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Resumo:

O acaizeiro € uma espécie amazonica de grande importancia econdmica devido a producdo de palmito e da
extracdo da polpa dos frutos. A grande maioria do acai é nativo, extraido da floresta. Nesse contexto, estudos
de variabilidade genética sdo fundamentais para estimar o impacto da extracdo na diversidade. Porém, nao
existem marcadores especificos para o acai solteiro (Euterpe precatoria). O objetivo do estudo foi avaliar a
transferibilidade de marcadores microssatélites em E. precatoria e analisar a diversidade genética de uma
populacdo natural. O estudo foi realizado com 50 individuos e nove locos desenvolvidos para E. edulis. A
diversidade genética foi estimada pelos parametros: Heterozigosidade Observada (Ho), Esperada (He),
Numero de Alelos (N) e o contetdo de Polimorfismo (PIC). Os valores de (He) variaram de 0,18 (EE59) a 0,69
(EE54), e os de (Ho) variaram de 0,08 (EE32) a 0,58 (EE54). O nimero de alelos variou de 2 a 6 alelos/loco.
Conclui-se que todos os locos microssatélites desenvolvidos para E. edulis foram polimorficos e mostraram-se
eficientes para acessar informagfes genéticas em genomas de E. precatoria.
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Introducéo:

A floresta amazébnica possui uma grande diversidade de espécies vegetais frutiferas, se destacando
entre elas o acaizeiro Euterpe precatoria Mart. conhecida popularmente como acai-solteiro. Apesar de sua
importancia econdmica, e utilizagdo como alimento, pouco se conhece sobre a variabilidade genética da
espécie. O acai solteiro apresenta potencial agronémico, tecnoldgico, econdmico e foi destacada pela
comercializacdo de sua polpa sob a forma de "suco de acai", que apresenta varias qualidades nutricionais
(YUYAMA et al. 2011; YAMAGUCHI et al. 2015).

Tendo em vista, a escassez de dados moleculares e o aumento do destaque da espécie ho mercado
nacional e internacional é notavel a necessidade de estudos para a conservacao da espécie ja que sua extracdo
de frutos retira grande parte das sementes da floresta e por isso, o uso comercial pode causar perda da
diversidade da espécie, podendo resultar em efeitos negativos sobre a estrutura genética das populagdes.

Para a caracterizacdo da diversidade, ha varios marcadores moleculares disponiveis, sendo os mais
utilizados os que usam a técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). O marcador microssatélite
(Single Sequence Repeat — SSR) vem sendo utilizado com sucesso na caracterizacdo da diversidade de
plantas com grande interesse econémico (OLIVEIRA et al. 2010). Devido as suas caracteristicas genéticas sao
marcadores ideais para estudar a variabilidade genética em populacdes de plantas naturais, porque eles sao
altamente polimérficos, alélica e codominantes (KALIA et al. 2011; FORTES et al. 2016).

Para o género Euterpe, os microssatélites foram usados para avaliar a diversidade genética, o
sistema reprodutivo e o fluxo génico em popula¢gdes naturais de E. edulis (Gaiotto et al. 2003; Seoane et al.
2005), e em populagBes naturais e em colecéo de germoplasma de E. oleracea (Souza 2002; Oliveira 2005;
Oliveira et al. 2010). Para E. precatoria, existem registro de Azévedo et al. (2017), de transferibilidade de locos
de microsatélites de E. edullis para E. precatoria.

Portanto, o uso deste marcador em populacdo natural de acgai-solteiro, a fim de conhecer a variabilidade
genética da espécie é de fundamental importancia para gerar estratégias para a conservagdo e manejo da
espécie. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites em E.
precatoria e analisar a diversidade genética de uma populagdo natural.

Metodologia:

O estudo foi realizado em populacdo de acai-solteiro da Terra Indigena Kaxinawa de Nova Olinda, no
municipio de Feij6, estado do Acre. Foram coletados foliolos maduros para a extracdo de DNA, os quais foram
armazenados em microtubos contendo 1,0 mL de tamp&o de transporte (30% de tampao de extracdo CTAB a
2%: 70% Etanol) e encaminhados para o Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular (LabMol) da
Embrapa Acre.

