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RESUMO

O acaizeiro (Euterpe precatoria) representa o produto florestal ndo madeireiro mais
coletado no Brasil. Possui um grande potencial econdémico e seus frutos séo exportados
para diversos paises, por ser uma bebida energética, com propriedades
antienvelhecimento e compostos bioativos. O estado do Acre apresenta a quarta maior
producdo do Brasil, com destaque para 0 municipio de Feijo. A sua exploracdo é baseada
no extrativismo, e o conhecimento da variabilidade genética pode ser uma ferramenta
para a identificacdo de matrizes para conservacao in situ e para a producdo de mudas no
manejo. O trabalho teve como objetivo aplicar informacdes de parametros genéticos de
estruturacdo genética espacial para selecdo de matrizes em uma populacédo de agai solteiro
(E. precatoria) com 72 individuos localizado no municipio de Feijo/AC, Brasil. Foram
utilizados oito marcadores microssatélites. Um total de 29 alelos foram identificados.
Foram observados valores reduzidos de heterozigosidade esperada (He = 0,33) e
observada (Ho = 0,29). A baixa diversidade pode estar relacionada ao uso de locos
heter6logos, ou devido a intensa exploracdo do local de coleta. Foi detectada endogamia
(F = 0,120). A colecéo nuclear foi composta por 13 plantas que representam 100% dos
alelos da populacéo. Esses individuos identificados servem como genotipos de referéncia
para a regido, e sugerem-se que seus frutos sejam parcialmente preservados a cada ciclo
reprodutivo para favorecer a manutencdo da variabilidade genética no local. Associando
parametros de produtividade e diversidade genética é possivel gerar subsidios para a
orientacdo das matrizes em novos plantios e cole¢des com garantia da identidade genética.
O monitoramento da diversidade genética € importante para orientar as melhores préaticas
de manejo da espécie. Conclui-se que a aplicacdo de parametros de estruturacdo genética
espacial associada a andlise de cole¢do nuclear foi eficiente para orientar a identificacdo
de matrizes de diversidade na populacdo avaliada.

Palavras-chave: Conservacdo, Euterpe precatoria, locos heterélogos, Marcador SSR,
Polimorfismo.



ABSTRACT

The acai tree (Euterpe precatoria) represents the most collected non-timber forest product
in Brazil. It has a great economic potential and its fruits are exported to several countries,
as it is an energy drink, with anti-aging properties and bioactive compounds. The state of
Acre has the fourth largest production in Brazil, with an emphasis on the municipality of
Feijo. Its exploration is based on extractivism, and the knowledge of genetic variability
can be a tool for the identification of matrices for in situ conservation and for the
production of seedlings in management. The aim of this work was to apply information
from genetic parameters of genetic spatial structuring for selection of matrices in a single
acai population (E. precatoria) with 72 residents located in the municipality of Feij6 / AC,
Brazil. Eight microsatellite markers were used. A total of 29 alleles were identified.
Reduced values of expected (He = 0.33) and observed (Ho = 0.29). The low diversity may
be related to the use of heterologous loci, or due to the intense exploitation of local
collection. Inbreeding was detected (F = 0.120). The nuclear collection consisted of 13
plants representing 100% of the population's alleles. These visitors seek to serve as
reference genotypes for the region, and whether their fruits are partially preserved in each
reproductive cycle to favor the maintenance of genetic variability in the area. By
associating productivity parameters and genetic diversity, it is possible to generate
subsidies for the orientation of the matrices in new plantations and collections with
guaranteed genetic identity. Monitoring genetic diversity is important to guide the best
management practices for the species. It is concluded that the application of genetic
structuring parameters associated with nuclear collection analysis was efficient to guide
the identification of diversity matrices in the evaluated population.

Keywords: Conservation, Euterpe precatoria, heterologous loci, SSR marker,
Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O acai solteiro (Euterpe precatoria Mart.) pertence a familia Arecaceae e é uma
das sete espécies do género Euterpe (HENDERSON, 2000). E considerado o produto
florestal ndo madeireiro (PFNM) mais coletado do Brasil e altamente produtivo, quando
comparado a outros PFNMs (IBGE, 2018). Esta espécie conta com um grande potencial
agrondmico, tecnoldgico, econémico e nutricional, principalmente devido ao uso de seus
frutos na preparacdo de bebidas de acai que sdo exportadas para diversos paises como
uma bebida energética.

Além disso, possui diversas propriedades antienvelhecimento e a presenca de
compostos bioativos (YAMAGUCHI et al., 2015; FERNANDES, 2016) e, ainda,
considerado uma importante fonte de fibras, minerais, proteinas, vitaminas e acidos
graxos (BOREIRA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2019).

A Amazoénia brasileira é atualmente o maior fornecedor de agai no mercado
nacional e internacional (RAMOS et al., 2018; 2021). Nos Estados do Amazonas, Acre e
Rondbnia, a producéo € baseada no extrativismo, sendo a fonte de subsisténcia de varias
familias de seringueiros, extrativistas, ribeirinhos e indigenas (BOREIRA et al., 2019). O
Estado do Acre ocupa o quarto lugar na producdo de acai do Brasil, com uma alta
producdo em toneladas, representando uma importante fonte de economia para o Brasil
(IBGE, 2018), uma vez que a tonelada do acai € comercializada no valor de mais de mil
reais (SOUZA; SOUZA, 2018).

No Estado do Acre, o municipio de Feijo é referéncia pela alta producdo do
produto, além da qualidade da polpa extraida (MACIEL et al., 2014).

Estudos de diversidade genética em populagdes naturais de E. precatoria sdo
essenciais para determinar as melhores estratégias de exploracao extrativista, evitando a
perda de diversidade e, consequentemente, a reducao da produtividade nessas populagdes
naturais (AZEVEDO, 2019b). Além disso, o conhecimento sobre como 0s genes serdo
combinados na geragdo seguinte permitem estabelecer estratégias para a sele¢do de
gendtipos superiores e explorar a variabilidade genética para uso futuro (ALVEZ et al.,
2003).
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O melhoramento genético pode contribuir para 0 aumento da produtividade de
frutos, resisténcia da planta a doengas e estresses ambientais, utilizando plantas matrizes
selecionadas com base em caracteres agrondmicos de interesse e na diversidade
molecular (OLIVEIRA et al., 2006).

Uma forma de avaliar a diversidade ¢ pela utilizacdo de genotipagem molecular a
partir do uso de marcadores. Dentre os marcadores moleculares disponiveis para estudos
genéticos em plantas, os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) séo
sequéncias curtas de DNA repetidas in tandem, apresentando-se como ideais para estudos
da variabilidade em populac6es naturais por possuir elevado polimorfismo, natureza
multialélica e codominante (KALIA et al., 2011; FORTES et al., 2016; HODEL et al.,
2016).

No Estado do Acre, existem popula¢des de referéncia do ponto de vista produtivo,
da espécie E. precatoria, ainda pouco conhecidas pela genética molecular (AZEVEDO,
2019b). Portanto, estudos que auxiliem estratégias de manejo e de conservacdo sdo

extremamente Uteis para a caracterizacdo e o0 uso adequado do recurso genético.

Estudos sobre a estrutura genética em uma populacéo, trazem informac6es sobre
a distribuicdo da variabilidade genética, que € ocasionada por diversos fatores como

variaveis ecologicas, reprodutivas, forcas evolutivas e deriva genética (CORREA, 2014).

Ha informacgdes de parametros de estruturacdo genética espacial de estudos
prévios, que norteiam a coleta de palmeiras com base no coeficiente de coancestria, que
define uma distancia minima de coletas, aumentando a probabilidade de encontrar
matrizes de referéncias em diversidade genética (AZEVEDO, 2019b).

