marcadores
codominantes como os SNPs, a custos bastante competitivos. Ha assim
atualmente a possibilidade de se empreender um estudo detalhado de genémica
populacional de E. oleifera obtendo informagfes até entdo inéditas para a
espécie, e abrindo caminho para estudos mais elaborados de genbmica
populacional da espécie como por exemplo o mapeamento de assinaturas de
selecdo natural ou calculo de parentesco realizado.

Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a

diversidade e a estrutura genética de 19 populagdes nativas de E. oleifera, por
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meio de marcadores SNPs. Espera-se que como mencionado anterioremente que
as informacgOes padrdes de estruturacdo e diversidade possam permitir a

elaboracdo de planos de gestdo de conservacdo para a espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Biol6gico

Um total de 552 plantas do BAG de caiaué, mantido pela Embrapa
Amazdnia Ocidental no Campo Experimental do Rio Urubu - CERU, e que
representam 19 diferentes populacdes coletadas dentro de seis grandes regides
(MORETZSOHN et al., 2002), foram utilizadas neste estudo. O nimero de

plantas amostradas por regido/populacdo encontra-se na Tabela 1.

2.2 Extracdo de DNA, purificacéo e quantificacéo

O DNA total foi extraido a partir de tecido foliar adulto congelado
utilizando o protocolo CTAB, com modificagdes (DOYLE; DOYLE, 1990). O
DNA purificado foi entdo quantificado em NanoDrop® (consideraram-se
amostras de boa qualidade aquelas que apresentaram razdo 260/280 nm > 1,8) e
por comparagdo da intensidade de fluorescéncia de amostras tratadas como
brometo de etideo (0,5 pg/mL) com a fluorescéncia emitida pela série de
dilui¢do do padrdo de DNA A em eletroforese em géis de agarose 0,8%, sob luz
ultravioleta (UV). As amostras de DNA foram entdo tratadas com RNAse e
posteriormente diluidas a 100 ng/ul e mantidas a -4°C até o envio para

genotipagem.
2.3 Genotipagem-por-sequenciamento em plataforma DArTSeq
A genotipagem foi realizada pela empresa DArT Pty® (Yarralumla,

Australia) usando a plataforma DArTSeq (Figura 1). O DNA genémico das 552

plantas foi enviado do Brasil para a Australia em gelo-seco, e, depois de
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verificada a quantidade e qualidade, foi tratado com uma combinacdo de
enzimas de restricdo (uma de corte frequente, BstNI e uma de corte raro, Pstl)
para reduzir a complexidade do DNA a ser sequenciado. As amostras de DNA
de complexidade reduzida foram entdo individualmente etiquetadas por meio da
ligacdo de adaptadores Pstl contendo barcodes especificamente desenvolvidos
para cada uma das 552 plantas. Os produtos resultantes foram amplificados via
PCR e posteriormente as amostras foram misturadas em um flowcell e
sequenciadas pela plataforma Illumina HiSeq 2000 (SE 100bp). O adaptador
Pstl incluiu um primer de sequenciamento, de modo que todos os tags gerados

foram sempre lidos a partir do sitio de restricdo Pstl.

l 1- Digestdo com as enzimas de
restricio

. Pstl/Taql/Hpall
N e Psti/Taql/Hhal

8- Tabela de
1 resultados de
gendtipos: SNPs e

insilico DAIT

 — il )
Primer  Barcode Adaptador comum pacho de 7- Alinhamento s mmEm =
adaptadores
sobre o genoma C T
dereferéncia W= e
——

3- Amplificagao dos targets
4- QC da amplificagio e remogio das falhas ou
dimeros de adaptadores
.k - l
—

7
——

5- Pool de targets, 6- Geragio de clusters
purificacio e em cBot e

quantificagio das sequenciamento em

W plataformas de NGS

Figural Fluxograma do procedimento DArT-Seq baseado em NGS (Next
Generation Sequencing)

Fonte: (SANSALONI, 2012).

As sequéncias resultantes (mais de 2 milhdes de reads por amostra
foram gerados) foram filtradas e alocadas a seus respectivos datasets sendo os

barcodes retirados posteriormente. As sequencias foram trimadas em 69 pb (5
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pb do sitio de restricio mais 64 bases com Q score minimo de 10). As
sequéncias foram utilizadas para se gerar uma sequéncia consenso de baixa
cobertura para ser utilizada como referéncia na descoberta de SNPs pelo

alinhamento dos reads de 69 pb usando o programa Bowtie v0.12.

2.4 Mapeamento dos marcadores SNPs

Um conjunto de 5.365 SNPs gerados pelo pipeline DArTPty® foi
filtrado com base em Call Rate (>0,90) e MAF (>0,05). O nUmero de
marcadores foi reduzido para 1.667, sendo este o nimero de marcadores
utilizado no presente estudo. Estes marcadores foram alinhados contra o genoma
de referéncia de E. guineensis (SING et al., 2013) por meio da ferramenta
BLASTN (parametros padrdo). Os resultados foram filtrados, aceitando-se
somente sequéncias em regides Unicas no genoma e de no maximo dois gaps por

sequéncia.

2.5 Andlise de Variabilidade Genética

A fim de se verificar a variabilidade e a estrutura genética das
populagdes nativas de E. oleifera, os dados obtidos foram utilizados para se
calcular a matriz de coeficientes de dissimilaridade par-a-par através do
coeficiente de Coincidéncia Simples (SNEATH; SOKAL, 1973), por meio do
software DARwin v5.5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006). Para
computar a dissimilaridade entre duas unidades usando um dataset que incluia
dados perdidos, o critério de delecdo de dados par-a-par, foi adotado ao inves de
eliminar variaveis (marcadores) ou unidades que apresentavam dados perdidos
da anélise. Neste caso, foi estipulado que um minimo de 70% de dados validos

seria requerido para computar a dissimilaridade entre duas unidades. A partir dos
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dados gerados foram entdo computadas estatisticas descritivas relacionadas a
diversidade das populagGes, como: (1) dissimilaridade média, (2) variancia dos
dados, (3) distribuicdo de frequéncia de dissimilaridade, (4) popula¢bes mais
diversas e (5) populagdes mais relacionadas.

Em seguida, a matriz de coeficientes de dissimilaridade de Coincidéncia
Simples foi utilizada para: (6) construir um dendrograma usando o método de
analise Neighbour-joining ndo ponderado (SAITOU; NEI, 1987), implementado
pelo programa DARwin v 5.0.158 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET,
2009). Posteriormente, foi utilizado o software Fig Tree v1.4.0 (RAMBAUT,
2012) com a finalidade de (7) definir os agrupamentos entre as populagdes de E.
oleifera usando escalas distintas de cores no dendrograma e (8) na Analise de
Coordenadas Principais (PCoA), e, (9) analise fatorial para obter representacdes
graficas bidimensionais do relacionamento das 19 subpopulagdes em termos de
dissimilaridade atraveés da PCoA.

A diversidade genética das populacdes total foi analisada através das
estimativas da (10) frequéncia alélica, (11) heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho), (12) contetdo de informagdo polimorfica (PIC), (13) indice de
fixagdo de Wright e (14) tamanho efetivo populacional com auxilio do programa
Power Marker v3.25 (LIU; MUSE, 2005). Foram calculadas as (15)
percentagens de locos polimdrficos, (16) indice de diversidade de Shannon
(NEI, 1972) e (17) matriz de distancia genética de Nei (NEI, 1972) através do
programa GenAlex v6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012), estimativas estas que
podem mostrar como esta a diversidade entre populagfes. Foi estimada (18) a
correlagdo cofenética (CCC) entre os valores de dissimilaridade originais e 0s
valores de dissimilaridades graficamente representados no dendrograma de
modo a determinar a precisdo com que a arvore representa a diversidade entre

populagdes de E. oleifera.
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Os dados originais foram também utilizados para se analisar (19) a
particdo da variacdo genética total entre regides Amazonicas amostradas, entre
populagdes e populacGes dentro de regides, por meio de uma analise de
variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992)
por meio do programa Genes (CRUZ, 2013). Os niveis de significancia para os
componentes de variancia foram calculados adotando-se o critério de 1000
permutagdes.

Analise discriminante (20) foi realizada para averiguar a estrutura
genética de populacbes nativas de E. oleifera pelo método de PCoA. A PCoA
para populagdes foi calculada baseando-se na matriz gerada a partir do indice de

Coincidéncia Simples através do programa DARwin.

2.6 Analise de Estruturacéo genética das populagoes

Com o objetivo de avaliar a variabilidade e o grau de estruturacdo da
populacdo, foram estimados (21) os parametros Fir, Fis € Fsr, sendo este ultimo
utilizado por meio da avaliacdo da correlacdo de todos os alelos de diferentes
individuos na mesma subpopulagdo. O parametro Fir é a correlacdo entre alelos
dentro de individuos em todas as populagdes, representando o coeficiente de
endogamia dos individuos em relagdo ao conjunto de populagdes, ja 0 parametro
Fis expressa a correlacdo dos alelos dentro de individuos dentro da populacdo a
qual estes individuos pertencem, ou seja, representa o grau de endogamia dentro
de populagdes.

O programa  Structure v2.34 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) foi utilizado para (22) inferir a estruturacdo das populagdes
estudadas, através de agrupamento baseado no modelo Bayesiano. A estrutura
das populagdes foi classificada em “K” clusters, de acordo com suas

similaridades genéticas. O numero de clusters (K) testado variou de 1 a 10, com
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10 interacbes cada. O numero de passos do comprimento de burnin foi de
10.000 e o de repeticdes MCMC (Markov chain Monte Carlo) de 100.000. Para
determinar (23) o nimero de grupos genéticos (K mais provavel) utilizou-se o
critério proposto por Evanno, Regnaut e Goudet (2005), através do programa
Structure Harvester v0.6.93 (EARL; vonHOLDT, 2012).
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3 RESULTADOS

3.1 Parametros Genéticos Populacionais - Indice de Diversidade

A partir da analise da 1.667 SNPs e distribuidos ao longo dos 16 pares
de cromossomos em 552 plantas foi possivel constar que a diversidade genética
em E. oleifera é apenas moderada, uma vez que a dissimilaridade média foi de
apenas 0,301 com variacdo de 0,024 a 0,410. A maior dissimilaridade ocorreu
entre individuos da populagdo de BR 174 e Tonantins. Quando a dissimilaridade
é observada a nivel populacional as que apresentam maior dissimilaridade entre
seus individuos sdo Manicoré (0,358) e Careiro (0,356) e com menor
dissimilaridade as populagdes de Autazes (0,020) e Careiro (0,032) (Tabela 1).

Os resultados da estatistica descritiva, referente aos 1.667 marcadores
SNPs para as 552 subamostras divididas em 19 populacgdes estdo representados
na Tabela 2, onde sdo apresentados os parametros: tamanho da amostra (N),
numero efetivo de alelos por locos (Ae), niumero de alelos (Na) heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixagao (f).

O numero efetivo de alelos, que ¢ o nimero de alelos igualmente
frequentes necessario para se atingir o valor determinado de He variou de 1,140
— Benjamin Constant a 1,440 — Novo Aripuand e, considerando o desvio padréo
apresentado para cada estimativa, todas as populagdes apresentaram diferencas
entre si.