A extracdo de DNA foi realizada em 50 individuos, o DNA gendmico total foi extraido usando o
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987) com modificacdes. O DNA extraido foi quantificado por meio de
eletroforese em gel de agarose (1%).
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As regides de microssatélites foram amplificadas por PCR, utilizando nove locos SSR (EE2; EES;
EE32; EE41; EE45; EE47; EES2; EE54 e EE59 desenvolvidos para E. edulis por Gaiotto et al. (2001) e
otimizados por Azévedo et al. (2017). A reacdo de amplificacéo foi composta de fragmentos de DNA contendo
5 ng de DNA genémico; tampéao 1x; 0,25 mM de cada dNTP; 0,25 mg/mL de BSA (Albumina Sérica Bovina);
2,0 mM MgClz; 0,2 uM de cada iniciador e 1 U de Taq polimerase. Totalizando um volume final de 13 yL. Foram
testadas as temperaturas (45,0 °C, 45,8 °C, 46,8 °C, 48,2 °C, 50,2 °C, 52,1 °C, 53,6 °C, 55,4 °C, 57,3 °C, 58,5
°C, 59,4 °C e 60 °C) para verificar a temperatura especifica de cada loco. Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose (3%) por meio da eletroforese.

ApOs as andlises foram definidas as temperaturas especificas para cada loco. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a PCR que consistiram nas 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 a 72 °C, e uma fase final de extensdo de 72 °C por 5 minutos.

A eletroforese para genotipagem foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante (5%). A coloragéo
do gel foi realizada utilizando-se nitrato de prata, segundo o Creste et al. (2001). A interpretacdo dos
fragmentos amplificados foi realizada visualmente por meio de comparacdo com marcador de peso molecular
padrao.

Foram estimados os seguintes parametros de diversidade genética: Heterozigosidade Observada (Ho),
Heterozigosidade Esperada (He), Niumero de Alelos (N) por Loco e o Conteldo de Polimorfismo (PIC) pelo
programa TFPGA (MILLER 1997). A analise de agrupamento foi realizada usando o método de Neighbor-
Joining (NJ) utilizando o programa Darwin (PERRIER; JACQUEMOUND - COLLET 2006).

Resultados e Discussao:

Foram detectadas diferengas no DNA gendmico extraido dos individuos da populagdo de acai-solteiro.
Houve variacdo na concentragdo obtida entre 10 ng/ul a 350 ng/pl (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo de DNA de 34 amostras de Euterpe precatoria em gel de agarose (1%) com o padréo
lambda. L: DNA de fago lambda (L1:10 ng; L2: 50 ng e L3: 100 ng).

Verificaram-se diferentes temperaturas de anelamento para os locos estudados (Tabela 1). As
temperaturas variaram de 45,8 (EE41) a 57,3 °C (EE45). As temperaturas utilizadas por Oliveira et al. (2010)
foram préximas do presente estudo, os locos EE2; EE8 e EE54 variaram respectivamente nas temperaturas
entre 56°, 52°e 50°C. Em relacdo as temperaturas utilizadas por Gaiotto et al. (2001), a maioria diferiu entre 48°
a 62°C, apresentando temperaturas muito maiores do que as utilizadas no presente estudo.

Tabela 1 — Descrigdo dos microssatélites, temperatura especifica de anelamento, nimero de alelos, contetido
de polimorfismo (PIC), Heterozigozidade esperada (He) e Heterozigozidade observada (Ho)

Loco Temp. Especifica (C°) N°de alelos PIC He Ho

EEO02 55,4 2 0,28 0,28 0,34
EEO8 50,2 5 0,56 0,57 0,16
EE32 55,4 3 0,26 0,21 0,08
EE41 45,8 5 0,66 0,66 0,44
EE45 57,3 6 0,60 0,60 0,36
EE47 45,8 3 0,35 0,35 0,40
EE52 53,6 3 0,46 0,46 0,14
EE54 50,2 5 0,68 0,69 0,58
EE59 50,2 5 0,18 0,18 0,20

Dentre os noves locos microssatélites testados todos detectaram polimorfismo e produziram bandas
definidas (Tabela 1). O sucesso na amplificagdo dos nove locos para os individuos sugere alto nivel de
conservagdo das sequéncias dos iniciadores entre as espécies, como esperado dentro de géneros (KALIA et
al. 2011).