O presente trabalho teve como proposta associar ferramentas de diversidade
molecular para auxiliar o manejo florestal sustentavel, a partir da identificacdo de
matrizes de referéncias de variabilidade. A quantificacdo da diversidade e da endogamia
na populacdo podera ajudar a determinar as medidas necessarias para a conservagao in
situ e ex situ, definindo estratégias de coleta de frutos e sementes, com vista a manter a

variabilidade genética e evitar a erosdo genética na populacéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Euterpe

A espécie E. precatoria, pertence a familia Aracaceae (HENDERSO, 2000). O
género Euterpe possui 28 espécies, destas, apenas trés espécies tém interesse econémico:
Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe precatoria, sendo que E. edulis é usada para
a comercializacao do palmito e as demais para a venda de seus frutos (KANG et al., 2012;
YAMAGUCHIA et al., 2015).

A principal diferenca entre E. precatoria e E. oleracea é que a primeira possui
haste Gnica, enquanto E. oleracea possui haste multipla (RAMOS et al., 2019), como se

verifica na Figura 1.
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Fonte: Embrapa

Fonte: www.ufrgs.br/fitoecologia/florars

Fonte: www.palmeirasdovale.com.br

Figura 1. Trés espécies de palmeiras do género Euterpe, de valor econdémico. A:
E. precatoria. B: E. edulis. C: E. oleracea.

No Brasil a espécie E. precatoria é conhecida popularmente como acai-solteiro

(YUYAMA et al., 2011). A espécie E. oleracea é conhecida popularmente como acai ou
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acaizeiro, e a grande producdo de frutos dessa palmeira esta relacionada ao seu
perfilhamento (COELHO, 2010).

2.2 Distribuicao geografica
As espécies sdo amplamente distribuidas pela América.

A espécie E. precatoria é distribuida na América Central e na Américado Sul e é
encontrada principalmente na Amazonia ocidental, ja a espécie E. oleracea é encontrada
na regido leste da Amazonia (KANG et al., 2012; YAMAGUCHIA et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2018; LOPES et al., 2018), enquanto a E. edulis é nativa da Mata
Atlantica (MARTINOT etal., 2017). E. precatoria é encontrada na Colémbia, na Bolivia
e no Brasil, sendo que no Brasil sua distribuicdo se da nos estados do Acre, Amazonas,
Rondénia, Mato Grosso, Para e Maranhdo (COCHEV et al., 2019). Portanto, é uma
palmeira nativa da floresta amazonica (MARANGONI-JUNIOR et al, 2020; ISAZA et
al., 2017).

E. precatoria € encontrada tanto em florestas de terra firme quanto em areas de
baixio (YAWANAWA et al., 2019; AZEVEDO, 2019b), sua distribuicio geografica
depende de variacGes sazonais dos niveis da agua ao longo do ano (RAMOS et al., 2018),
crescendo em pomares de grandes densidades préximos a rios ou de areas inundadas,
preferencialmente em florestas riparias (LOPES et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018;
ISAZA et al., 2017).

Essa palmeira tem preferéncia por regides onde as chuvas variam de 2000 a 2700

mm por ano e com temperaturas de aproximadamente 28° C (LOPES et al., 2018).

2.3 Descricédo botanica e Biologia reprodutiva

E. precatoria € uma espécie unicaule (YUYAMA et al., 2011; KANG et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2018; ISAZA et al., 2017; RAMOS et al., 2019). Desenvolve troncos
subterraneos, quando jovem (HEDERSON 2002), e sua altura média é de 20 metros, com
um caule ereto (HENDERSON, 1995).
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As palmeiras tém seu crescimento lento, exigindo uma alta umidade. Na fase de
mudas necessitam de pouca quantidade de luz, adaptando-se melhor em locais
sombreados (RAMOS et al., 2018). A germinagdo das sementes tem as melhores taxas
em temperaturas entre 20° C a 25° C e com umidade relativa do ar entre 69% a 95%
(COSTA et al., 2018).

A taxa de sobrevivéncia de mudas € de aproximadamente 20%, devido ao fato de

permanecerem um periodo longo sem haste (ISAZA et al., 2017).

A espécie possui seus frutos globosos medindo 0,9 a 1,3 centimetros de diametro
como mostra a Figura 2. Tém o mesocarpo suculento com uma semente por fruto e
endosperma solido e homogéneo (HENDERSON 1995). Seus frutos tém cor verde que
evolui a cor preta quando estdo maduros, pesando cerca de um grama (SCHULZ et al.,
2016). A coloracdo de seus frutos maduros se deve a um pigmento conhecido como
antocianina (YAMAGUCHIA et al., 2015).

Fonte: Carolinne Maia Melo

Figura 2. Frutos de E. precatoria maduros.

Seus cachos se encontram na altura de aproximadamente 15 metros do solo até a
palmeira (MARTINOT et al., 2017), a Figura 3 mostra os cachos em relacdo as folhas
da palmeira. A coleta de seus frutos pode ser feita pela escalada na palmeira, o que requer
equipamentos e treinamento por parte dos produtores, ou pela derrubada da palmeira, o
que ndo é recomendavel uma vez que, apés a sua derrubada, ndo ocorre a regeneracao,
reduzindo a quantidade de individuos adultos e causando impactos ecologicos (ISAZA et
al., 2017).
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Fonte: Carolinne Maia Melo

Figura 3. Palmeira E. precatoria.

Suas folhas séo pinadas, planas, estreitas e péndulas e a bainha foliar proeminente
(HENDERSON, 1995).

E uma espécie protandrica, ou seja, as flores masculinas fornecem o pélen antes
que a flores femininas sejam receptivas. As flores masculinas florescem por um tempo de
17 dias; logo apo6s, a palmeira fica um tempo de 6 dias sem nenhuma flor masculina
aberta, em seguida as flores femininas se abrem com duracéo de florescimento por 3 dias
(RAMOS et al., 2018).

Por isso a forma de reproducédo da espécie € cruzada, sendo uma espécie alégama;
porém alguns estudos indicam que a espécie é auto compativel, podendo até mesmo se
autofecundar (LIMA, 2014; RAMOS et al., 2019).

As flores masculinas sdo maiores do que as femininas, medindo 4,5 x 2,7 mm e
3,2 X 2,6 mm, respectivamente. Os individuos adultos produzem de 1 a 4 inflorescéncias
com os dois sexos por floracdo, sendo uma espécie monoica, ou seja, cada individuo
apresenta 6rgao sexual dos dois sexos, diferente de espécies didicas que possuem 0S SEX0s
separados em diferentes individuos (YAMAGUCHIA et al., 2015).

Suas sementes dependem de mecanismos de dispersdo, como a agua e animais,

para uma maior distribui¢do geogréfica. Roedores realizam dispersdo em distancias curtas
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e aves, a exemplo tucanos, jacus, arapongas e sabias, fazem uma dispersdo mais longa
(RAMOS et al., 2018).

2.4 Importancia econdmica, produtiva e plantio de agaizeiros
2.4.1 Economia do acai

O acai é exportado para diversos paises, dentre eles se destacam os Estados Unidos
que importam cerca de 66%, seguidos da Australia, Japdo e paises da Unido Europeia
(CONAB, 2020). E conhecido como uma bebida energética com diversos beneficios a
salde, sendo utilizado tanto na industria alimenticia como na industria de cosméticos e
em farmacéuticos (YAMAGUCHIA et al., 2015).

Tornou-se o PFNMs mais coletado de forma extrativista no Brasil e, no ano de
2013, a producdo do acai ultrapassou a producao da borracha (LOPES et al., 2018). Entre
0s anos de 2010 a 2019, houve um aumento da exportacao do acai, devido ao aumento do
consumo, pelo fato de a fruta ser conhecida em outros paises como uma bebida energética,
saltando de 314 toneladas para 3.500 toneladas. O valor anual de exportacdo aumentou
cerca de R$ 4.819.097,00 para cerca de R$ 49.308.221,00 (CONAB, 2020).