As populagdes Caldeirdo, Manacapuru, Anori, B. Constant e Barcelos
apresentam estimativas de coeficiente de endogamia negativas, podendo ser um
indicativo de auséncia de endogamia nas populagdes. Para as demais populactes
0 coeficiente de endogamia estimado foi positivo, com excecdo apenas da
populagéo Iranduba (Tabela 2). A populagdo que apresentou maior coeficiente

de endogamia foi a BR-174 (0,256). Contudo, a média do indice de fixacdo
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Tabelal Dissimilaridades baseadas no coeficiente de Coincidéncia Simples
entre individuos e dentro de populacBes e regides, para 552
individuos de E. oleifera, por meio de 1.667 marcadores SNPs. N =
nimero da amostra. Analise realizada pelo programa Darwin5

Regibes Populagdes N Média Maxima Minima
Caldeirdo 18 0,174 0,206 0,075
Regido de Careiro 68 0,201 0,356 0,032
Manaus! Manacapuru 3 0,083 0,091 0.072
Iranduba 6 0,162 0,252 0.102
! 95 0,212 0,356 0,032
_ Amatari 30 0,206 0,299 0.085
iln:azonasz Autazes 28 0,213 0,336 0.020
Maués 32 0,222 0,301 0.083
2 89 0,229 0,336 0,020
Anori 9 0,186 0,226 0.087
_ Benjamin Constant 3 0,108 0,119 0,095
g(')‘l)imées3 Coari 54 0,201 0,257 0,088
Tefé 14 0,211 0,276 0,082
Tonantins 12 0,214 0,321 0,086
8 93 0,237 0,321 0,082
_ Acajatuba 29 0,165 0,262 0,086
Ele%ro“ Barcelos 2 0 0 0
Moura 32 0,158 0,198 0,059
4 63 0,173 0,286 0,059
Regi&o BR 174 35 0,153 0,303 0,036
Caracaral®  vijla Moderna 18 0,126 0,312 0,047
5 53 0,148 0,314 0,035
Rio Manicoré 140 0,186 0,358 0,060
Madeira® Novo Aripuani 19 0,217 0,291 0,097
6 159 0,198 0,358 0,060
Total de individuos: 552 - - -
Geral: - 0,301 0,410 0,024
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(Tabela 2) para as 19 populagdes foi f= 0,062, indicando um nivel
relativamente baixo de endogamia.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as estimativas para numero de alelos
privados, conteudo de informacdo polimoérfica (PIC), maior frequéncia alélica e
o tamanho efetivo populacional (Ne) para as 19 populagbes de E. oleifera. E
possivel verificar o numero de alelos privados por populagbes, sendo a
populacdo V. Moderna a Unica que ndo apresentou nenhum alelo privado. As
populagdes que apresentaram maior nimero de alelos privados foram Coari (56
alelos), Manicoré (37 alelos), Tonantins (33 alelos) e Tefé (26 alelos).

Os valores de PIC foram obtidos para todas as populagdes, sendo mais
altos para as populacdes de Careiro (0,243), Acajatuba (0,242) e Manicoré
(0,241). Tendo apenas as populagdes Manacapuru, Iranduba, Anori, Benjamin
Constant e Barcelos valores de PIC inferiores a 0,200. A literatura relata que
valores de PIC inferiores a 0,25 s&o pouco informativos (BOTSTEIN et al.,
1980). Como a estimativa de PIC estd fortemente relacionada ao numero de
amostras por populagdo, e dada ao pequeno numero amostral de populagdes
supramencioandas, sendo estas populacbes as menos representativas

amostralmente, os valores de PIC ndo podem ser diretamente comparados.
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Tabela 2 Estatistica descritiva dos 1.667 SNPs caracterizados em 552

subamostras de E. oleifera: tamanho da amostra (N), nimero de
alelos (Na), numero efetivo de alelos por locos (Ae),
heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), e
indice de fixacdo (f) para as 19 populacGes. Valores entre parénteses
sdo estimativas de desvio padrdo. Andlise realizada pelo programa
GenAlEx

Regides  Populactes N Na Ae Ho He f

Caldeiréo 18 1,691 1,323 0,206 0,188 -0,076
(0,011) (0,009) (0,006) (0,005) (0,006)

Careiro 68 1,969 1,374 0,191 0,231 0,160

1 (0,004) (0,008) (0,004) (0,004) (0,007)
Manacapuru 3 1,326 1,218 0,193 0,126 -0,464
(0,012) (0,009) (0,008) (0,005) (0,009)

Iranduba 6 1,558 1,289 0,175 0,175 0,002
(0,012) (0,008) (0,006) (0,005) (0,0112)

Amatari 30 1,879 1,385 0,197 0,233 0,103
(0,008) (0,009) (0,004) (0,004) (0,007)

Autazes 28 1,915 1,378 0,182 0,236 0,197

2 (0,007) (0,008) (0,004) (0,004) (0,008)
Maués 32 1,896 1,429 0,223 0,256 0,106
(0,007) (0,009) (0,004) (0,004) (0,007)

Anori 9 1,694 1,367 0,233 0,220 -0,063
(0,011) (0,009) (0,006) (0,005) (0,008)

B, Constant 3 1,257 1,140 0,134 0,105 -0,257
(0,013) (0,009) (0,006) (0,004) (0,010)

3 Coari 54 1,881 1,392 0,205 0,235 0,098
(0,008) (0,009) (0,004) (0,005) (0,006)

Tefé 14 1,732 1,377 0,173 0,225 0,174
(0,011) (0,009) (0,004) (0,005) (0,009)

Tonantins 12 1,801 1,377 0,184 0,231 0,148
(0,010) (0,008) (0,004) (0,004) (0,010)

Acajatuba 29 1,837 1,321 0,193 0,197 0,033
(0,009) (0,008) (0,005) (0,004) (0,006)

4 Barcelos 2 1,232 1,164 0,146 0,103 -0,409
(0,011) (0,009) (0,007) (0,004) (0,012)

Moura 32 1,765 1,300 0,169 0,183 0,038

(0,010) (0,008) (0,004) (0,004)  (0,006)
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Regibes  Populaces N Na Ae Ho He f

BR 174 35 1,853 1,255 0,112 0,166 0,256

5 (0,009) (0,007) (0,003) (0,004) (0,009)
V. Moderna 18 1,810 1,216 0,142 0,148 0,044
(0,010) (0,006) (0,004) (0,003) (0,007)

Manicoré 140 1,990 1,362 0,205 0,222 0,103

6 (0,002) (0,008) (0,004) (0,004) (0,005)
N. Aripuand 19 1,868 1,440 0,249 0,259 0,035
(0,008) (0,009) (0,005) (0,005) (0,007)

Média 1,735 1,321 0,185 0,197 0,062
(0,003) (0,002) (0,001) (0,001) (0,002)

“Legenda: Regides: 1 (Regido de Manaus), 2 (Rio Amazonas), 3 (Rio Solimdes), 4 (Rio
Negro), 5 (Regido Caracarai) e 6 (Rio Madeira).

E possivel observar na Tabela 3 que a frequéncia alélica maxima

(indicador da riqueza alélica) apresenta médias superiores a 0,800 para a maioria

das populacGes (Manacapuru, Iranduba, Maués, Anori, B. Constant. Coari, Tefé,

Tonantins, Barcelos, Moura, BR 174 e V. Moderna).
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Tabela 3 Estimativas de diversidade genética. Tamanho da amostra (N),
namero de alelos privados (AP), conteldo de informagdo de
polimorfismo (PIC), estimativas de frequéncia alélica méxima
(Fméx) e tamanho efetivo populacional (Ne) em19 populagdes de E.
oleifera, por meio de 1.667 marcadores SNPs. Andlise realizada pelo
programa GenAlEx

Regibes Populagdes N AP PIC Fmax Ne
Caldeirao 18 3 0,228 0,799 19,48
Careiro 68 17 0,243 0,790 58,62

Regido de Manaus

Manacapuru 1 0,47 0,857 5,59
Iranduba 1 0178 0,843 598
Amatari 30 8 0,229 0,796 27,19
Rio Amazonas Autazes 28 2 0,233 0,792 23,39
Maués 32 7 0,223 0,805 28,93
Anori 4 0,190 0,825 9,60
Benjamin Constant 3 12 0,133 0,872 4,03
Rio Solimdes Coari 54 56 0,218 0,808 49,18
Tefé 14 26 0214 0,812 11,92
Tonantins 12 33 0,224 0,800 10,45
Acajatuba 29 2 0,242 0,787 28,07
Rio Negro Barcelos 2 7 0,153 0,844 3,38
Moura 32 4 0,225 0,802 30,82
. . BR 174 35 13 0,224 0,805 27,86
Regido Caracarai .
Vila Moderna 18 - 0,227 0,800 17,24
Manicoré 140 37 0,241 0,791 126,92
Rio Madeira .
Novo Aripuand 19 8 0,228 0,799 18,35

A andlise de PCoA para representacdo de agrupamento entre as
populagbes de E. oleifera (Figura 2) mostrou Otima concordancia de
agrupamento entre regifes geogréaficas de coletas, é perceptivel quando
comparado com mapa de localizacdo geografica de regides amazoOnicas de
Moretzsohn et al. (2002), onde as regiGes mais proximas geograficamente sao:

regido Caracarai, rio Negro, rio Solimdes, rio Madeira, rio Amazonas e regido de
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Manaus. Observa-se que as populacGes V. Moderna e BR 174 sdo as mais
distantes e pertencentes a mesma regido de coleta (regido Caracarai).
Concordancia semelhante pode-se perceber para as populacdes do rio Madeira,
rio Amazonas e regido de Manaus. Sendo as regifes do rio Solim@es e rio Negro
0s que apresentam maior distdncia de agrupamento de suas populagoes.
Corroborando com a matriz de distancia genética de Nei (Tabela 5), onde as
maiores distancias sdo observadas entre populacGes pertencentes a regido do rio

Solimdes, particularmente a popula¢do Benjamin Constant.

Anilise de Coordenada Principal (PCoA) figas:

R. Solimbes I R. de Manaus

R. Amazonas R. Nearo

R. Madeira I R. Caracarai

4 vilaMoaderna
4 BrR174

4 B. Constant

Coordenada 2

4 Barcelos

4 Tonantins

3 ® Caldeirdo
R bCareiro

Iranduba__.

Coordenada1

Figura2 Representacdo Grafica da Analise de Coordenadas Principais (PCoA)
para as 19 populagdes nativas de E. oleifera em seis regides
amazonicas. Analise realizada pelo programa GenAlEx
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E possivel observar no dendrograma (Figura 3) a formacdo de seis
grupos, com base no ponto de corte tomando por base a dissimilaridade média.
A correlacdo cofenética foi de 97%, o que mostra elveada correlacdo entre a
matriz de dissimilaridade e a arvore. O grupo 1 foi formado por populacdes
coletadas no rio Madeira e rio Amazonas. Os grupos 2 e 3 foram compostos por
subamostras pertencentes a regido de coleta rio Solimdes. JA o grupo 4 foi
formado por populagdes pertencentes as regides do rio Negro, rio Amazonas e
Manaus. O grupo 5 foi composto por subamostras de Caracarai e 0 grupo 6 com
9 amostras do rio Amazonas.

As regides que melhor agruparam suas populacdes, com base na analise
de agrupamento (Figura 3) foram Caracarai e rio Solim&es, onde é possivel
observar o agrupamento de todos os individuos pertencentes as regides de
origem de coleta.
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Lagsnda:

R Aclimoss R, de Manaus . bMadeira R Amaronas R. MHegro R Caracarai
[L - e | LE S | (2" 1887y L L | [ | LES S |

* Humers de Bulamosires = Mdmers de individuoes

Figura3 Dendrograma gerado a partir de distancias genéticas pelo Indice de
Coincidéncia Simples e pelo método ndo ponderado de Neighbour-
joining, representando o agrupamento das 552 amostras de E.
oleifera. Anélise realizada pelos programas Darwin5 e FigTree

A regido do Rio Madeira é o grupo com maior nimero de genotipos
sendo possivel observar o uniforme agrupamento. Essa ocorréncia pode ser
explicada pela proximidade de regiGes ao longo dos rios amazdnicos e assim,
existir a possibilidade de fluxo génico entre as populagdes (Figura 3).