Verificou-se variagdo no nivel de polimorfismo entre os locos. Os valores de PIC variaram de 0,18
(EE59) a 0,69 (EE54) com média de 0,51. De acordo com a classificag&o definida por Botstein et al. (1980), os
marcadores com valores PIC maiores que 0,5 sdo considerados altamente informativos. Em outros trabalhos
realizados com espécies da mesma familia (Arecaceae) foram encontrados valores semelhantes de PIC: Elaes
quineensis: PIC = 0,53 (SINGH et al. 2008).

O numero de alelos variou de dois (EE02) a seis (EE45) alelos por loco (Tabela 1). E importante ter
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conhecimento sobre a dindmica dos alelos em popula¢des naturais pois, isso contribui para saber como os
alelos poderdo ser combinados na préxima geracdo permitindo o estabelecimento de estratégias de selecdo
gendtipos superiores e a manutencdo da variabilidade genética para uso futuro em programas de
melhoramento para definicdo de estratégias de manejo e conservacdo (RODRIGUES 2007).

Os valores de (He) variaram de 0,18 (EE59) a 0,69 (EE54) com média de 0,44. Esse valor foi inferior
aos descritos para E. edullis em outras regiées (He = 0,781, CONTE et al. 2008; He = 0,86 GAIOTTO et al.
2003) e semelhante ou superior aos detectados em estudos realizados com espécies da mesma familia:
Chanaerops himilus L.: He = 0,01 a 0,39 (GIOVINO et al. 2014), Phoenix carariensis: He = 0,27 a 0,62 (SARO
et al. 2015). Tais resultados mostram que os SSR utilizados neste trabalho estéo dentro do padrdo encontrado
para Arecaceae (Tabela 1).

Em relagéo aos valores de heterozigosidade observada, houve variagdo de 0,08 (EE32) a 0,58 (EE54),
com média de 0,30. A diferenga entre as médias He e Ho foi baixa (0,14) indicando presenca de heterozigotos
mostrando que existe variabilidade genética razoavel. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por Conte
et al. (2006), onde o valor médio de Ho também foi menor que o de He (Ho = 0,378; He = 0,403) para E. edulis.

A analise de agrupamento realizada pelo método de Neighbor-Joining constatou a formacdo de dois
grupos, em que o primeiro obteve individuos mais distantes entre si, e 0 segundo grupo teve individuos mais
préximos (Figura 2).

Figura 2. Analise de agrupamento realizada pelo método de Neighbor-Joining em 50 individuos de Euterpe
precatoria, com nove locos microssatélites.

A diferenciacéo genética € a distribuicdo da variabilidade na populagdo, onde os alelos e os gendtipos
ocorrem de maneira heterogénea sendo resultado da acéo de for¢as evolutivas que atuam dentro do contexto
de cada espécie (HAMRICK 1993). Tendo isso em vista, o conhecimento da diversidade genética de
populagdes e suas flutuagdes ao longo das geragdes é importante para estabelecimento de estratégias de
coleta, conservacao e manejo mais eficientes. Os niveis de diversidade genética entre e dentro das populacdes
podem ser influenciados pelo sistema de reproducdo e os mecanismos de dispersdo do pdlen e sementes
(HAMRICK et al. 1993).

O conhecimento da variabilidade genética dentro de popula¢des naturais de acai-solteiro desempenha
um importante papel na dindmica da floresta, principalmente por ser fonte de alimento para animais, ter a
capacidade de crescer em florestas de terra firme e baixio, e pela ampla distribuicdo e importancia econémica,
tornam-se fundamental para orientar a prospec¢do dos seus frutos, 0 manejo e 0 melhoramento genético da
espécie.

Conclusodes:

Conclui-se que todos os locos microssatélites transferidos foram polimorficos e mostraram-se viaveis para
acessar informacgfes genéticas de E. precatoria.
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