O extrativismo representa cerca de 80% da producdo de acai na Amazonia. Seu
consumo ndo é feito de forma natural, sendo que a fruta precisa passar por um processo
de extracdo e um processo de conservacdo imediata, para que nao perca suas propriedades
medicinais e nutritivas (BOREIRA et al., 2019). Diversos sdo os produtos que podem ser
utilizados da planta, como produtos vermifugos, corantes naturais, artesanatos, na

construcdo de casas, racao animal, polpa de frutos e o palmito (ALMEIDA et al., 2018).

A tonelada do acai € comercializada no valor acima de mil reais. Porém, com mais
estudos e investimentos, o Estado do Acre poderia ter uma maior producdo anual. No ano
de 2012 houve um aumento na producdo de acai, 0 que gerou uma maior renda para o
Estado. O municipio de Feijo é o maior produtor de acai do Estado do Acre, e 0 municipio
de Placido de Castro fica em segundo lugar na producdo (SOUZA; SOUZA, 2018).

Foi criado no ano de 2014 pelo governo acreano o programa PROACAI, com a
intencdo de incentivar produtores na producdo de acai, por meio de colheitas em matas

nativas, domesticacdo e plantacdes. Os locais, escolhidos como prioridade para o
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programa, foram os municipios de Feij0, Tarauaca e a Reserva extrativista Chico Mendes
(RCM) (LOPES et al., 2018). O acai do municipio de Feijo destaca-se devido a sua alta
qualidade, sendo um produto de sabor diferenciado, além da sua importancia
socioeconémica e ecoldgica, uma vez que é fonte de renda para diversas familias, por

conta de sua producdo em sistemas ecoldgicos sustentaveis (MACIEL et al., 2014).

No interior do Acre, em alguns municipios como Feij6, os produtores
comercializam “o balde” de agai, contendo 14 kg dos frutos in natura, com valor que gira
em torno de R$ 19,96 a R$ 32,41. Fora do periodo de colheita esse valor aumenta, entéo,
o “balde” custa entre US$ 31,35 a R$ 41,25, ¢ varia muito dependendo do ano ¢ da
temporada (LOPES et al., 2018). Tanto a espécie E. precatoria como E. oleracea
contribuem para que a Amazonia Brasileira seja atualmente o maior fornecedor de agai

no mercado nacional e internacional (RAMOS et al., 2018).

Algumas comunidades indigenas, como o0s Yawanawa4, utilizam essa espécie tanto
na sua alimentacdo como na confecgédo de artesanatos a partir das sementes, produzem
utensilios como cestos e abanos de palhas, na cobertura de suas casas e fabricacdo de
vestimentas (YAWANAWA et al., 2019).

O acai tem cor parpura intensa, assim tem sido muito utilizado na fabricacéo de
corantes naturais, que se constitui uma boa op¢do para substituir os corantes artificiais
(MARANGONI-JUNIOR et al., 2020). Além da exploracio dos seus frutos, essa espécie
também é empregada para a exploracdo do palmito (COSTA et al., 2018).

2.4.2 Sistemas de plantios de acaizeiros

Devido ao aumento do consumo do agai, tanto no Brasil quanto em diversos
paises, 0 produto parou de ser obtido somente de forma extrativista e passou a ser obtido
tambem pelo plantio, em monocultivos ou em sistemas agroflorestais, sendo realizado o
plantio principalmente no estado do Para (FURLATO et al., 2020), com area plantada de
188 mil hectares (LSPA, 2019).

Sistemas de plantios também estdo sendo realizados no Estado do Acre
(ALMEIDA et al., 2018). Estima-se que a densidade de palmeiras em plantios possa ser

seis a sete vezes maior do que na floresta. As palmeiras de plantio ttm tamanho menor,
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facilitando a coleta dos agricultores, uma vez que palmeiras de acai na mata atingem mais
de 20 metros de comprimento (MARTINOT et al., 2017).

A espécie é altamente promissora para a implantagdo de plantios comerciais
(RAMOS et al., 2018). A sua domesticagdo comeca com a exploracdo de palmeiras,
prossegue com o cultivo de plantas selecionadas na natureza e termina com a fixacéo de
caracteristicas morfologicas e genéticas realizadas por sele¢cdo humana (PICKERSGILL,
2007).

A produtividade do plantio de acai em area de terra firme com adubacédo e
irrigacdo pode ser maior em relacdo ao acai de baixio, pois 0 espaco que € utilizado para
o plantio é otimizado, aumentando a producdo. A ocupacdo do acai em terra firme foi
possivel devido a programas de melhoramento. Alguns programas de melhoramento do
acai apresentam a primeira frutificacdo trés anos apés o plantio (FURLATO et al., 2020).
No entanto, é necessario também investimento em outras operagdes envolvidas na
producdo de acai, como implantacdo, tratos culturais e manutencdo, colheita e transporte,
administracdo, produtividade e vida util da cultura que é de 20 anos (NOGUEIRA et al.,
2013).

A densidade de individuos adultos em florestas do Alto Acre é entre 57 a 60 (areas
de baixio) e 28 a 39 (areas de terra firme), por hectare. Essa densidade de individuos
poderia se tornar mais elevada em programas de plantios (ROCHA, 2002).

No Acre, ha um interesse por parte do governo em expandir a producdo do acai
por meio de sistemas de plantios comerciais, a partir de investimentos, com fornecimento
de mudas, buscando atingir mais de 5 mil hectares de areas plantadas. Contudo, sdo
necessarios mais estudos sobre producdo e qualidade de mudas de E. precatoria
produzidas em viveiro (BUTZKE, 2019).

A palmeira pode também ser cultivada em consorcio com outras espécies, como
a bananeira, que fornece sombra as palmeiras, auxiliando o seu crescimento no primeiro
ano de cultivo (ALMEIDA et al., 2018). A adubacdo com nitrogénio e potassio também

€ uma alternativa que auxilia no crescimento de acaizeiros (BUTZKE, 2019).
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2.5 Marcadores moleculares microssatélites, estudos genéticos para manejo, conservacao

in situ e ex situ e cole¢éo nuclear
2.5.1 Marcadores Microssatélites

A espécie E. precatoria é diploide e tem 36 cromossomos, assim como as duas
outras espécies de valor econdmico E. edulis e E.oleracea. E. precatoria, tem o tamanho
de seus cromossomos maior em relacdo as outras duas espécies, e 0S Cromossomos

também diferem em sua morfologia nessas trés espécies (OLIVEIRA et al., 2016).

Existem varias classes de marcadores moleculares que podem ser usados em
estudos de diversidade genética de plantas. Dentre eles, destacam-se 0s marcadores
microssatélites, também conhecidos como sequéncias simples repetidas (Simple
Sequence Repeats — SSRs). Sdo regides de DNA que consistem em repeti¢cdes em tandem
com unidade que variam de 1 a 10 nucleotideos, sendo encontrados em regides
codificantes e ndo codificantes, distribuidos por todo o genoma nuclear (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Estes marcadores sdo ideais para estudos de variabilidade em
populacdes naturais (FORTES et al., 2016; AZEVEDO, 2019b), pois tém facilidades na
sua utilizacdo, sdo polimorficos e proporcionam potencialidade de pesquisas ap6s a sua
obtencdo, sendo facilmente detectados pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
(KALIA et al., 2011).