O indice de Shannon-Wiener (Tabela 4) tem sido empregado

especificamente em estudos genéticos como medida de diversidade dentro da
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populacdo e se assemelha a um indice de riqueza genotipica. Quantifica o grau
de certeza com que se prevé a proximidade genética entre individuos. Sendo
assim quanto menor o valor do indice, menor o grau de incerteza e, portanto, a
diversidade da amostra é baixa. Como podem ser observadas na Tabela 4, as
populacdes Manacapuru, B. Constant e Barcelos, sdo aquelas que apresentam 0s
menores indices. I1sso pode, contudo, refletir a baixa quantidade de amostras das
populagdes. A diversidade tende a ser mais alta quanto maior o valor do indice, e
este comportamento pode ser observado nas populagdes de Tonantins (0,624),
Maués (0,616), Coari (0,613) e N. Aripuana (0,611), sendo estas populacfes as
que obtiveram Indice de Shannon acima de 0,600.

Na analise de porcentagem de locos polimorficos para cada populagéo
(Tabela 4), observa-se que as populagBes mais polimorficas sdo Manicoré
(98,98%), Careiro (96,88%) e Autazes (91,54%). Porém, a maioria das
populagbes apresentou acima de 70% de locos polimérficos, indicando que
existe alta variabilidade entre as populacdes. Este resultado contrasta com 0s
indices de dissimilaridade entre plantas que indica uma diversidade apenas
moderada. Coerentemente a AMOVA, indica que a maior fonte de variacdo
ocorre entre populacdes.

A diversidade média avaliada para cada regido corrobora com a
diversidade encontrada nas populacdes e assim a regido do rio Madeira (34,32%)
e de Manaus (18,98%) apresentam maior diversidade em suas populagdes
amostradas, corroborando com resultados de porcentagem de locos polimérficos,
confirmando mais uma vez com resultados da AMOVA, onde a segunda maior
fonte de variacdo ocorre dentro de regides (Tabela 4).

A matriz de distdncia genética de Nei (Tabela 5) apresenta a menor
distancia genética (0,02) entre as populaces Acajatuba e Moura e BR 174 e
Vila Moderna, respectivamente. Este resultado pode indicar que esta havendo

uma homogeneizacdo entre estas populagdes que podera levar & diminuigdo da
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variabilidade genética. J& as maiores distancias genéticas analisadas ocorrem
entre Benjamin Constant e Manacapuru com 0,35, seguida de Vila Moderna e
Benjamin Constant com 0,34. A populacdo de Benjamin Constant encontra-se
distante geograficamente das populacBes de Manacapuru e Vila Moderna,
havendo assim impedimento para o fluxo génico. Pelo dendrograma gerado, esse
comportamento pode ser observado, onde as populagfes pertencentes ao Rio
Solimdes agrupam-se distantes das populagbes das regides de Manaus e

Caracarai.

Tabela 4 Diversidade genética dentro de populagdes e regides de E. oleifera.
Nimero de Amostras (NA), frequéncias alélicas baseadas no indice
de Shannon (SHa), Percentagem de locos polimérficos por populacéo
(%LP), diversidade meédia dentro de populagdes (P), diversidade
média dentro de regiGes (R). Analise realizada pelos programas
Genes e GenAlEX

Regido Populacéo NA SHa % LP P R
Caldeirao 18 0,467 69,11 3,17
Careiro 68 0,579 96,88 18,98

R.deManaus —\\ nacapuru 03 0288 3269 o018 2040l
Iranduba 06 0,426 55,85 1,08
Amatari 30 0,575 87,88 8,30

R. Amazonas Autazes 28 0,584 91,54 8,29 28,967
Maués 32 0,616 89,62 9,49
Anori 09 0,538 69,41 1,90
B. Constant 03 0,314 29,21 0,28

R. Solimdes Coari 54 0,613 88,12 15,03 32,829
Tefé 14 0,594 73,25 4,16

Tonantins 12 0,624 80,14 3,67

Acajatuba 29 0,486 83,74 5,93
R. Negro Barcelos 02 0,246 24,72 0,13 14,411
Moura 32 0,459 76,48 6,48
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“Tabela 4, conclusido”

Regido Populacao NA SHa % LP P R

BR 174 35 0,467 85,30 8,05

R. Caracarai V. Moderna 18 0,404 80,98 2,72

11,272

Manicoré 140 0,554 98,98 34,32

R-Madeira  \ Aripuand 19 0611  gggo 524 42167
Total - 552 0,762 - - -
Média - - - 77,72 - -

Os resultados da AMOVA considerando suas regides geogréaficas
(Tabela 6) indicam que, a maior percentagem de variacdo é devida a variagdo
dentro de populagfes: 54,20%; seguida pela percentagem de variacdo entre
populagdes e dentro de regibes: 24,40%.



Tabela5 Distancia Genética entre 19 populag6es de E. oleifera pelo método de Nei 1972, a partir de 1.667 marcadores
SNPs. Analise realizada pelo programa GenAlEX

Populac6es
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
0,08 -
0,14 0,11 -
0,12 0,03 014 -
0,11 0,03 0,11 0,06 -
0,14 0,07 024 0211 0,03 -
0,13 0,08 0,24 0,13 0,04 0,03 -
0,12 0,13 0,19 0,6 014 0,14 0,12 -
0,30 0,28 035 031 0,28 0,28 0,27 025 -
0,12 0,2 0,27 o015 0,12 0,12 0,10 0,05 023 -
0,14 0,3 0,18 0,16 0,13 013 0,11 0,07 023 006 -
0,20 0,18 0,23 0,21 0,18 0,17 0,15 0,15 0,06 014 0,13 -
0,0 0,07 006 0,09 006 010 0,20 0,15 030 014 015 0,20 -
0,22 0,18 0,23 0,22 0,18 0,18 0,18 0,20 031 0,18 0,18 0,22 020 -
0,11 0,08 00 0,11 0,07 0,0 0211 0,16 031 0,15 0,15 020 0,02 021 -
0,18 0,5 0,19 0,18 0,16 0,16 0,6 019 031 0,17 016 022 0,15 0,22 0,15 -
0,21 0,18 0,22 0,21 0,18 0,18 0,18 021 0,34 019 0,19 0,24 018 0,24 0,18 0,02 -
0,19 0,17 025 0,21 0,16 0,14 0,09 013 0,27 012 0,13 0,13 0,21 024 0,22 0,23 024 -
19 015 o011 0,18 0,16 0,08 0,05 0,04 0,11 0,26 0,20 0,211 0,14 0,24 0,20 0,15 0,18 0,20 0,05
Legenda: Populagdes: (1= Caldeirdo, 2= Careiro, 3= Manacapuru, 4= Iranduba, 5= Amatari, 6= Autazes, 7= Maués, 8= Anori, 9=
Benjamin Constant, 10= Coari, 11= Tefé, 12= Tonantins, 13= Acajatuba, 14= Barcelos, 15= Moura, 16= BR 174, 17= Vila Moderna,
18= Manicoré e 19= Novo Aripuand).
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Tabela 6 Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para 552 subamostras de
E. oleifera representando 19 familias agrupadas em seis regides
geogréficas da Floresta Amazonica Brasileira, por meio de 1.667
marcadores SNPs. Andlise realizada pelo programa Genes

FV GL SQ QM CV PV P
Regides 5 77,80 1555 0,11 24,40 *k
Populagdes/Regides 13 2066 158 0,10 21,40 **
Dentro 533 137,44 0,25 0,26 54,20 *x
Total 551 235,90 - 0,47 100 -

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. FV: Fonte de Variacdo, GL: Grau de
Liberdade, SQ: Soma dos Quadrados, QM: Quadrados Médios, CV: Coeficiente de
Variacdo, PV.: Porcentagem da Variagdo, P: Probabilidade.

3.2 Parametros Genéticos Populacionais - Andlise de Estruturagdo Genética

A andlise da estrutura genética das populacfes tem sido baseada em
principios subjacentes a estatistica F de Wright (WRIGHT, 1978). Os valores de
Fis, Fst, Fir e fluxo génico (Nm) estdo apresentados na tabela 7, os quais séo
utilizados para quantificar a extensdo de endogamia dentro das subpopulacGes
(Fis), o nivel de diferenciacdo genética entre as subpopulacées (Fsr), a redugdo
média em heterozigosidade de um individuo em relagdo a toda populagédo (Fir) e
quantificar a dispersdo ou migracdo de genes de uma populagdo para outra
(Nm).

O indice de fixacdo dentro das populagdes (Fis) estimado com os 1.667
locos de SNPs foi de 0,073, conforme a tabela 7. Observa-se que as estimativas
de f (Tabela 2) e Fis (Tabela 7) apresentam comportamentos semelhantes para
ambos os conjuntos de dados. Uma vez mais se evidencia que as populagfes de
E. oleifera apresentam baixo nivel de endogamia. Para as estimativas de Fsr 0

valor obtido por meio dos SNPs foi de 0,315. Este valor é considerado alto e,
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portanto é um claro indicativo de diferenciacdo genética. J& para as estimativas
de Fir 0 valor foi de 0,353 e fluxo génico (Nm) de 0,895.

Afim de se melhor compreender a estruuracao da populacdo, procedeu-
se com a analise via Structure. O nimero mais provavel de aglomerados (K) na
estrutura foi determinado utilizando o método Ak. Segundo o critério proposto o
namero mais provavel de cluster é de dois ou trés. O modelo com K=3 ¢ foi
tomado como o melhor modelo para explicar a estrutura genética das populacdes
de E. oleifera (Figura 4), onde sdo observados os agrupamentos das populacdes.

Isto sugere forte diferenciacdo genética inter-populacional
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Figura4 Meédia dos valores de: a) LnP(D) de Pritchard et al. (2000) e b)
Evanno et al. (2005) para 10 repeticBes de simulagBes no programa
Structure com k = 1 a 10 para 552 individuos de E. oleifera. Analise

realizada pelo programa Structure Harvester

Tabela 7 Estatisticas F - Wright e fluxo génico (Nm) para 19 populagdes de E.
oleifera. Analise realizada pelo programa GenAIlEx
Média Desvio Padréo
Fis 0,073 0,005
Fir 0,353 0,006
Fst 0,315 0,004
Nm 0,895 0,030
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3.3 Cobertura do genoma de Elaeis oleifera por marcadores SNPs

Para caracterizar o espaco génico de E. oleifera, foram consideradas
apenas reads de 69 pb alinhadas contra o Genoma de Referéncia (GR) de Elaeis
guineensis para os 16 cromossomos. Foram utilizados 812 marcadores SNPs
para o alinhamento no GR. O genoma foi particionado em 130 intervalos de 5
Mpb cada (Figura 7), com média de 6,25 e maximo de 20 marcadores para 0s
130 intervalos. E possivel verificar que os marcadores sdo bem distribuidos no

genoma, possibilitando maior cobertura para explorar a espécie.
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Figura5 Estrutura genética de populagdes de E. oleifera quando avaliadas por
K =2 pelo Programa Structure

Legenda: Grupo 1: cor vermelha, Grupo 2: cor verde. 552 individuos e 19 populagdes
de Elaeis oleifera. (Populacbes: 1 = Caldeirdo, 2 = Careiro, 3 = Manacapuru,
4 = Iranduba, 5 = Amatari, 6 = Autazes, 7 = Maués, 8 = Anori, 9 = Benjamin
Constant, 10 = Coari, 11 = Tefé, 12 = Tonantins, 13 = Acajatuba, 14 =
Barcelos, 15 = Moura, 16 = BR 174, 17 = Vila Moderna, 18 = Manicoré e 19
= Novo Aripuana).
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Figura6 Estrutura genética de populagdes de E. oleifera pertencentes a seis regides amazonicas, quando avaliadas de 2

a 4 niveis de estruturacdo genética pelo Programa Structure

Legenda: Populagbes: (1 = Caldeirdo, 2 = Careiro, 3 = Manacapuru, 4 = Iranduba, 5 = Amatari, 6 = Autazes, 7 = Maués, 8 = Anori,
9 = Benjamin Constant, 10 = Coari, 11 = Tefé, 12 = Tonantins, 13 = Acajatuba, 14 = Barcelos, 15 = Moura, 16 = BR 174,

17 = Vila Moderna, 18 = Manicoré e 19 = Novo Aripuand).
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4 DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética entre populacdes

O conhecimento sobre a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de populacBes de E. oleifera é essencial para a adocdo de estratégias
eficientes de conservacdo desta espécie que é nativa da AmazOnia e que
apresenta interesse comercial, além de prover subsidios para se amostrar sua
diversidade populacional. Além disso, é de interesse ter conhecimento sobre a
diversidade genética do caiaué, pois tem sido utilizado em programas de
melhoramento genético de E. guineensis. O programa de melhoramento genético
da palma de 6leo da Embrapa tem como foco atual a obtencdo de hibridos
interespecificos entre E. guineensis e E. oleifera (RIOS et al.,, 2012),
considerando as caracteristicas de interesse do caiaué, a exemplo da toleréncia a
pragas e doencas, em especial ao Amarelecimento Fatal e Fusariose, aléem do
porte reduzido e elevado teor de &cidos graxos insaturados. Marcadores
moleculares tém sido muito utilizados em estudos de diversidade e de genémica
populacional, e também em aplicacBes diretas no melhoramento de plantas no
que se refere a selecdo e ao agrupamento dos materiais mais promissores para
formac&o de populagdes basicas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Quando se avalia a diversidade de E. oleifera a nivel populacional, é
possivel observar que as populacfes de Manicoré (0,358) e Careiro (0,356) sdo
as mais diversa. Em contrapartida as popula¢des Manacapuru e B. Constant, sdo
as mesnos diversas entre as populagdes com 0,091 e 0,119, respectivamente
(Tabela 1). Essa informagdo serd importante para direcionar 0s programas de
melhoramento que buscam a obtengdo de hibridos interespecificos.

A endogamia estimada para as populacdes de E. oleifera foi bastante

reduzida. Esse comportamento é comun em espécies alébgamas com alta
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densidade populacional, como ocorre com E. oleifera na Amazo6nia pois a maior
densidade de individuos pode permitir maior numero de recombinagGes,
resultando em altos niveis de diversidade genética. O coeficiente de endogamia
com valores de estimativas negativas nas populacdes de E. oleifera indicam
auséncia de endogamia, mas essa estimativa pode estar sendo superestimada,
em razdo do tamanho amostral das mesmas, visto que os indices negativos foram
apresentados para todas as populacBes com baixa representatividade amostral
(Manacapuru, Anori, B. Constant e Barcelos), com exce¢cdo da populagdo
Caldeirdo, que apresentou indice negativo e sua populagdo é formada por 18
individuos, nimero amostral considerado moderado quando comparado com as
demais populagdes e seus respectivos indices. Quando o tamanho da populagdo é
pequeno, mesmo em cruzamentos ao acaso, uma diminuicdo de heterozigose
pode ocorrer (BEAUMONT; HOARE, 2003). Este fato pode enviar o0s
resultados para as populacdes com pequeno tamanho amostral. Como estas, no
entanto sdo poucas, pode se considerar que em geral o nivel de endogamia é
baixo em E. oleifera.

As populagdes que apresentaram maiores nimeros de alelos privados
foram Coari, Manicoré, Tonantins e Tefé (Tabela 3). As populacGes Moura,
Caldeirdo, Acajatuba e Autazes apresentaram numeros baixos de alelos privados
apesar do tamanho amostral. Ja para as popula¢es B. Constant e Barcelos,
apesar de apresentarem nimero de amostras muito baixo, foram identificados
nimeros moderados de alelos privados. Quanto maior o nimero de alelos
privados encontrado em um genoétipo, mais divergente € sua origem, sendo sua
identificacdo de especial interesse para o lancamento de cultivares comercial
com base genética mais ampla, portanto, constituem em um dos pardmetros para
se avaliar a perda de diversidade genética. Esse comportamento entre as
populagdes de E. oleifera é bem diferente de pesquisas com outras palmeiras da

regido Amazonica como a Pupunha (Bactris gasipaes Kunth.) (RODRIGUES,
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2007), o Tucumd (Astrocaryum tucuma) (BERNARDES, 2008) e o Jauari
(Astrocaryum jauari) (OLIVEIRA, 2012), apesar de apresentarem a diversidade
genética avaliadas por marcadores microssatélites o nimero de alelos privados é
inferior ao encontrado para E. oleifera, é necessario também que se leve em
consideracdo o numero de populagbes e loci microssatélites utilizados nos
estudados. Possivelmente, o pequeno numero de individuos amostrados nestes
estudos, assim como o limitado nimero de marcadores, tenha limitado a
deteccgéo de alelos privados.

As estimativas de frequéncia alélica para as 19 populagdes de E. oleifera
foram consideradas altas, podendo-se inferir que existe uma grande diversidade
dentro das populagdes estudadas independentemente do numero de amostras.
Segundo Frankel et al. (1996), espécies que apresentam menor variacdo das
frequéncias alélicas ou maior equidade génica podem manter as populagdes
menos susceptiveis a fixacdo e a perda de alelos, quando submetidas a
perturbacdes e a gargalos genéticos. Assim, populacfes com maior diversidade
genética estariam mais protegidas dos efeitos de deriva do que as que tém alelos
em baixa frequéncia (baixa equidade génica), estando estes susceptiveis a perda.

Como mostra a tabela 3, em geral o tamanho efetivo populacional foi
inferior ao nimero de amostras por populacdo. Moraes et al. (1997) ressalta que
as estimativas dos tamanhos efetivos populacionais sdo indicadores instantaneos
da representatividade genética das amostras. Sendo assim, o conhecimento do
tamanho efetivo populacional (Ne) é imprescindivel quando o objetivo é
preservacdo de germoplasma, coleta de sementes e/ou conservagdo in situ, ja que
mede a representatividade genética dos individuos amostrados na populacdo em
relacdo a uma populacéo panmitica ideal. Portanto, fatores dindmicos que afetam
a distribuicdo das frequéncias alélicas devem ser levados em consideragéo, tais
como, flutuagdes do tamanho populacional entre geracGes, variagdo de

fertilidade entre os individuos, estrutura de idades e sobreposicdo de geraces e
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tamanho de vizinhanga (FRANKEL; BROWN; BURDON, 1995). O tamanho
efetivo de uma populacdo (Ne) depende do ndmero de individuos que
efetivamente participam na reproducdo e de suas contribuicfes relativas para a
geracdo seguinte (CROSSA; VENCOVSKY, 1994).

A andlise de dispersdo grafica (PCoA) (Figura 2) e agrupamento
(dendrograma) (Figura 3), referente as populacdes de E. oleifera, mostram
concordéncia entre as técnicas ao alocarem as popula¢@es seguindo a regido de
coleta, corroborando os resultados de Moretzsohn et al. (2002). Comportamento
semelhante foi observado também com marcadores PAVs, em estudos de
diversidade genética de subamostras mantidas na colegdo de germoplasma da
Embrapa (Capitulo 3).

Apesar do indice de Shannon (Tabela 4) considerar valores proximos de
zero como baixa diversidade amostrada CHAGAS et al., (2015) relatam a
diversidade em E. guineensis com média de 0,285. Essa baixa diversidade pode
estar relacionada a pequena quantidade de populagdes avaliadas. Neste estudo os
autores avaliaram apenas uma populagdo, diversidade esta que pode ser
comparada com média obtida para as populacGes de Manacapuru, Benjamin
Constant, Barcelos e Vila Moderna devido ao baixo nimero de amostras. Para
Padua (2011) o valor do indice de Shannon pode variar entre 0 e 1, sendo 1 o
apice de diversidade de uma populacdo; dessa forma, as popula¢des em estudo
apresentam moderados niveis de diversidade genética. Os valores estimados para
o indice de Shannon evidenciaram moderada a elevada diversidade genética
entre as populagdes de E. oleifera analisadas, variando de 0,246 a 0,624.

Tais comparagdes, juntamente com o fato de que ndo foram observados
individuos geneticamente semelhantes, revelam forte evidéncia de que
populagbes de E. oleifera apresentam niveis moderados de variabilidade

genética intrapopulacional.



83

O resultado observado na matriz de distdncia genética sugere a
existéncia de estruturacdo genética espacial na populagdo, visto que progénies
procedentes de arvores préximas tendem a apresentar menor distancia entre si,
como ocorre com as populacBes Acajatuba e Moura (Rio Negro) e populacBes
de BR 174 e Vila Moderna (Regido Caracarai), do que de arvores distantes,
comportamento este que pode ser observado para as populagbes Benjamin
Constant e Manacapuru (Rio Solimdes e Regido de Manaus) e Vila Moderna e
Benjamin Constant (Regido Caracarai e Rio Solimdes). Assim a em programas
de melhoramento selecdo deve priorizar progénies mais divergentes a fim de
procurar explorar a heterose ou vigor hibrido (BOREM; MIRANDA, 2005).

4.2 Estrutura Populacional de Elaeis oleifera

A andlise de estrutura genética das populagdes tem sido baseada em
principios subjacentes a estatistica F de Wright (WRIGHT, 1978). O indice de
fixagdo (f) ¢ um dos pardmetros mais importantes em genética de populagdes,
por medir o balanco entre homozigotos e heterozigotos nas populagdes. A
explicacdo para populagfes que contém maior nimero de locos em homozigose
e menor em heterozigose deve estéa associado ao sistema reprodutivo e, ou deriva
genética. As estimativas de indice de fixacdo revelaram valores baixos na
maioria das populagdes, apresentando 42% das estimativas de f superior a 0,100
(Tabela 2), corroborando com valor médio calculado para todas as populacdes
(Tabela 7), indicando baixo coeficiente de endogamia (HARTL; CLARK, 2010).

A divergéncia genética acima de Fsr=0,25 é considerada alta e vista
como indicacdo de presenca de alta diferenciacdo interpopulacional (YEH,
2000). Uma importante consequéncia em populagBes estruturadas em
subpopulagfes é a reducdo na proporcdo média de gendtipos heterozigotos

relativos ao esperado na populagdo Unica de acasalamento ao acaso (HARTL;
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CLACK, 2010). A medida de Fst pode variar de zero (onde ndo séo averiguadas
nenhuma divergéncia genética) a um (ocorrendo fixacdo de alelos alternativos
em diferentes subpopulacGes). Geralmente esses valores observados apresentam-
se menores que um, sendo esse valor maximo observado geralmente muito
menor que um (HARTL; CLARK, 2010). Segundo os autores, Wright sugere
valores médios para interpretacdo de Fst sendo estes de 0 a 0,05 indicacdo de
pequena diferenciagdo genética, 0,05 a 0,15 indicagdo moderada de
diferenciagdo genética, 0,15 a 0,25 indicacdo de grande diferenciagdo genética e
valores acima de 0,25 indicam uma diferenciacdo genética muito grande,
corroborando com resultados deste estudo onde Fst=0,307.

Estimativas de fluxo génico segundo Wright (1978), com valores
menores que 1 mostram isolamento genético. A estimativa obtida neste estudo
foi de Nm=0,895, média de todas as populacBes. Esse valor pode ser um
indicativo de que esteja ocorrendo isolamento genético causado por deriva,
indicando a necessidade de se rever e/ou estabelecer estratégias de conservacao
da espécie. De acordo com Smouse e Sork (2004), o valor do fluxo génico
calculado a partir da divergéncia genética reflete o fluxo génico que ocorreu
durante um longo periodo. A estimativa ndo indica se esta havendo fluxo génico
em determinado evento reprodutivo, mas calcula os niveis de fluxo génico que
devem ter ocorrido para produzir os padrdes observados de estrutura genética.

Com base na analise Bayesiana de possiveis clusters entre k=1 e k=10
para as 552 amostras, a probabilidade de log dos dados pareceu comecar a
estabilizar em k=4, é a partir deste que aumenta o desvio padrdo entre as
iteracOes independente da estrutura para cada cluster putativo. O maior valor do
pardmetro estimado de Ak indicou que o nimero ideal de agrupamentos foi k=2
(Figura 5). No entanto, como apontado por Eckert et al. (2010a), a utilizagéo de

Ak para escolher um valor 6timo de k=2 ¢ dificil porque, neste caso, compara a
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falta de estrutura (k =1) para algumas estruturas (k=2). O segundo maior valor
de Ak indicou como nimero 6timo de agrupamentos k=3.