Os SSRs sdo os marcadores mais utilizados para a genotipagem de plantas nos
ultimos 20 anos, sendo mais informativo do que outras classes de marcadores moleculares
(VIEIRA et al., 2016). Dentre algumas caracteristicas, destaca-se o fato de serem
multialélicos, contarem com expressdo codominante e exibir padrdo de heranca
mendeliana (FERREIRA; GRATTAPAGLIA 1998; LIMA 2014; VIEIRA et al., 2016).
Estes marcadores também podem ser encontrados no DNA do cloroplasto e mitocéndria
(KALIA et al., 2011). Outra caracteristica desses marcadores é que tém alto nivel de
conservacao das sequéncias dos iniciadores entre espécies do mesmo género (LIMA,
2014; AZEVEDO, 2019b), permitindo a transferibilidade para espécies que ainda n&o
possuem marcadores SSRs desenvolvidos. E uma importante possibilidade, uma vez que

0 desenvolvimento de novos primers requer tempo e um altos investimentos.
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A espécie E. edulis tem 18 marcadores microssatélites que foram desenvolvidos
por Gaiotto et al. (2001). Esses 18 marcadores foram transferidos com sucesso para E.
oleracea e E. precatoria, e aplicados em estudos genéticos (AZEVEDO et al., 2017).

2.5.2 Variabilidade genética

O manejo florestal refere-se ao desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas de
analises quantitativas nas decisdes acerca da localizacdo, da estrutura e da composicéo de
um recurso florestal, possibilitando a producdo de produtos, servigos e beneficios,
podendo ser realizado com base na composicao genética de populacdes (VINSON, 2004).
O uso de marcadores em populacdes naturais de agaizeiros podera auxiliar estratégias de
manejo, visando preservar e manter a variabilidade genética de populacfes intensamente
exploradas, auxiliando o manejo com a conservacdo da espécie. A adocdo do manejo de
acaizeiros, baseada em estudos genéticos, possibilita a manutengdo da estrutura e da
composic¢do de populacBes, enquanto gera beneficios socioecondmicos (SILVA, 2001).

As populages de E. precatoria possuem uma alta densidade e isso contribui para
que se tenha diversidade genética, aumenta a probabilidade de ocorréncia de mutacdes e
a incorporacdo de novos alelos na populacdo, aumentando, consequentemente, a
probabilidade de novas recombinacGes e multiplas paternidades das progénies (LIMA,
2014). Estudos sobre os niveis de variabilidade genética e sua distribuicdo dentro de
populacdes naturais e seu fluxo génico sdo essenciais para estabelecer estratégias em
programas de conservacdo genética (SILVA et al., 2011). Populacdes sob intenso
processo extrativista precisam de monitoramento e estratégias de uso consciente de
recurso genético. A partir de dados moleculares € possivel identificar matrizes em uma
populago natural e identificar a distancia minima entre elas para a coleta (AZEVEDO,
2019b).

Para a espécie E. edulis existem diversos trabalhos relatando uma alta
variabilidade genética em populagdes naturais em diferentes regides do Brasil (COELHO,
2010; OLIVEIRA; 2010; PEREIRA et al., 2018; FERNANDA et al., 2020; MORAIS et
al., 2020). Na Mata Atléantica, foi encontrada uma média de 10,6 alelos por loco
(GAIOTTO, 2001).
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Estudos realizados com locos transferidos de E. edulis para E. precatoria
encontraram valores inferiores de variabilidade genética (RAMOS et al., 2021;
AZEVEDO, 2019b). Locos transferidos para outras espécies acessam com menor
efetividade a variabilidade genética em relacdo aos locos desenvolvidos para a espécie, a
transferéncia é parcial, apesar da conservacdo das sequéncias (LIMA, 2014), quanto

maior o grau de parentesco entre espécies mais eficiente serdo as taxas de transferéncias.

A variabilidade genética pode ser influenciada por diversos fatores, tais como
nivel de preservacdo do ambiente; a fragmentacdo florestal; disperséo e polinizacdo; o
tamanho amostral; o nimero de marcadores utilizados; a utilizacdo de locos
desenvolvidos para a espécie ou locos heterélogos, entre outros (LIMA, 2014;
AZEVEDO, 2019b).

A diversidade genética de palmeiras, em areas de fragmentacdo florestal,
influencia na diminuicdo da variabilidade genética interpopulacional, uma vez que estas
areas possuem menos circulagdo de dispersores e polinizadores; portanto, a maior

diversidade genética atribui-se a diversidade intrapopulacional (GAIOTTO et al., 2001).

2.5.3 Estrutura genética

Analises genéticas em populagbes com individuos adultos permitem ter
conhecimentos sobre o fluxo génico dessa espécie; por meio de analises sobre 0 modelo
de equilibrio de Hardy-Weinberg, pode-se ter conhecimento sobre excesso ou deficiéncia
de heterozigotos, indicando assim se est4 ocorrendo endogamia (SEOANE et al., 2005).

A estrutura genética corresponde a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de populagdes, sendo ocasionada por variaveis ecologicas, reprodutivas, forcas
evolutivas e deriva genética, a fragmentacgdo florestal, a distancia da viabilidade do pélen

pode influenciar na estrutura genética (CORREA, 2014).

Populagdes naturais que ndo sofrem fragmentacdo tendem a manter o equilibrio,
pois todas as forgas evolutivas estdo atuando mutuamente sobre a diversidade genética
(FUTUYMA, 2002). Esta estrutura genética pode inclusive ser observada dentro das
populacdes, no nivel de individuos, sendo conhecida como estrutura genética espacial
(SGS) (RAMOS, 2013).
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As palmeiras dependem de diversos mecanismos para a sua polinizacdo e
dispersdo, individuos situados geograficamente préximos tendem a possuir menor
diversidade genética. A conservacdo da floresta também contribui para que essa
estruturacdo seja baixa. Florestas com bastante fragmentacéo prejudicam a dispersao e a

polinizacéo.

Acaizeiros espacialmente proximos em geral tendem a ter maior grau de
parentesco, ja que sua dispersdo € muito influenciada por roedores, por sementes que
caem e germinam proximas a sua matriz e pela dgua. Porém, podem ocorrer individuos
aparentados até longas distancias, devido a eficiéncia da dispersdo do polen (LIMA,
2014).

Foi detectado um pequeno numero de doadores de polen em populacbes de E.
precatoria com mais de 50 individuos estudados (média de 2,6 doadores de polen), este
namero ¢ influenciado pelo periodo em que as sementes sdo coletadas, podendo ter um

resultado diferente, caso seja realizado em diferentes periodos (LIMA, 2014).

E. precatoria apresenta diferente composicao genética no baixio e terra firme. Ha
maior diversidade em palmeiras situadas a partir de 50 metros de distancia em regido de
baixio e 78 metros de distancia em regido de terra firme, e apresentam distintos pools
génicos na composicao genética em cada regido (AZEVEDO, 2019b). E. edulis possui
elevado fluxo génico (via pélen ou semente) de até 22 km de distancia (GAIOTTO, 2001).

2.5.4 Conservagdo in situ, ex situ e colegéo nuclear

A conservacao in situ consiste em preservar especies na natureza, em seu habitat
natural, j& a conservacgdo ex situ consiste em conservar fora de seu local de origem.
Selecionando matrizes de interesse, a conservagdo de bancos de germoplasma ativo e de
programas de melhoramento genético é recomendada para garantir o uso a longo prazo

da espécie e para 0 aumento da produtividade dos frutos (RAMOS et al., 2021).

A conservacdo in situ geralmente tem sido realizada com base em dados pouco
especificos, como caracteristicas fenotipicas. Essa conservacdo in situ deve ser
desenvolvida com base no conhecimento de padrdes de dispersdo de polen e sementes e
da capacidade de regeneracdo de determinadas espécies, relacionando esses padrfes com

informacdes genéticas da populacdo e com conhecimentos de grau de parentesco para
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identificar quais individuos trocam genes com maior intensidade, estabelecendo maneiras

mais precisas de conservacdo (GAIOTTO, 2001).