Os resultados da figura 3 mostram que 0 numero de grupos variou entre
K=2 e K = 4 (log (Pr | K)), quando foram analisadas as 19 popula¢des. Estes
resultados sdo consistentes com os observados por Eckert et al. (2010a, b),
Quesada et al. (2010), Cumbie et al. (2011) e Chhatre et al. (2013). Assim, para
uma andalise mais detalhada, foi selecioando K = 2 como o nimero 6timo de
clusters para definir corretamente a estrutura das 19 populacBes. Porém, de
acordo com os valores de Ak que indicam que o niimero 6timo de cluters para
averiguar a estruturacao seria k=4 percebe-se que essa estruturacdo seria fraca e
optou-se por k=2, além de ter sido indicado por Ak com a maior estimativa de
diferenciagéo de estruturacdo, corroboram com estimativas de Fst=0,307.

E possivel perceber que as populagdes nativas de Elaeis oleifera
possuem uma diversidade moderada, fato este comprovado pelas analises
estatisticas de diversidade genética e que essas populacfes possuem estrutura
genética clara como mostra a estatistica F de Wright e estruturacdo pela analise
Bayesiana, assim como também mostram os resultados de tamanho efetivo
populacional (Nm). Existe variabilidade genética entre e dentro das populagdes,
que podem ser exploradas para fins de conservagdo, exploracdo comercial,
selecdo para aplicacdo em melhoramento genético da espécie e fornecer uma
visdo ampla da estrutura como um todo para facilitar futuras aplicabilidades dos

melhoristas.
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5 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética moderada entre e dentro de populagdes de
Elaeis oleifera, que pode ser explorada para a conservacdo e exploracdo
comercial da espécie.

Existem evidéncias de estruturagdo genética nas populacGes de E.
oleifera, sendo dois 0 numero de clusters (pool génico) mais provavel;

As informagOes geradas sobre a estruturacdo genética destas populagoes
poderdo a partir de agora serem incorporadas em estratégias de melhoramento de
Elaeis.

A diferenciacdo genética entre populacGes dentro de regides e entre
regides foi elevada, podendo ser explicada por um provavel efeito fundador e/ou
diferentes dindmicas evolutivas das populagdes.

Os resultados deste estudo podem norterar nortear novos estudos na area

de genética e gendmica populacional de Elaeis.
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CAPITULO 3 Genotipagem de alta densidade via plataforma DArTSeq
fornece novas informacdes sobre a extensdo e a estrutura
da diversidade genética da colecdo de germoplasma

brasileira de Elaeis oleifera

RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a diversidade genética entre
subamostras de Elaeis oleifera (caiaué) que compdem o Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa, por meio de marcadores PAVs. A
genotipagem dos 552 individuos de caiaué utilizados neste estudo foi realizada
em plataforma DArTSeq. Apds a genotipagem, os marcadores foram entdo
selecionados por meio da aplicacdo de filtros de qualidade baseados em Call
Rate (>0,90), Minor Allele Frequency (MAF > 0,05) e Q-value (> 2). Ao final,
3.187 marcadores PAVs foram selecionados e utilizados neste estudo. Estes
foram utilizados para se calcular a matriz de diversidade par-a-par por meio do
indice de Jaccard. O agrupamento das subamostras foi realizado por meio do
método UPGMA, e pela Anélise de Coordenadas Principais (PCoA). A parti¢do
da variacdo genética total entre regides, subamostras dentro de regides e entre
subamostras foi avaliada por meio de anélise de variancia molecular (AMOVA).
A utilizacdo de uma bateria maior de marcadores moleculares forneceu
resultados diferentes daqueles até entdo obtidos. Observou-se a existéncia de
moderada diversidade genética entre subamostras do BAG de E. oleifera
(0.4079). Os resultados obtidos reforgam a hipotese que a Amazoénia Brasileira
deve ser um centro de diversificacdo secundario da espécie, e, dada a histéria
dispersiva da espécie, a maior parte da diversidade concentra-se dentro de
subamostras. A técnica de agrupamento UPGMA mostrou tendéncia de
agrupamento de acordo com a regido de coleta. A AMOVA evidenciou que a
maior diversidade genética de E. oleifera ocorreu dentro de subamostras; sendo
Manicoré a populagdo mais diversa. Os resultados deste estudo podem embasar
futuras acdes de conservagdo e enriquecimento da colecdo de germoplasma,
além de indicar populacGes a serem exploradas para o desenvolvimento de
novos hibridos interespecificos.

Palavras-chave: Palma de Oleo. Elaeis oleifera. Diversidade Genética.
DArTSeq. PAVs.



93

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the genetic diversity among samples of
Elaeis oleifera (caiaué) that make up the Active Germplasm Bank (BAG) of
Embrapa, through PAVs markers. Genotyping of 552 caiaué of subjects used in
this study was carried out by DArT. After genotyping markers were then
selected by applying quality filters based Call Rate (> 0.90) Minor Allele
Frequency (MAF> 0.05) and Q-value (> 2). In the end, 3,187 PAVs markers
were selected and used in this study. These markers were use to calculate the
dissimilarity matrix based on the Jaccard’s index. Grouping of accessions were
performed by the UPGMA method, as was also using Principal Coordinates
Analysis (PCoA). The partition of the total genetic variation between regions
within subsamples of regions and among samples was analysed by molecular
analysis of variance (AMOVA). The use of a larger battery molecular markers
provided different results from those obtained so far. It was observed the
existence of moderate genetic diversity (0.4079) among germoplasm subsamples
E. oleifera. The results support the hypothesis that the Brazilian Amazon should
be a secondary center of diversification of the species, and, given the history of
dispersive species, most of the diversity are concentrated in subsamples.
UPGMA clustering technique showed a tendency of clustering according to the
collection region. The AMOVA evidenced that most genetic diversity of E.
oleifera occurred within sub-samples; being Manicoré the most diverse
population. The results of this study can base future conservation and
enrichment actions of the germplasm collection, and indicate
populations/subsamples to be explored for the development of new interspecific
hybrids.

Keywords: Qil Palm. Elaeis oleifera. Genetic Diversity. DArTSeg. PAVs.
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1 INTRODUCAO

A Palma de Oleo Americana (Elaeis oleifera), conhecida popularmente
por ‘Caiaué¢’ ¢ amplamente distribuida nas Américas Central ¢ do Sul,
principalmente na regido da Amazdnia. No Brasil, uma ampla colecdo de
germoplasma nativo foi estabelecida com base em uma série de expedicGes
organizadas pela Embrapa (Brasil) e pelo CIRAD - Centre de Coopération
Internationale em Recheches Agronomique pour le Développment) (Franca).

Esta colecdo vem sendo estudada desde entdo com a finalidade de se
verificar a extensdo e a organizacgao da diversidade genética amostrada, uma vez
que o conhecimento do modelo de variacdo entre os materiais é importante na
definicdo das estratégias a serem utilizadas nos programas de melhoramento da
espécie (OOl et al., 1981). Esses estudos foram em sua maioria realizados
mediante emprego de marcadores moleculares (BARCELOS, 1998;
MORETHZSOHN et al., 2002), pois a caracterizacdo molecular da diversidade
genética de colecGes de germoplasma proporciona informacdes rapidas e
precisas para a selecdo de genitores a serem usados para formar novas
populagdes de melhoramento. Estas novas populacdes podem, por exemplo, ser
formadas pelo intercruzamento de plantas com distancias genéticas conhecidas,
favorecendo a obtencdo de novas combinacdes alélicas ou, no caso do
melhoramento interespecifico, a priorizagdo de cruzamentos entre genotipos de
regides onde ha a ocorréncia de maior variabilidade em detrimento de outras.

Barcelos et al. (1998) e Morethzsohn et al. (2002) indicaram
previamente que a variabilidade do caiaué amazbnico é mais restrita que a
diversidade de dendé, embora Barcelos et al. (2002) tenha obtido evidéncias que
a E. oleifera era mais diverso que E. guineensis. Em comum, esses artigos,
entretanto indicaram que a diversidade existente na colegdo de germoplasma de

E. oleifera pode ser explorada em programas de melhoramento. Entretanto, estes
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trabalhos se basearam em uma quantidade limitada de marcadores moleculares
(37 RFLPS e 96 RAPDs respectivamente). Considerando-se, entretanto, que E.
oleifera é uma espécie alégama e nativa, o nivel de diversidade existente talvez
ndo tenha sido adequadamente verificado com uma quantidade tdo reduzida de
marcadores. 1sso porgque ao se utilizar algumas dezenas de marcadores para
amostrar a diversidade, ndo mais que alguns poucos marcadores estardo
amostrando cada grupo de ligacdo. Considerando-se que a espécie possui 16
pares de cromossomos, e uma distribuicdo aleatdria e uniforme dos marcadores,
cada grupo de ligag&o estaria sendo amostrado por apenas 2.31 e 6 marcadores
RFPL e RAPD, respectivamente. Desse modo, é possivel que grandes porcdes
do genoma ndo tenham sido amostradas nestes estudos, o que pode levar a
estimativas enviesadas de diversidade e relacionamento genético entre 0s
individuos avaliados.-Esse pode ser um dos motivos pelos quais Barcelos et al.
(2002) e Morethzsohn et al. (2000) obtiveram resultados contrastantes. Ademais,
como o foco dos trabalhos envolvendo E. oleifera é o melhoramento genético, a
diversidade estimada com base em nimero reduzido de marcadores pode nédo se
correlacionar com a diversidade fenotipica existente, pelo fato de os marcadores
ndo amostrarem densamente todo o genoma da espécie, especialmente se a
extensdo média do desequilibrio de ligacdo em E. oleifera for bastante reduzida
como em outras espécies alégamas e ndo melhoradas.

O desenvolvimento de marcadores para espécies pouco estudadas tem
envolvido normalmente etapas de descoberta do polimorfismo, desenvolvimento
de ensaio de genotipagem do polimorfismo, e validacdo dos ensaios em uma
populagéo de triagem antes da implantacdo completa em grandes populagdes
(DAVEY et al. 2011). Esse processo geralmente é oneroso e usualmente resulta
na geracdo de algumas dezenas ou poucas centenas de marcadores. Com o
desenvolvimento de novas plataformas de genotipagem, especialmente daquelas

baseadas no principio de genotipagem-por-sequenciamento (DAVEY et al.
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2011), pode-se atualmente genotipar rapidamente um grande ndmero de
amostras para virtualmente milhares de marcadores a custos bastante
competitivos. H& assim atualmente a possibilidade de se estimar de maneira
mais precisa o nivel de diversidade existente em colecdes de germoplasma,
mesmo que a espécie em questdo ndo apresente uma grande quantidade de
recursos gendmicos. Inimeras colecBes de germoplasma ao redor do mundo tém
sido extensivamente caracterizadas por meio de baterias robustas de marcadores
moleculares (NIMMAKAYALA et al., 2014).

Frente ao exposto, este estudo teve por objetivo avaliar a dissimilaridade
entre acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de E. oleifera mantido

pela Embrapa por meio da genotipagem-por-sequenciamento de 206 amostras.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Biol6gico

Um total de 552 plantas do BAG de caiaué que representam 206
subamostras coletadas em 19 locais distintos (popula¢fes) compreendendo seis
grandes regides foi utilizado para este estudo, como citado no capitulo anterior.
Destes materiais 159, 28 e 19 subamostras estdo representadas por trés, dois e
um individuos, respectivamente. O nUmero de plantas amostradas por
regido/populacéo/subamostra encontra-se no material suplementar (Tabela S1).

As etapas de extragdo de DNA, purificacdo e quantificagdo estdo

descritas no capitulo anterior.