ColecOes nucleares sdo de grande importancia, pois refletem a diversidade
genética de toda uma colecéo principal, sendo utilizadas para conservar e avaliar recursos
genéticos com mais eficiéncia (DIEZ et al., 2012). Estudos sobre cole¢io nuclear indicam
matrizes para cruzamento com possibilidade de gerar descendentes com maior
desempenho morfolégico para frutos e alta diversidade genética para programas de
melhoramento genético (MORAES et al., 2020).

Para a formacdo de um banco de germoplasma, € importante ter conhecimento
sobre a diversidade genética da espécie, entre e dentre populagdes e como é transmitido
0 germoplasma ao longo das geracfes. Com isso, é possivel estabelecer estratégias de
coleta, conservacdo e manejo de germoplasmas mais eficientes (LIMA, 2014). O
conhecimento do parentesco entre plantas de populacgdes naturais tem grande importancia
para a coleta de material a ser conservado ex situ; com esse conhecimento, podem ser
coletados individuos com menor grau de parentesco, aumentando a variabilidade genética

do material armazenado em bancos de germoplasma (GAIOTTO, 2001).

Esses bancos sdo unidades conservadoras de material genético de uso imediato ou
com potencial para uso futuro, sua criagdo tem por finalidade manejar a variabilidade
genética, para utilizacdo em pesquisas, por exemplo, o melhoramento genético (VEIGA,
2008).

Para a espécie E. precatdria, existem estudos sobre estratégias de conservagao in
situ e ex situ no Estado do Amazonas (LIMA, 2014; RAMOS et al., 2018; RAMOS et al.,
2019; RAMOS et al., 2021) e no Estado do Acre (AZEVEDO, 2019). J4 para as espécies
E. edulis e E. oleracea, existem muitos estudos definindo estratégias de conservacgéo, bem
como colecédo nuclear (GAIOTTO, 2001; OLIVEIRA etal., 2017; MORAES et al., 2020;
SANTOS, et al., 2020).

Como a semente do acai é recalcitrante, a conservacdo ex situ tem sido feita em
colecdes vivas no campo, por diversas instituices de pesquisa, com base em suas
caracteristicas morfoagrondmicas, varios descritores séo importantes para a producdo de
frutos de acai. O Estado do Pard tem um banco de germoplasma da espécie E. oleracea.

Este banco possui plantas oriundas do Estado do Para, Amapa e Maranhdo, e a maioria
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delas ja estad na fase reprodutiva (OLIVEIRA et al., 2006). Estudos sobre manuseio em
banco de germoplasma para a espécie sdo feitos com base em suas caracteristicas
fenotipicas (GALATE, et al., 2012), sendo poucos estudos com a utilizagdo de
marcadores moleculares para banco de germoplasma neste género (RAMOS et al., 2019;
SANTOS et al., 2020).

Estudos para estabelecer estratégias de domesticacdo, conservacao e gestdo de
suas populagdes naturais com o apoio da comunidade ribeirinha e produtores rurais
contribuiriam para estimular a implantacdo de areas de monocultura para a espécie com
grande qualidade genética, por meio de pesquisas nas areas de gestdo e conservacgdo in
situ e ex situ (RAMOS et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Aplicar informacdes de parametros genéticos de estruturacdo genética espacial para
a conservacao e 0 manejo em uma populacdo nativa de acai solteiro (E. precatoria),
situada em uma regido de baixio, localizada no municipio de Feijo, Estado do Acre,

Brasil, visando a selecdo de matrizes.

3.2 Especificos

v Aplicar parametros de estruturacdo genética espacial em uma populacdo para
verificar os niveis de diversidade genética;

v" Selecionar individuos a partir de parametros de genética molecular para indicacéo
de matrizes de diversidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal, Area de estudo e amostragem

Foram analisadas 72 palmeiras adultas de E. precatoria localizadas na col6nia
Areal, ramal Maravilha, km 06 — Seringal Benfica, Projeto de assentamento Benfica, no
municipio de Feijo, Estado do Acre, Brasil, conforme as Figuras 4 e 5. De acordo com
produtores locais, as plantas tém alta produtividade de frutos e podem ser escaladas para
coleta. Essas informagdes foram consideradas, pois se trata de um critério importante para

a producdo de matrizes (MORAES et al., 2020).

Area desmatada
Hl Floresta Aluvial Aberta de Bambu
B Floresta Aberta de Palmeiras com Bambu

— Rio Envira ---- Rede hidrografica

B Brasil BR-364
B Estado do Acre Ramal
[ Municipios do Acre ® vk
B Municipio de Feijé Cldaderde Fetjo
[ Projeto de Assentamento Envira I e IT
[ Cidade de Feijé [ Area de estudo

Metros W 144 W 188 WM 233 [0 278

355000.06

Sistema de Coordenadas 345000.06 350000.0E

WGS 84 Zona 19 S - UTM

Figura 4. Localizacdo geogréafica da populacdo de acaizeiros do Seringal Benfica. Em
vermelho é o local onde foram feitas as coletas.

Fonte: Embrapa

As palmeiras se encontram em uma regido de baixio e, assim, entre 0s meses de

outubro a marco algumas palmeiras ficam parcialmente inundadas.
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Fonte: Embrapa

Figura 5. Localizacdo das 72 palmeiras coletadas de E. precatoria na colonia Areal,
Seringal Benfica, no Municipio de Feijd, Estado do Acre, Brasil. As palmeiras estéo
representadas no mapa por bolas brancas e as casas estdo representadas por triangulos
amarelos.

As palmeiras foram amostradas, georreferenciadas (GPS 76CXS, Garmin) e
identificadas com plaquetas e fita de isolamento (Figura 6). As coletas foram realizadas
no més de outubro e no més de dezembro de 2019. A selecdo dos individuos foi feita com
base na distancia minima a partir de 50 metros para reduzir a probabilidade de parentesco
entre as palmeiras (AZEVEDO, 2019b).
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Fonte: Carolinne Maia Melo

Figura 6. Identificacdo dos acaizeiros selecionados com base na distancia de
aproximadamente 50 m, com placas de aluminio numeradas de 1 a 72 e fita para facilitar
a sua visualizacéo.

As amostras de tecido foliar foram coletadas por meio de escalada da palmeira.
Folhas mais jovens foram utilizadas, pois 0 DNA extraido apresenta maior pureza e
menor concentracdo de compostos fendlicos (MITTON et al., 1979; AZEVEDO et al.,
2019). Posteriormente, o material vegetal foi acondicionado em sacos de papel contendo
silica em gel e transportado para o Laboratorio de Morfogénese e Biologia Molecular,
localizado na Embrapa Acre, Rio Branco, Acre. O material foi acondicionado em silica

até o momento da extracdo de DNA.

4.2 Extracdo do DNA

O DNA gendmico total foi extraido de acordo com AZEVEDO et al. (2019),
utilizando 60 mg de tecido foliar por amostra. Foi utilizada a metodologia de
armazenamento em silica gel com maceracao em TissueLyser®. O DNA foi quantificado
em gel de agarose (1%), utilizando o DNA fago A como padrao e o gel red (Fermentas®)

como intercalante do DNA para a visualizagdo em foto documentador por luz UV.

4.3 PCR e genotipagem

As reacOes foram preparadas com 20 ng de DNA gendmico, 1X de tampéo (10
mM Tris-HCI, 50 mM KCI), 0,25 mM de cada dNTP, 0,25 mg/mL de BSA (Albumina
Sérica Bovina), 2,0 mM de MgClz, 0,2 uM de cada iniciador, 1,5 U de Taqg DNA
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polimerase e dgua ultrapura estéril, com volume final de 13 pL. Foram utilizados nove
locos SSRs (EEQ2, EEO08, EE32, EE41, EE45, EE47, EE52, EE54 e EE59) como mostra
a Tabela 1, que foram transferidos de E. edulis para E. precatoria (AZEVEDO et al.,
2017).

Tabela 1. Descri¢do dos nove microssatélites utilizados, com sua sequéncia forward e

reverser e o tamanho dos fragmentos em pares de bases.

Loco Sequéncia de primer Tamanho dos fragmentos (pb)
(GAIOTTO et al., 2001)
EE2 F:CCAAQgACgCAATCTCAA 82-110
R: AgCgAggCAgAACACQTA
EE8 F:gTATTCCAATgTgCTCACAg 110-132
R: gTgCAgTAggCTTCTAgTACC
EE32 F:CCgCCTggTgAgQCCTCT 204-234
R: CAgTgCACCAAQIAACTCCAT
EE41 F:CCTTgCAgTTTATggCTACY 170-190
R: CCATTgAgAgggAATgAggT
EE45 F: AAAGAAATTggCgTgACATC 70-154
R: AACCAQTCTTCTCCCTCTCg
EE47 F:CgAAATCAATQYTTTCAgTg 214-246
R: AATTATTgTTgTgggCAgC
EE52 F: TTCTgTggAgAgTCAATCATC 230-260
R: AATCTgACAAQgCCTCAAC
EE54 F:CATgTATCTAAggAACAAQY 140-160
R: CTgTgCTCTCTCATTCTCA
EE59 F: AACCTCTCTTTggCCTA 84-128

R: CTTggCATACTggAACC

*pb: pares de base.

As amplificagOes foram realizadas em termociclador (Analitik Jena), de acordo
com as seguintes etapas de amplificacdo: 94 °C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94
°C por 1 minuto, temperatura de anelamento definida para cada iniciador por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, seguida de uma fase final de extensdo a 72°C por 5 minutos. A
temperatura de anelamento para cada iniciador foi definida, com um teste realizado

previamente em um gradiente de temperatura, utilizando o mesmo protocolo com uma
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modificacdo na temperatura de anelamento, 12 temperaturas de anelamento distintas

foram testadas, essas temperaturas variaram de 45°C a 60 °C.

Para a avaliacdo do produto da PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose (3%), corado com gel red (Fermentas®). A genotipagem foi feita com
nove locos SSRs (EEO02, EE08, EE32, EE41, EE45, EEA7, EES2, EE54 e EES9), que
foram transferidos de E. edulis para E. precatoria (AZEVEDO et al., 2017). Apés a
amplificacdo, os fragmentos de DNA foram separados em gel desnaturante de
poliacrilamida (5%), corado com nitrato prata (CRESTE et al., 2001). A interpretacéo dos
fragmentos amplificados foi realizada por meio de compara¢do com marcador de peso

molecular padréo (10pb e 50 pb ladder — Life Technologies).

4.4 Analises de diversidade genética

A diversidade genética foi estimada para cada loco e na populacdo. Os seguintes
parametros foram analisados: nimero total de alelos (K), nimero médio de alelos por loco
(A), heterozigosidade esperada (He) e heterozigosidade observada (Ho) usando o software
GDA1.1 (Genetic Data Analysis) (LEWIS; ZAYKIN, 2001) e com o auxilio do software
TFPGA versdo 1.3 (MILLER, 1997), para verificar o contetdo de polimorfismo (PIC)

para cada loco e a média de todos os locos.

A significancia estatistica dos valores foi avaliada por 10.000 reamostragens. Para
determinar a colecdo nuclear, foi utilizado o software CoreFinder 1.0 com o numero 99
de interagbes (POLICRITI; SGARRO, 2011).

4.5 Analises de estrutura genética

A distribuicdo da variabilidade genética dentro da populacdo foi caracterizada
pelas estatisticas F de Wright, segundo a metodologia de Weir e Cockerham (1984),
utilizando o software GDA. A significancia estatistica para essas estimativas foi obtida
pelo intervalo de confianca a 99% de probabilidade calculada por meio de 10.000

reamostragens.

A matriz de distancia genética Rogers (1972) modificada, foi obtida pelo
programa TFPGA, foi utilizada para verificar a relacdo entre 0s acessos por meio de

analises de Coordenadas Principais (PCoA), no software Darwin versdao 5.0.158
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(PERRIER; JACQUEMOUND-COLLET, 2006). Nesse mesmo software, foi realizada a
andlise de cluster, valendo-se do método de Neighbor-Joining (NJ).

A relagdo entre os individuos foi verificada pela anélise de agrupamento,
empregando o método Neighbor-Joining (NJ) no software MEGAX (KUMAR et al.,
2018) e usando a matriz da distancia modificada de Roger que foi obtida do software
TFPGA (MILLER, 1997).

4.6 Critérios para selecdo de matrizes.

A escolha das palmeiras foi feita com base na alta produtividade de frutos de cada
individuo, informada por moradores locais e considerada em campo. Outro critério
acatado foi o formato do estipe seguro para a escalada. Nem todas as palmeiras tém o
estipe reto, que seria a forma segura para a coleta das folhas (LOPES et al., 2018). As
folhas mais jovens e mais conservadas, na maioria das vezes, eram escolhidas para o
estudo, pois 0 DNA extraido tem maior pureza (MITTON et al., 1979; AZEVEDO et al.,
2019), algumas folhas mais envelhecidas foram selecionas, pois em algumas palmeiras

ndo era possivel alcancar as mais jovens.

Os parametros genéticos de estruturacao genética espacial foram considerados de
acordo com Azévedo (2019). O autor analisou uma regido de baixio também localizada
no municipio de Feijé, e o coeficiente de coancestria estimado indicou 50 metros de
distancia para a coleta. Com essa distancia minima, diminuem-se chances de coleta de
individuos aparentados, o que aumenta a probabilidade de encontrar matrizes de

referéncia em diversidade genética.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo do DNA

O DNA extraido apresentou oxidacdo em algumas amostras; porém ndo interferiu
no processo de amplificacdo. A coloragdo escura esté relacionada a ligacdo covalente de
polifendis oxidados ao DNA (AZEVEDO et al., 2019; PETERSON et al., 1997),
decorrente do armazenamento em silica gel. Além disso, algumas folhas maduras foram
utilizadas, pois os individuos tém uma grande altura e nem sempre foi possivel obter

folhas jovens, j& que estas folhas ficam no apice da palmeira.

Foram observadas concentragdes entre 200 ng/pL a 500 ng/pL de DNA (Figura

7). Em alguns individuos foram estimadas concentracdes superiores a 500 ng/pLL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

100 ng 2 Ong 300 ng

-—— -
—

.
—
TLETT LU L L et

DNA L

Fonte: Carolinne Maia Melo

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose do DNA de E. precatoria quantificado com o
DNA fago A como padrdo. Coluna: 1-11: 2 pL de DNA de individuos diferentes (53, 60,
61, 63, 66, 67, 68, 69, 70, 71 e 72 respectivamente); Coluna: 12-14: DNA fago A padrao
(100 ng, 200 ng, 300 ng, respectivamente).

5.2 Diversidade genética

Dos nove locos microssatélites utilizados, oito amplificaram na temperatura de
anelamento especifica de 58,5 °C, e um loco EE47 amplificou na temperatura de 52°C. a
Figura 8 mostra a amplificagdo de quatro locos microssatélites diferentes utilizados no

estudo.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose (3%) de perfil de quatro microssatélites (EES;
EE41; EE52 e EE59) amplificados em E. precatoria. Coluna M: marcador 1 Kb

(Fermentas®); Colunas 1-10: individuos da populacédo de Benfica Feijo-AC.

Oito locos foram polimérficos e apenas um loco foi monomorfico (EE47). O
tamanho dos locos microssatélites variaram de 87 a 215 pares de base (pb), sendo que o

loco EE2 foi 0 menor com 87 a 92 pb e o loco EE32 foi 0 maior com 195 a 215 pb.