2.2 Genotipagem-por-sequenciamento em plataforma DArTSeq

A descricdo dos procedimentos utilizados para se gerar 0os marcadores
utilizados neste estudo pode ser encontrada na secdo de material e métodos do
capitulo 2.

As sequéncias resultantes (mais de 2 milhdes de reads por amostra
foram gerados) foram filtradas e alocadas a seus respectivos datasets sendo 0s
barcodes retirados posteriormente. As sequéncias foram trimadas em 69 pb (5
pb do sitio de restricdo mais 64 bases com Q score minimo de 10). O pipeline
proprietario da DArT P/L foi utilizado para se realizar o score dos marcadores
do tipo PAV (presence/absence variants). Casos em que a presenga ou auséncia
de reads do fragmento resultante da clivagem pela enzima de restricdo néo era

clara (i.e. menos de 6x) foram registrados como dados perdidos.
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2.3 Andlise de dados

Apenas marcadores que passaram pelo controle de qualidade, onde o
[Call Rate (>0,90), Minor Allele Frequency (MAF > 0,05) e Q-value (> 2)]
foram utilizados nas analises de diversidade genética. Apds a filtragem foi
possivel selecionar 3.187 marcadores PAVS.

Para se avaliar a extensdo da diversidade amostrada na cole¢do de
germoplasma de E. oleifera os dados obtidos foram utilizados para se calcular a
matriz de coeficientes de dissimilaridade par-a-par de Jaccard (JACCARD,
1908) por meio do programa Darwin v5.5 (PERRIER; JACQUEMOUD-
COLLET, 2006). Para computar a dissimilaridade entre duas unidades (plantas)
usando um dataset que incluia dados perdidos o critério de delecdo de dados
par-a-par foi adotado ao invés de eliminar marcadores ou plantas que
apresentavam dados perdidos na andlise. Neste caso, foi estipulado que um
minimo de 70% de dados validos seria requerido para computar a
dissimilaridade entre duas unidades.

A partir dos dados gerados foram entdo computadas estatisticas
descritivas relacionadas a diversidade da colecdo, como: (1) dissimilaridade
média, (2) variancia dos dados, (3) distribuicdo de frequéncia de dissimilaridade,
(4) par de subamostras mais diverso e (5) par de subamostras mais relacionados.

Em seguida a matriz gerada com base nos coeficientes de
dissimilaridade de Jaccard foi utilizada para: (6) construir um dendrograma
usando o metodo de analise UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), (7) realizar uma analise fatorial para obter representacfes
gréaficas bidimensionais do relacionamento das 206 subamostras em termos de
dissimilaridade e (8) realizar andlise de agrupamento baseado no método de
otimizacdo de Tocher Modificado (RAO, 1952), onde é identificado o par de

individuos mais similares a partir da matriz de dissimilaridade, esses formarao
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0S grupos iniciais e a inclusdo de novos individuos, é tomada por meio da
comparagéo entre o acréscimo no valor médio da distancia dentro do grupo e um
nivel maximo permitido da medida de dissimilaridade encontrado no conjunto
das menores distancias envolvendo cada individuo (CRUZ; FERREIRA,;
PESSONI, 2011). A correlacdo cofenética foi computada entre os valores de
dissimilaridade originais e o0s valores de dissimilaridades graficamente
representados no dendrograma de modo a determinar a precisdo com que a
arvore representa a diversidade entre as subamostras de E. oleifera.

Os dados originais foram também utilizados para se analisar a parti¢do
da variacdo genética total entre regides Amazbnicas amostradas, entre
subamostras e subamostras dentro de regides, a fim de se verificar a estrutura da
diversidade genética amostrada na colecdo de germoplasma de E. oleifera, por
meio de uma andlise de variancia molecular (AMOVA) (EXCOFFIER;
SMOUSE; QUATTRO, 1992) utilizando o programa GENES (CRUZ, 2013). Os
niveis de significancia para os componentes de variancia foram calculados

adotando-se o critério de 1000 permutacdes.
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3 RESULTADOS

3.1 Diversidade Genética

Observou-se a existéncia de moderada diversidade genética entre
subamostras do BAG de E. oleifera. Os resultados da analise realizada com base
em 206 subamostras (Tabela S1) por meio de 3.187 marcadores moleculares
revelaram uma dissimilaridade média de 0,4079 com variacdo de 0,0016 a
0,6064 (Figura 1). A menor dissimilaridade ocorreu entre subamostras de
Careiro, enquanto a maior dissimilaridade observada foi entre BR 174 e
Benjamin Constant. Quando a anélise foi realizada com base em 552 individuos
(Tabela S1), a dissimilaridade média encontrada foi de 0,4113, com variacdo de
0,0009 a 0,6113 (Figura S1). A menor dissimilaridade observada foi entre
Caldeirdo e Acajatuba e a maior dissimilaridade observada entre Manicoré e BR
174.
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Figural Distribuicdo de frequéncia das estimativas de distancia genética,
utilizando o coeficiente de dissimilaridade de Jaccard, obtidas entre
0s pares de 206 subamostras de E. oleifera. Anélise realizada através
do Programa Darwin v5.5

Fonte: (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).

3.2 Organizagao/Estrutura da diversidade amostrada no BAG

A Anadlise das Coordenadas Principais (PCoA) demonstrou que os dois
primeiros componentes explicam 39,91% do total da variacdo encontrada para as
206 subamostras (Figura 2). Valores aproximados foram encontrados na analise
com 552 plantas (36,63%) — Figura S2. E possivel observar na Figura 3 que a
distribuicdo dos grupos estd fortemente relacionada a regido de coleta.

Comportamento semelhante é observado na Figura S3 para 552 individuos
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apresentando as mesmas tendéncias de agrupamento, porém com mais
consisténcia, devido ao numero maior de amostras na analise.

A representacdo grafica da PCoA (Figura 2) permitiu a caracterizagdo
das subamostras baseadas na localizacdo geografica de coleta. Admitindo a
separacdo de seis regibes geograficas da Floresta Amazonica. Verifica-se nas
Figuras 2 e S2 que o agrupamento por dispersdo grafica mostra uma tendéncia
de agrupamento geogréafico, porém, a regido do R. Madeira, R. Caracarai e R.
Solim@es apesar de mostrarem uma maior tendéncia de agrupamento entre as
demais, apresentam subamostras dispersas do agrupamento, assim como
demostrado nas técnicas de agrupamentos hierarquicos e aglomerativo para

ambos os grupos de individuos.
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Andlise de Coordenadas Principais (PCoA)
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Figura2 Dispersdo Grafica de 206 subamostras de E. oleifera obtida pelo
método de Analise das Coordenadas Principais (PCoA), utilizando o
coeficiente de dissimilaridade de Jaccard. Anélise realizada através
do Programa Darwin v5.5

Fonte: (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).

Os agrupamentos gerados por meio do método de UPGMA (Figuras 3 e
S3) apresentaram elevado coeficiente de correlacdo cofenética em ambas as
situacBes (r =0,93 e r = 0,95 p<0,0001), indicando boa concordancia das
distancias genéticas plotadas na arvore com aquelas estimadas por Jaccard. A
tendéncia de agrupamento de acordo com a regido de coleta pode ser mais uma
vez percebida, com pequenas excecdes (raios de cores distintas em meio a

agrupamentos). E possivel ainda se observar na Figura 3 elevada consisténcia de
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agrupamento entre as subamostras do Rio Madeira, Regido Caracarai e R.
Solimdes, corroborando os resultados obtidos por meio da analise de PCoA. E
possivel verificar também uma dispersdo nos agrupamentos pertencentes as
regides do Rio Amazonas, Manaus e Negro. No entanto, quando se analisa o
agrupamento por meio de com 552 individuos (Figura S3), observa-se que
ambas se agrupam com melhor consisténcia. Nota-se ainda, o deslocamento das
subamostras de Barcelos em um grupo distante das demais pertencentes a
mesma regido.

Com relagdo a consisténcia do agrupamento na analise com 206
subamostras (Figura 3) pode-se observar que as mesmas estdo dispostas em sete
grupos distintos, baseados no corte utilizando a diversadide média da espécie
como threshold. O Grupo 1 é o maior, composto por 86 individuos e
concentrando 41,74% dos mesmos, e inclui submostras pertencentes as regifes
de Manaus, Amazonas e Negro. No Grupo 2 estdo alocados trés individuos de
Tefé, pertencentes a sub-regides Tefé, Tefé e Lago Caiambé, respectivamente,
participando apenas de 1,45% de toda a amostragem. O Grupo 3 aloca 24
subamostras (11,65%), originarias do R. Solimdes Ja o Grupo 4 é o segundo
maior grupo, composto por 71 subamostras do R. Madeira juntamente com
subamostras pertencentes a Maués e Autazes — R. Amazonas, representando
34,46% da colegdo de germoplasma. Um grupo distante que alocou duas
subamostras pertencentes a Tonantins e uma a Benjamin Constant formam o
Grupo 5, com 1,45% de representatividade em relacdo as 206 subamostras. A
Regido Caracarai por apresentar uma boa consisténcia de agrupamento constitui
0 Grupo 6 (17 subamostras) com 8,25%. E por fim, duas subamostras (0,97%)
pertencentes a populacdo de Barcelos alocaram-se no Grupo 7. Esse
comportamento reflete e corrobora os resultados observados por meio de outras

técnicas de disperséo e aglomerativa.
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Figura3 Dendrograma gerado pelo método UPGMA com base no indice de
dissimilaridade de Jaccard para 206 subamostras de E. oleifera que
compbe 0 BAG da Embrapa. Andlise realizada através do Programa
Darwin v5.5

Fonte: (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).

A consisténcia do agrupamento entre as subamostras de BR 174 e

Perimetral Norte é notdria, ainda que uma Unica subamostra de BR 174 tenha se

agrupado com outras da R. de Manaus. Logo para a regido do R. Madeira as

subamostras de Manicoré foram alocadas todas no mesmo grupo, e sendo

alocadas entre as mesmas uma amostra de Tonantins — R. Solimdes e uma de

Careiro — R. Manaus, tendo a subamostra N. Aripuand agrupamento junto a

subamostras pertencentes ao R. Amazonas.

Quando empregado o método de agrupamento de Tocher Modificado

para as 206 subamostras, observa-se a formacao de nove grupos, com as maiores
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concentracbes de subamostras nos grupos 1 e 2, representando 71,94% das
subamostras, onde ndo sdo apresentadas subamostras apenas da Regido
Caracarai. Nota-se também que uma subamostra de Careiro se manteve em
agrupamento unitario (Tabela 1), esses resultados encontram-se em consonancia
com o0s apresentados nas analises de PCoA e UPGMA. A regido do Rio Madeira
alocou subamostras nos dois primeiros grupos, tendo a R. de Manaus com
subamostras alocadas nos grupos 2 e 3, ja a regido do R. Amazonas (grupos 1, 2
e 3) e R. de Caracarai (3, 4 e 9) participaram de trés grupos cada, a regido do R.
Negro de quatro (1, 2, 3 e 8) e R. Solimdes de cinco grupos (grupos 1, 2, 5, 6 e
7). Os grupos 2, 5 e 7 formados na analise UPGMA (Figura 3) estdo em
consonancia com os grupos 6, 7 e 8 pelo agrupamento de Tocher Modificado.