Vale ressaltar que alguns alelos encontrados diferem do tamanho daqueles
encontrados por Azévedo et al. (2017) e por Gaiotto (2001). Estes resultados podem estar
relacionados também a quantidade de alelos por loco que foi diferente e por serem
populagdes situadas em regides diferentes, sendo alelos privados para esta populagéo. A

Figura 9 mostra o perfil do loco 45 em gel desnaturante de poliacrilamida (5%).
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Figura 9. Perfil do loco EE45 em gel de poliacrilamida (5%). Coluna 1-18: Individuos
da populacéo de Benfica Feijo-Acre; Coluna M: marcador (50-pb “ladder” Life

Technologies).

Ao todo foram observados 29 alelos, com dois a cinco alelos por loco (Tabela 2),
com média de 3,6 alelos por loco. Resultado semelhante de 4,3 alelos por loco foi
encontrado por Azévedo (2019) em uma regido de baixio, no municipio de Feijo (Acre,
Brasil), onde o extrativismo ndo é intensamente explorado. A presente populacéo
estudada tem uma alta exploracédo, pois os moradores utilizam os frutos como fonte de
renda todos 0s anos e para consumo proprio. Assim, a diversidade alélica, aparentemente,

apresenta-se conservada mesmo com a agdo extrativista.

Tabela 2. Caracteristicas dos oito microssatélites avaliados em uma populacdo de E.
precatoria localizados em floresta de baixio no ramal Benfica, municipio de Feijo, Acre,
Brasil. Nimero total de alelos (K), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), indice de fixacdo (F), contetdo informativo do polimorfismo (PIC) e

poder discriminatorio (D).

Locos K HE Ho F PIC D

EEO02 3 0,04 0,01 0,665 0,04 0,04
EEO8 4 048 0,52 -0,032 0,48 0,63
EE32 2 0,02 0,02 -0,007 0,02 0,04
EE41 5 0,58 0,19 0,671 0,58 0,70
EE45 5 0,70 0,77 —0,111 0,69 0,55
EE52 3 0,06 0,06 —-0,023 0,06 0,12
EE54 5 0,28 0,29 -0,013 0,28 0,47
EE59 2 0,50 0,50 -0,003 0,49 0,62
Média 36 0,33 0,29 0,120 0,33 0,40
Total 29
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As informaces prévias de estruturacdo genética espacial, que guiaram a coleta e
o distanciamento dos individuos, foi adequada para manter os niveis de diversidade
genética Azévedo (2019).

A heterozigosidade esperada (He) variou de 0,02 a 0,70 com uma média de 0,33.
A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,01 a 0,77 com uma media de 0,29. Os
valores de Ho foram menores que He nos locos EE2 e EE41, indicando excesso de
homozigotos para estes locos, as baixas estimativas de He e Ho estéo relacionadas ao
baixo polimorfismo de locos heterélogos, o excesso de individuos homozigotos em uma
populacdo também poderia contribuir para o cruzamento de individuos aparentados,
aumentando os niveis de endogamia na populacdo. Os locos EE08, EE45 e EE59 tiveram
valores médios de Ho acima ou igual a 0,50 indicando maior diversidade genética.

Os locos utilizados sdo heter6logos, ou seja, sdo locos desenvolvidos para uma
espécie e foram transferidos para outra. Eles tém alto nivel de conservacao das sequéncias
dos iniciadores entre espécies do mesmo género (KALIA et al., 2011). No género
Euterpe, locos de E. edulis, ja haviam sido transferidos com sucesso para E. precatoria
(AZEVEDO et al., 2017). Devido a origem do marcador, a diversidade genética da
populacdo pode ter sido subestimada, refletindo nos valores de média de alelos e
heterozigosidades. Locos transferidos para outras espécies acessam com menor
efetividade a variabilidade genética em relacdo aos locos desenvolvidos para a espécie, a

transferéncia é parcial, apesar da conservacdo das sequéncias (LIMA, 2014).

Pinheiro et al. (2017) ao estudar uma populacdo de carnaubas (Copernicia
prunifera) em trés diferentes estagios de desenvolvimento, encontrou uma média de He
maior em palmeiras no estagio juvenil. A média de He para individuos em estagio
reprodutivo foi semelhante ao presente estudo. Todas as palmeiras utilizadas no presente
estudo se encontravam no estadgio de desenvolvimento reprodutivo. Ao longo do
desenvolvimento de agaizeiros algumas espécies ndo alcangcam o estagio reprodutivo,
devido a diversos fatores relacionados a selecdo natural. Isso sugere que a diversidade
poderia ser maior com a utilizacdo de amostras de E. precatoria em estagio de

desenvolvimento juvenil.

A perda de heterozigotos em uma populagéo acelera a homozigosidade, fazendo
que ocorra uma diferenca na conectividade da estrutura genética entre as partes da
populacdo (COELHO, 2010). As matrizes de diversidade genética identificadas devem

ter seus frutos preservados, a fim de que ndo ocorra este processo de homozigosidade da
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presente populacdo estudada. O fluxo génico mantém os niveis de diversidade genética.
A diversidade alélica em uma populacdo pode manter ao longo dos anos, pela polinizacao,
uma maior quantidade de individuos heterozigotos, evitando a endogamia, que poderia

levar a erosdo genética.

O valor médio do indice de fixacéo (F) foi positivo (0,120) como mostra a Tabela
2, 0 que indica presenca de endogamia. Apesar da espécie contar com um sistema de
reproducdo cruzada, alguns estudos relatam que a espécie é autocompativel e tem
cruzamento entre parentes em algumas populagdes (RAMOS et al., 2019). Outros estudos
também encontraram valor de F positivo em E. precatoria (LIMA, 2014) e E. edulis
(COELHO, 2010; RAMOS, 2013; MORAES et al., 2020).

A endogamia também pode ser decorrente da fragmentacdo florestal, visto que, ao
redor do local de coleta, existe abertura para pasto, o que diminui o fluxo génico e, por
conseguinte, aumenta o cruzamento entre individuos geograficamente proximos e
aparentados (CARVALHO, 2015). Outro fator que mantém a diversidade genética sao o0s
polinizadores da espécie. A fragmentacgdo florestal pode causar dificuldade no trafego

desses polinizadores e dispersores.

No presente estudo, foram utilizadas somente palmeiras adultas em estagio
reprodutivo. A endogamia detectada reflete eventos reprodutivos dos ultimos anos,

responsaveis pela formacdo da composicéo genética atual.

O PIC (Contetdo de Informacdo Polimdrfica) variou entre 0,02 (EE32) a 0,69
(EE45) e média de 0,33 segundo a Tabela 2. Marcadores com valores de PIC superiores
a 0,5 sdo considerados altamente informativos, valores entre 0,25 sdo razoavelmente
informativos e valores abaixo de 0,25 sdo levemente informativos (BOTSTEIN et al.,
1980). O valor médio de PIC para todos os locos (0,33) ficou razoavelmente informativa.
De acordo com Weir, (1996) espera-se que o valor de PIC seja similar ao da estimativa
da heterozigosidade esperada (He), fato verificado neste estudo, ambos sdo sinébnimos de
diversidade genética.

Média semelhante (PIC = 0,39) foi encontrada por Azévedo et al. (2017) em uma
populagéo de baixio conservada e sem atividade extrativista, enquanto os agaizeiros deste

estudo estdo situados em uma regido de intensa exploracao.

Estudos genéticos utilizando o PIC podem determinar a probabilidade de um dado

gendtipo de uma progénie, deduzir o genotipo parental para o marcador avaliado
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(BOTSTEIN et al.,, 1980), podendo determinar a probabilidade de um pai ser
heterozigoto, assim como a probabilidade que seus filhos sejam informativos, sendo uma
ferramenta importante para a diversidade genética e paternidade (SOUZA, 2018).

Os resultados desse parametro indicam que a variabilidade genética foi acessada
com marcadores informativos, apesar do menor polimorfismo devido a transferabilidade

entre espécies.

O poder discriminatério variou de 0,04 a 0,70, com media de 0,40 como
informado na Tabela 2. Os locos EE2 e EE32 apresentaram valores baixos (0,04 ambos),
sendo os locos menos informativos. O resultado do poder discriminatério nos oito locos

foi similar ao PIC.

5.3 Colecao nuclear

A colecdo nuclear foi representada por 13 individuos (Figura 10). Os individuos
selecionados (13 palmeiras) representam 100% dos alelos da populacdo, e 18% do total
(72 palmeiras) de individuos avaliados. Para conservar 80% da diversidade genética total,
seriam necessarios apenas 5 individuos, que representam 6,9% da amostragem. A colecédo
nuclear pode apresentar proporc¢des variando de 5% a 20% das sub-amostras e 70% a 90%
da diversidade (ARAUJO et al., 2008).
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Figura 10. Diversidade conservada em relacdo a representatividade dos alelos de cada

individuo incluidos na colecdo nuclear.

A colecdo nuclear podera auxiliar os programas de melhoramento genético na
escolha de materiais para conservacdo, uma vez que estes individuos tém a representacéo
de todos os alelos da populacdo Benfica/AC. A combinacdo entre o melhoramento
genético e a conservacao in situ € uma forma de conservar populacfes naturais de espécies
vegetais muito exploradas, sendo realizada pela manutencdo das populagdes na forma
como se encontram na floresta, para depois iniciar um programa de plantio comercial

articulado com um programa de melhoramento genético (GAIOTTO, 2001).

Os 13 individuos representantes da colecéo nuclear apresentam-se distribuidos de
maneira aleatoria na floresta (Figura 11).
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Figura 11. Localizacdo dos 13 individuos que representam a colecéo nuclear, distribuidos
no Seringal Benfica, no municipio de Feijo/AC, Brasil. Os circulos amarelos representam as

palmeiras com seus cddigos de campos.

Os 13 individuos representantes de todos os alelos desta populacdo devem ter seus
frutos parcialmente coletados, ficando alguns frutos na palmeira para que ocorra
dispersdo no local, ou até mesmo totalmente preservados, pois esses individuos sdo
matrizes de diversidade e referéncia como doadores de pélen para a manutencdo da
variabilidade. A perda desses alelos pode diminuir a variabilidade genética e,
consequentemente, ocasionar uma erosdo genética ao longo dos anos. Por conseguinte,
poderia aumentar a quantidade de individuos homozigotos e a endogamia nesta

populagéo.

Esses mesmos individuos podem ser utilizados em programas de melhoramento
genético, sendo direcionados para bancos de germoplasmas, uma vez que representam
referéncias de diversidade. Com base em suas caracteristicas agronémicas, podem ser

feitos cruzamentos, a fim de avaliar quais sdo os melhores genitores.

Para uma estratégia de manejo eficaz, sdo necessarios estudos geneticos que
quantifiqguem a diversidade, estrutura genética espacial e endogamia nas populagdes. Com
isto, € possivel determinar as medidas necessarias para a conservagdo genética,

informando formas de elevar ao maximo a diversidade genética nas estratégias de coleta
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dos frutos e sementes para conservacdo e programas de melhoramento (LIMA, 2014;
AZEVEDO, 2019). A importancia da conservacdo genética nos planos de manejo deve-
se ao fato de que a capacidade adaptativa das espécies esta relacionada a variacao genética
e a manutencdo dos processos genéticos, que, uma vez respeitados, possam garantir a

sustentabilidade no uso dos recursos florestais (VINSO, 2004).

O manejo florestal deve ser realizado sob uma perspectiva conservacionista, em
que a dinamica populacional, a estrutura genética das populacdes, bem como suas

interacBes com as outras espécies do ambiente sejam preservadas (VINSO, 2004).

5.4 Estrutura genética

A partir da andlise de Neighbor-Joining, verificou-se a formacdo de grupos
(Figura 12). A maior distancia (0,66) foi observada entre os grupos formados pelos
individuos 6 e 33, 6 e 31 e 33 e 55. O individuo 6 se destacou como grupo externo, sendo

um gendtipo bastante divergente.



45

& 3 & o
5 TR s
= 0.050 © &
=
&
@ o
) N *
&
<7 ah
2
< o
& A
&3 a
48 1
4 25
37 13
55 17
28 64
19 69
15 42
8 4
s 52
A 2
A &g
& G
® ]
& <
& o
o st
@
g @
2 =
5 o e
g =

cﬂ{h t_n-‘l":II
8 g3 g8 o

Figura 12. Arvore Neighbor-Joining representando a relacdo dos individuos de E.

precatoria no seringal Benfica, municipio de Feijo, Acre, Brasil.

Individuos redundantes (5 e 72, 50 e 67, 40 e 47, 17, 64 e 69, 3 e 7) foram

detectados como mostra a Figura 13.
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Figura 13. Perfil dos oito locos em gel de poliacrilamida 5%. Individuos com os mesmos alelos em todos os oitos locos analisados na populacéo
de E. precatoria em estudo. Locos: EE2, EE8, EE32, EE41, EE45, EE52, EE54 e EES9, individuos idénticos: 5 e 72,50 e 67, 40 e 47, 17,64 e 69,

3e7.
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N&o se espera a detecgdo de individuos clonais em uma populacdo natural de
espécie alogama por dispersdo via sementes; entretanto alguns estudos indicam que a
espécie pode ser autocompativel (LIMA, 2014; RAMOS et al., 2019), o que poderia ter
refletido em individuos redundantes. Um outro fator que pode ter contribuido é o
cruzamento de individuos aparentados ao longo dos anos, isto é causado devido ao baixo
fluxo génico em florestas fragmentadas, podendo ocasionar o processo de homozigose na

populacgéo, diminuindo a variabilidade genética (COELHO, 2010).

Para efeito de confirmagdo do resultado, uma nova eletroforese foi realizada
(Figura 13) e confirmou a primeira leitura. O uso de locos transferidos limitou o acesso
a divergéncia genética entre individuos préximos. Uma maior quantidade de alelos
distribuidos pelos 72 individuos diminuiria as chances de encontrar individuos
redundantes. O uso de locos heterélogos pode ter influenciado esse dado, assim, por
artificio dos marcadores, a diversidade molecular pode ndo ter sido acessada
eficientemente devido a conservagdo dos locos baseados em transferabilidade. Outro
motivo poderia ser o niumero de locos microssatélites utilizados. O uso de locos adicionais
para esta populacdo poderia refletir uma maior variabilidade genética para estes

individuos que foram redundantes.

A variabilidade genética tem um importante papel para a evolucdo da espécie,
uma vez que a selecdo natural é realizada com base nas diferencas entre individuos de
uma populacdo, permitindo, assim, o sucesso reprodutivo dos mais adaptados ao meio
ambiente. Quanto maior a variabilidade existente na populacdo maiores sdo as chances
de perpetuacdo (GAIOTTO, 2001). A reproducdo entre individuos de baixa variabilidade
genética pode acarretar depressdo por endogamia, sendo essencial a implementacédo de

estratégias de conservacao in situ.
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6. CONCLUSOES

Face ao estudo realizado, conclui-se que oito marcadores foram polimorficos e a

diversidade genética ficou reduzida devido ao uso de locos heter6logos.

Foi verificado endogamia na populagéo, que pode ser explicada pela fragmentacéo
florestal. 13 individuos representam a cole¢do nuclear na populacdo de 72 individuos. A
colecdo detectada pode ser utilizada na elaboracéo de estratégias de manejo e conservagédo

de E. precatoria.

A identificacdo das matrizes de referéncia de diversidade, associada a parametros
genéticos de estruturacdo genética espacial, mostrou-se promissora para orientar o

manejo da espécie.
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