A distancia genética média entre as amostras nos grupos 1 e 2, pelo
método de Tocher é 0,29 e 0,25, respectivamente. Baseado na técnica de
agrupamento pelo qual é identificado o par de individuos mais similares para
formag&o do grupo inicial este resultado indica uma tendéncia ao agrupamento
de acordo com a distribuicdo geografica das subamostras. As subamostras
Amatari, Autazes encontram-se representada nos trés primeiros grupos e
subamostras de Manicoré, Tefé, BR 174, Tonantins encontram-se distribuidas
em pelo menos trés grupos. Este resultado corrobora com a variagdo apresentada
na AMOVA (Tabela 2), onde é possivel observar que a maior variagdo

apresentada ocorre dentro de subamostras.
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Tabelal Agrupamento baseado pelo método de Tocher Modificado, utilizando

o coeficiente de dissimilaridade de Jaccard como medida de distancia
genética, para 206 subamostras de E. oleifera

Grupos N % do BAG Subamostras
1 MAN; NAP; AMA; AUT; MAU; ANO;
94 45,63
COA; TEF; TON e ACA.
2 MAC; MOU; CAL; IRA; CAR; AMA;
54 26,31
AUT; MAN; MAU; TON e ACA.
3 AMA:; AUT; CAL; CAR; MOU e BR
20 9,70
174.
4 16 7,76 BR 174 e PEN.
5 13 6,31 COA e TEF.
6 03 1,45 BJC e TON.
7 03 1,45 TEF.
8 02 0,97 BAR.
9 01 0,48 BR 174.

Fonte: Analise realizada pelo Programa Genes (CRUZ, 2013).
Nota: Subamostras: R. Manaus (Careiro=CAR; Manacapuru=MAC; Iranduba=IRA;

Caldeirdo=CAL), R. Amazonas (Amatari=AMA; Autazes=AUT e
Maués=MAU), Rio Solimdes (Benjamin Constant=BJC; Coari=COA,;
Anori=ANO; Tefé=TEF e Tonantins=TON), R. Negro (Acajatuba=ACA;
Barcelos=BAR e Moura=MOU), R. Caracarai (BR 174=BR 174; Perimetral
Norte=PEN) e R. Madeira (Manicoré&=MAN e Novo Aripuand=NAP), N =
namero de individuos.

3.3 Partigdo da variancia genética

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) mostram que

a variacdo genética ocorre em maior significancia dentro de subamostras seguida

de variagdo dentro de regides, revelando uma concordéncia com os resultados

obtidos pelas demais estatisticas estudadas. Pode ser verificado, na Tabela 2, que

a maior diversidade genética de E. oleifera ocorre dentro de subamostras, com
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variabilidade de 57,16% e variagdo de 24,33% dentro de regides. Os resultados
indicam também que ha diferencas significativas entre as regides (p <0,001),
bem como entre as subamostras (p = 0,001). Resultados semelhantes sdo
observados na AMOVA para 552 individuos (Tabela S2).

Tabela 2 Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para 206 subamostras de
E. oleifera representadas por 19 familias distribuidas em seis regides
geograficas da Floresta Amazonica Brasileira

FV GL SQ QM Cv PV P
Regides 5 31207,68 624153 127,21 2433 @ **
Subamostra/Regido 13 9871,45 759,34 96,73 18,50  **
Subamostra 187 55892,19 298,88 298,88 57,16  **
Total 205 96971,33 473,03 522,84 100

Fonte: Analise realizada pelo Programa Genes (CRUZ, 2013).

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. FV: Fonte de Variacdo, GL: Grau de
Liberdade, SQ: Soma dos Quadrados, QM: Quadrados Médios, CV: Coeficiente de
Variacéo, PV: Porcentagem da Variac&o, P: Probabilidade.

3.4 Erros de alocagéo de subamostras e de individuos dentro de

subamostras

Por meio dos resultados das andlises de agrupamento foi possivel se
realizar uma avaliagdo de erros de aloca de submostras e de individuos dentro de
subamostras. Isso porque se espera que individuos de uma mesma subamostra
apresentem maior similaridade genética entre si que com os individuos de outras
subamtras. O mesmo raciocionio é valido para as subamostras, uma vez que
subamostra coletadas em uma mesma populagédo tendem a ser mais relacionadas
geneticamente entre si que com subamostras coletadas em outras subpopulagdes
sob a hipotese de existéncia de estruturacdo genética conforme evidenciado no

capitulo anterior. As Figuras 4 e 5 mostram a relacdo entre individuos de
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subamostras que foram amostras por meio de duas ou trés plantas. O
dendrograma gerado a partir de dados com duas repeticbes por subamostra
mostra uma discordancia de 10,71%, uma vez que das 28 subamostras
analisadas em duplicadas, trés nao apresentaram perfil de agrupamento esperado
(duas subamostras de Manicoré e uma de Amatari, tendo sido estas subamostras
coletadas em regides de Rio Madeira e Rio Amazonas) (Tabela 3). J& para a
andlise de agrupamento com trés repeti¢cGes por subamostra o comportamento é
semelhante, sendo observada uma discordancia de 17,61%, composto de 159

subamostras e apresentando 28 delas ndo agrupadas como esperado.

Tabela 3 Percentagem de erro de alocagdo em subamostras de E. oleifera

NIS NS NTI SD %
2 28 56 3 10,71
3 159 477 28 17,61

Fonte: Analise realizada pelo Programa Genes (CRUZ, 2013).

Nota: Analise com subamostras representadas por dois e trés individuos,
respectivamente, usando o indice de Jaccard. NIS = nimero de individuos por
subamostra, NS = nimero de subamostra, NTI = namero total de individuos, SD
= nmero de subamostras em discordéncia, % = percentagem de erro de aloca¢do
de subamostras.

Na figura 5, é possivel observar o agrupamento entre as subamostras
representadas em triplicatas e algumas discordancias representadas pela cor
amarela. E possivel observar dois comportamentos sobre os agrupamentos.
Primeiro, onde a subamostra apresenta pelo menos dois de seus individuos
agrupados e o terceiro deslocado destes. Comportamento este observado em oito
subamostras de Manicoré, duas em Acajatuba, Caldeirdo, Careiro, Autazes, e
uma em Moura, Tonantins, Coari, Iranduba, BR 174 e Amatari. Sendo estas
subamostras representativas de todas as regides geogréficas de coletas. Segundo,

onde subamostras apresentam o0s trés os individuos separadamente,
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comportamento este observado em duas subamostras de Careiro e uma de
Autazes, BR 174, Coari e Vila Moderna, respectivamente. Totalizando uma

discordancia entre 28 de 159 subamostras.
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Figura4 Dendrograma gerado pelo método UPGMA com base no indice de
dissimilaridade de Jaccard para 29 subamostras (representadas por 2
individuos cada) de E. oleifera que compde o BAG da Embrapa,
evidenciando possiveis erros de alocacdo de individuos em
subamostra

Fonte: (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).

Nota: Cor vermelha representa subamostras com os dois individuos agrupados e cor

azul representa subamostras com individuos em discordancia de agrupamento.
Anaélise realizada através do Programa Darwin v5.5
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Figura5 Dendrograma gerado pelo método UPGMA com base no indice de
dissimilaridade de Jaccard para 159 subamostras (representadas por 3
individuos cada) de E. oleifera que compde o BAG da Embrapa,
evidenciando possiveis erros de alocacdo de individuos em
subamostra

Fonte: (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).

Nota: Cor vermelha representa subamostras com os trés individuos agrupados, cor
verde representa subamostras que apresentam seus trés individuos separados, cor
azul representa subamostras que apresentam pelo menos dois dos trés individuos
agrupados sendo o terceiro representado pela cor amarelo. Andlise realizada
através do Programa Darwin v5.5
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4 DISCUSSAO

4.1 A extensdo da diversidade genética de E. oleifera ¢ menos restrita que se

supunha

Observou-se a existéncia de moderada diversidade genética entre
subamostras do Banco de Ativo de Germoplasma de E. oleifera. Embora os
dados indiquem que esta variabilidade é apenas moderada, € interessante
destacar que gendtipos coletados na Amazénia Brasileira tém sido apontados
como entre os mais diversos da espécie E. oleifera. Este fato ja havia sido
indicado por Barcelos et al. (2002) que ao avaliarem a diversidade genética em
populagbes da espécie, identificaram quatro grandes grupos também
relacionados de acordo com as regides geogréficas: 1. Brasil; 2. Peru; 3.
América Central/Norte da Coldmbia e 4. Suriname/Guiana Francesa, sendo a
populagdo Brasileira uma das mais diversas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Araya, Alvarado e escobar (2009), ao caracterizar a diversidade
genética do banco de germoplasma de E. oleifera da empresa ASD -
Agricultural Services & Development na Costa Rica por meio de oito
marcadores microssatélites. Rios et al. (2012), com base no estudo de
caracteristicas fenotipicas, também relatam a existéncia de variabilidade entre as
subamostras de E. oleifera do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa.

Embora Barcelos et al. (2002) tenham indicado que E. oleifera
apresentava diversidade maior que E. guineensis (gene diversity de 0,157 e
0.135, respectivamente) Moretzsohn et al. (2002) demonstraram a diversidade
genética da espécie americana (dissimilaridade média - 0,325) era mais restrita
do que aquela observada em E. guineensis (dissimilaridade média - 0,528),
mesmo considerando-se as diferencas de amostragem das mesmas. Os resultados

apresentados neste estudo demostram uma dissimilaridade média de 0,407 e,
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portanto mais alinhado com os resultados apresentados por Moretzsohn et al.
(2002) embora, podendo ser considerada menos restrita do que se supunha. I1sso
pode estar relacionado ao fato da bacia Amazénica provavelmente ndo ser o
centro de origem de E. oleifera, mas sim um centro de diversificacdo secundaria
(GHESQUIERE et al., 1987; MORETZSOHN et al., 2002). Os resultados de
Barcelos et al. (2002) podem ainda ter subestimado a diversidade de E.
guineensis devido ao limitado ndmero de subamostras analisadas guando
comparada com E. oleifera. E interessante ressaltar que os pares de subamostras
mais e menos divergentes identificados neste estudo ndo correspondem as
mesmas que haviam sido identificadas por Moretzsohn et al. (2002). Esse fato
pode ser um indicativo que uma maior quantidade de individuos e marcadores
utilizados para amostrar a diversidade genética de uma determinada espécie
pode prover resultados diferentes e possivelmente mais acurados.

Com base nos resultados aqui apresentados é possivel se inferir sobre a
existéncia de maior varibildiade para a populacdo de Manicoré. Esse resultado
além de coerente com aquele apresentado por Moretzsohn et al. (2002) que
também constaram uma maior diversidade para subamostras de Manicoré e
Autazes, ajuda a explicar o sucesso obtido por programas de melhoramento ao
utilizar individuos da regido de Manicoré como genitores de hibridos
interespecificos. Uma vez que estes individuos estdo entre os mais diversos, a
utilizagdo de um grande nimero destes em cruzamentos com E. guineensis
permite que melhoritas explorem melhor a diversidade de E. oleifera que se
utilizassem um grande numero de individuos provenientes de populagdes
diferentes e menos diversas. Além disso, a pratica adota pode ainda contribuir
para maximizar a heterose ao cruzar individuos bastante distintos de E. oleifera

com individuos igualmente diversos de E. guineensis.
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4.2 O uso de uma bateria de alta densidade de marcadores moleculares
proporcionou uma maior discriminacéo de subamostras por meio de

técnicas dispersivas, aglomerativas e de otimizacéo

Observou-se, de maneira generalizada, uma tendéncia de agrupamento
por origem geografica de coleta, uma vez que subamostras de uma mesma
regido tendem ao agrupamento conjunto (Figuras 2 e 3). Esses resultados
contrastam com aquele obtidos por Mohd Din, Rajanaidu e Jalani (2000) e
Moretzsohn et al. (2002) e podem estar relacionados a dois fatores: (i) a
amplitude da amostragem (abrangendo 206 subamostras pertencentes a 6 regides
distintas e assim uma amostragem completa do BAG) e (ii) a utilizacdo de uma
densidade de marcadores nos permite amostrar regides do genoma antes nao
exploradas, contribuindo para estimativas diferentes de dissimilaridade.

Quando se analisou a diversidade a partir de 206 subamostras, observou-
se que a maior e a menor dissimilaridade foram encontradas em pares de
subamostras pertencentes a regifes de coletas diferentes. Este fato pode esta
associado ao numero reduzido de plantas por subamostra, principalmente
Benjamin Constant e Manacapuru que continham apenas trés plantas no BAG e
Barcelos com apenas duas plantas representando a subamostra. E nesta analise
as subamostras estdo sendo representadas por uma Unica amostra.
Comportamento este também observado por Martins, Miranda e Nunes (2012),
ao analisarem a morfologia polinica em plantas de E. oleifera, utilizando graos
de pdlen de quatro individuos de cada uma das 10 populacdes estudadas. Os
autores relatam que a analise permitiu a distribuicdo das 10 populagdes em
apenas trés grupos e que apesar da técnica ter se mostrado eficiente, quando
associada a outras anélises como de isoenzimas que permitiu 0 mesmo grupo de
populacBes apresentarem-se distribuidas em seis grupos (GHESQUIERE et al.,

1987) e DNA nuclear pela anélise de marcadores RFLP (Restriction Fragment
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Length Polymorphism), a formagéo de cinco grupos com 0 mesmo conjunto de
dados (BARCELOS et al., 1999), pode representar uma ferramenta importante
na discriminacgdo de populacdes.

Foi possivel observar que houve diferenca nos resultados em relagdo a
consisténcia e melhor resolucdo dos agrupamentos entre as duas analises. Na
analise com 206 amostras apresentaram pares mais e menos dissimilares
diferentes dos encontrados na analise com 552 amostras. A analise com 206
subamostras apresentou resultados semelhantes com o0s encontrados por
Moretzsohn et al. (2002), onde também foram utilizados nimeros aproximados
de individuos.

Um ponto interessante a ser destacado é que os resultados deste trabalho,
embora corroborem com aqueles obtidos por Moretzsohn et al. (2002),
demonstram que a diversidade genética em E. oleifera é de fato um pouco maior
do que se supunha. Tal fato pode estar relacionado a quantidade de marcadores
utilizados nos estudos. Enquanto Moretzsohn et al. (2002) fizeram uso de 96
marcadores RAPDs, o presente estudo fez uso de 3.187 marcadores.
Provavelmente, um pequeno nimero de marcadores pode ndo ser suficiente para
amostrar todo o genoma, considerando-se sua extensdo. Assim, a utilizacdo de
um maior nimero de marcadores pode ter favorecido a identificacdo de
diferencas entre subamostras imperceptiveis para uma quantidade limitada de
marcadores. 1sso porgque ao mesmo se utilizar algumas centenas de marcadores
(e.g. 200), para amostrar a diversidade, ndo mais que algumas dezenas de
marcadores, a diversidade estimada com base em nUmero reduzido de
marcadores pode ndo se correlacionar com a diversidade fenotipica existente,
pelo fato de os marcadores ndo amostrarem densamente todo o genoma da
espécie.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) (Figuras 2 e S2)

representam as distancias genéticas geradas pelos marcadores PAVs e
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confirmaram o agrupamento por origem geografica o que ratifica os resultados
obtidos pelos métodos anteriores. Porém, as duas primeiras coordenadas
explicaram apenas 39,91% e 36,63 da variagdo entre as amostras,
respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Arias et al.
(2013), com 44% de variacdo e formacdo de quatro grupos distintos ao
avaliarem a dispersdo de 43 familias de Elaeis guineensis com base em 30
marcadores microssatélites - SSRs (Simple Sequence Repeats). Com base no
exposto, acredita-se que a dispersdo grafica conseguiu representar a
variabilidade genética existente entre as subamostras de E. oleifera.

Além disso, as plantas que compde o Banco Ativo de Germoplasma sédo
oriundas de poucas sementes coletadas em um pequeno nimero de matrizes. O
efeito fundador pode explicar o padrdo de agrupamento, e associada a ele, o
fendmeno do fluxo génico através dos cursos hidricos (provavelmente com forte
efeito antropico). Esses resultados indicam ainda, que provavelmente, apenas
uma pequena parcela da diversidade da espécie esteja representada no BAG, ao
se coletar subamostras apenas nas regides dos cursos hidricos de maior destaque
na regido. A fim de se ampliar a diversidade da colegéo e fazendo uso destes
dados, uma estratégia seria coletar novas subamostras em regides distantes dos
rios (menos sujeitas assim a efeito antrépico e fundador), priorizando-se a
amostragem de um grande ndmero de subamostras e de individuos destas
subamostras (ESCOBAR, 1982).

4.3 O conhecimento detalhado da organizacao da diversidade genética da
colecdo permite se tragar estratégias de conservacao, coleta e

melhoramento mais eficientes

Atualmente com o desenvolvimento de novas plataformas de

genotipagem, especialmente baseadas no principio de genotipagem-por-
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sequenciamento, pode-se genotipar rapidamente um grande nimero de amostras
para virtualmente milhares de marcadores. H& assim a possibilidade de se
estimar de maneira precisa o nivel de diversidade existente em colecdes de
germoplasma mesmo que a espécie em questdo ndo apresente uma grande
guantidade de recursos gendmicos (SANSALONI et al., 2010). Além disso, é
certo que o conhecimento sobre a organizacdo da diversidade genética da
colecdo de germoplasma de E. oleifera é de fundamental importéncia para
embasar futuras acGes de conservacdo e enriquecimento da cole¢do de
germoplasma, além de indicar populagdes a serem exploradas para o0
desenvolvimento de hibridos interespecificos entre E. oleifera e E. guineensis.

O conhecimento da diversidade genética dentro do germoplasma
melhorado auxilia na organizagdo da variabilidade desses materiais e
potencializa a maximizacdo dos ganhos genéticos em programas de
melhoramento. Os dados obtidos neste estudo podem, por exemplo, ser utilzado
a fim de delinear novas expedic¢des de coleta de germoplasma para se ampliar a
base genética mantida na colecdo de germoplasma. Como anteriormente
mencioando, a fim de se ampliar a diversidade da cole¢do uma estratégia seria
coletar novas subamostras em regides distantes dos rios, priorizando-se a
amostragem de um grande numero de subamostras e de individuos destas
subamostras. Os dados obtidos neste estudo podem ainda ser utilizados para se
delinar colegdes nuclares para E. oleifera. Esta colecdo de tamanho reduzido,
mas que contém grande parte da variabilidade da colecdo total tende a facilitar o
manejo e a caractereizagdo morfoldgica e agrondémica das subamostras.

Os fingerprintings moleculares, de maneira rapida e precisa, podem ser
utilizados na definicdo de relacBes genéticas entre os materiais, na alocagdo
desses em grupos heteréticos (PARENTONI et al., 2001). Logo, para fins de
melhoramento, caso o interesse seja a geracdo de hibridos interspecificos de E.

oleifera com E. guineensis e na hipétese de ndo se possuir recursos para se testar
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todas as combinagOes possiveis, pode-se direcionar 0s cruzamentos ao se
selecionar subamostras a serem testadas com base em sua dissimilaridade com
as demais. Assim pode-se priorizar uma determinada populacdo a exemplo da
Manicoré que se mostrou bastante diversa, ou individuos dentro de algumas
dezenas de subamostras bastante diversas. Essa estratégia tende a ser mais
eficiente que o teste ao acaso de subamostras, por permitir se explorar a
diverisade da colegéo de germoplasma de maneira organizada e dirigida.
Adicionalmente, a caracterizacdo molecular de gendtipos tem sido
amplamente utilizada em processos de protecdo de cultivares e no
monitoramento da pureza genética de sementes (PADILHA, 2002),
representando novas oportunidades tecnoldgicas devido as possibilidades de
aumento de retorno dos investimentos aplicados nos programas de
melhoramento. Tal procedimento pode vir a se tornar realidade para palma de
6leo, uma vez que os marcadores e os perfis genotipicos gerados neste trabalho
podem ser utilziados, por exemplo, para se monitor a eficiéncia dos cruzamentos
protegidos realiados, por exemplo, no processo de geracdo de hibridos
interespecidicos, ou na triagem de lotes de sementes para se garantir pureza

genética dos hibridos resultantes dos programas de melhoramento.
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5 CONCLUSOES

As subamostras de E. oleifera apresentam variabilidade genética
moderada e relacionada a sua regido de origem geografica, porém, essa
diversidade € menos restrita do que se supunha.

O uso de um maior nimero de marcadores moleculares em E. oleifera,
resultou em taxa de diversidade maior que encontrada anteriormente.

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a hipotese que a Amazonia
Brasileira deve ser um centro de diversificacdo secundario e que dada a historia
dispersiva da espécie a maior parte da diversidade concentra-se dentro de
subamostras.

A populagdo de Manicoré é a mais divergente amostrada na colegdo de
germoplasma da Embrapa.

A maior parte da variabilidade genética é encontrada dentro de
subamostras.

A caracterizacdo genética das subamostras permite se tragar planos para
futuras agcOes de conservagdo e enriquecimento da colecdo de germoplasma,
além de indicar populacGes a serem exploradas para o desenvolvimento de

hibridos interespecificos entre E. oleifera e E. guineensis.
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ANEXOS

ANEXO A - Material Suplementar



Tabela S1. Origem e nimero das plantas de palma de 6leo Americana coletadas no BAG da Embrapa, pertencentes a seis
regides Amazonicas e distribuidas em 19 populages.
Andlise com 206 amostras

Origem/Populacdo N°/Plantas Origem/Populacdo N°/Plantas Origem/Populacéo N°/Plantas

Regido de Manaus: Rio Solimdes: Regido Caracarai:

Careiro 25 Tefé 05 BR 174 (Caracarai) 01

Manacapuru 01 Anori 03 (Km 157) 01

Iranduba 02 Tonantins 04 (Km 365) 04

Caldeirao 07 B. Constant 01 (Km 490) 05

Rio Amazonas: Coari 19 (Km 500) 01

Amatari 11 Rio Negro: Vila Moderna 06

Autazes 11 Acajatuba 10 Rio Madeira:

Maués 11 Moura 11 Manicoré 58
Barcelos 02 Novo Aripuana 07

Anélise com 552 amostras

Regido de Manaus: Rio Solimdes: Regido Caracarai:

Careiro 68 Tefé 14 BR 174 (Caracarai) 03

Manacapuru 03 Anori 09 (Km 157) 03

Iranduba 06 Tonantins 12 (Km 365) 12

Caldeirédo 18 B. Constant 03 (Km 490) 14

Rio Amazonas: Coari 54 (Km 500) 03

Amatari 30 Rio Negro: Vila Moderna 18

Autazes 28 Acajatuba 29 Rio Madeira:

Maueés 32 Moura 32 Manicoré 140
Barcelos 02 Novo Aripuana 19

£A)



Tabela S2. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para 552 individuos de E. oleifera representadas por 19
populactes distribuidas em seis regides geogréficas da Floresta Amazoénica Brasileira. Andlise realizada pelo Programa
Genes (CRUZ, 2013).

FV GL SQ QM cV PV P
Regides 5 82628,00 16525,60 124,27 23,61 o
Subamostra/Regi&o 13 21855,95 1681,22 105,88 20,11 o
Subamostra 533 157848,08 296,15 296,15 56,26 o
Total 551 262332,05 476,10 526,30 100

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. FV: Fonte de Variacdo, GL: Grau de Liberdade, SQ: Soma dos
Quadrados, QM: Quadrados Médios, CV: Coeficiente de Variacao, PV: Porcentagem da Variacao, P: Probabilidade.
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Figura S1. Distribuicdo de frequéncia das estimativas de distancia genética,
utilizando o coeficiente de dissimilaridade de Jaccard, obtidas entre os pares de
552 individuos de E. oleifera. Andlise realizada através do Programa Darwin
v5.5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).
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Andlise de Coordenadas Principais (PCoA)
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Figura S2. Dispersdo Gréafica de 552 individuos de E. oleifera obtida pelo
método de Analise das Coordenadas Principais (PCoA), utilizando o coeficiente
de dissimilaridade de Jaccard. Andlise realizada através do Programa Darwin
v5.5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).
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Figura S3. Dendrograma gerado pelo método UPGMA com base no indice
de dissimilaridade de Jaccard para os 552 individuos de E. oleifera que
compde 0 BAG da Embrapa. Analise realizada através do Programa Darwin
v5.5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).



