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RESUMO

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de caracterizar a variabilidade genética entre 116 acessos de agaizeiro da colegdo de
germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental por marcadores microssatélites (SSR). As reacfes foram efetuadas com base em 116
amostras de DNA, utilizando sete primers SSR. Os niveis de polimorfismo e as estimativas das distancias genéticas de Roger foram
determinados pelas frequéncias a élicas e agrupado pelo método UPGMA. Os sete locos SSR revelaram 42 alelos com média de 6
aelos por loco. O contelido de informagado de polimorfismo (PIC) variou de 0,60 a 0,86 com média de 0,75 e as heterozigosidades
observada (H ) e esperada (H,) foram de 0,54 € 0,75, respectivamente. A disténcia genética média entre todos os acessos foi de 0,61,
variando de 0 a0,96. O método UPGMA formou sei's agrupamentos distintos delimitados pela distancia genética média (dg,, = 0,61).
Os acessos de agaizeiro possuem alta diversidade para ser explorada em programas de melhoramento, sendo pelo menos quatro deles
altamente divergentes com base nos marcadores SSR.

Termos paraindexagao: Euterpe oleracea, germoplasma, polimorfismo, diversidade genética, SSR.

ABSTRACT

The objective of this work was to characterize genetic variability among 116 accessions of assai palm of the Embrapa
Eastern Amazon Germplasm Collection, were examined with microsatellite (SSR) markers. The 116 DNA sample were utilized in
thereactionswith seven SSR loci. Thelevels of polymorphism and Roger’s genetic distance were estimated from allel e frequencies
and clustered with the UPGMA method. The seven SSR loci revealed 42 alleles, with average of 6 aleles per locus. The
polymorphic information content (PIC) varied from 0.60 to 0.86, with average of 0.75 and observed (H ) and expected (H)
heterozygosities were 0.54 and 0.75, respectively. The mean genetic distance between all accessions was 0.61, varying from 0.00
t0 0.96. The UPGMA dendrogram presented six distinct groupings, delimited by the mean genetic distance (dg,, = 0.61). The
accessions of assai palm possess high diversity that may be explored in breeding program and germplasm organization, with at
least, four highly divergent accessions.

Index terms: Euterpe oleracea, germplasm, polymorphism, genetic diversity, SSR.

(Recebido em 26 de mar ¢o de 2008 e aprovado em 14 de julho de 2009)

INTRODUCAO

O mercado de frutos do agaizeiro (Euterpe oleracea
Mart.) paraa comercializagdo da bebida agai, nas Ultimas
décadas, vem se expandindo no Brasil e no exterior
ampliando a drea plantada com essa fruteira na Amazonia e
em outros estados do Brasil (Oliveira et a., 2007a). No

paradescrever, identificar e diferenciar os acessos (Valls,
2007). Em se tratando de germoplasma de plantas perenes,
como é o caso do acaizeiro, a caracterizagdo é escassa e
envolve descritores botanicos, morfolégicos e
agrondmicos e, mais recentemente, 0os moleculares.

A caracterizagdo molecular é realizada com varios

entanto, pouco se conhece sobre o germoplasma dessa
palmeira conservado em colegdes que possa orientar
programas de melhoramento genético, especialmente sobre
avariabilidade genética disponivel (Oliveiraet a., 2007b;
Oliveiraet d., 2007c). A caracterizagdo € uma atividade
prioritéria na estratégia de abordagem e manejo de colegdes
e bancos de germoplasma, pois consiste em tomar dados

objetivos, dentre eles tém-se a quantificagdo da diversidade
e adeterminacdo da estruturagdo genética da populagéo,
por fornecer estudo direto do gendtipo detectando
diferencas no DNA de utilidade no manejo de colecGes de
germoplasma e nas diferentes etapas de programas de
melhoramento de plantas (Kraic et al., 2002; Bicalho et al.,
2008; Almeida et al., 2009). Para a caracterizacdo da
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diversidade, hé varios marcadores moleculares disponiveis,
sendo os que usam a técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction), como os microssatélites ou SSR (Single Sequence
Repeat), os mais utilizados pelo seu elevado contelido
informativo, suarobustez analitica e transferibilidade, sendo
atamente indicados para uso em espécies florestais por serem
altamente heterozigotas (Grattapaglia, 2007). Esses
marcadores sdo relativamente novos, baseados em sequéncias
curtas, contém de 1 a 6 pares de bases repetidas lado alado
no genoma, sdo codominantes, multialélicos, com andlise de
polimorfismos relativamente simples, necessitam de pequenas
quantidades de DNA nas reagfes, além de serem plenamente
transferiveis entre individuos dentro de uma espécie, entre
espécies taxonbmicas e até mesmo de géneros digtintos e
compartilhados entre diferentes |aboratérios (Gaiotto et al .,
2001; Grattapaglia, 2007).

Marcadores microssatélites tém sido utilizados com
sucesso ha caracterizagdo da diversidade (Milach, 1998).
No Brasil, tém sido aplicados na diversidade genética de
algumas colegdes de germoplasma (Faleiro et al., 2001;
Alveset a., 2003; Conte et d., 2006). Mas, ndo haregistro
de seu uso na caracterizagdo de acessos existentes em
bancos ou cole¢des de germoplasma da espécie em
guestdo. Contudo, recentemente, foram desenvolvidos para
Euterpe edulis Mart. 18 primers SSR e sete deles
mostraram-se transferiveis paraE. oleracea Mart. (Gaiotto
eta., 2001).

Objetivou-se, neste trabalho, caracterizar a
variabilidade genética entre acessos de agaizeiro da
colecdo de germoplasma da Embrapa Amaz6nia Oriental
por meio de marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Foram retirados foliolos da folha mais jovem de
116 acessos de agaizeiros coletados em diferentes
procedéncias e ambientes dos estados do Pard, Maranhdo
e Amapa (Tabela 1). Esses acessos encontram-se
conservados na formain vivo no banco de germoplasma
da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA (1°27'21"S,
48°30'16"W e 10,8 m de altitude), desde novembro de
1985, em Latossolo Amarelo textura média, dispostos em
linhas, no espacamento de 5 m x 3 m. O clima local,
segundo a classificacdo de Koppen, corresponde ao tipo
quente e imido (Af), caracterizado por uma estagéo
chuvosa com precipitagdo média de 2.740 mm, temperatura
média de 26° C e umidade relativa do ar proxima de 90%.
Apbds acoleta, os foliolos foram embalados em silica gel
e enviados ao Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) paraaextragdo do DNA.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com base
no protocolo de Nienhuis et al. (1995), utilizando-se cerca
de 1 g de folha seca de cada amostra. ApGs esse processo,
as 116 amostras de DNA foram quantificadas em fluorimetro,
diluidas em TE para a concentracdo de 10 ng uL* e
armazenadas a -20° C. As amostras foram genotipadas
para sete locos SSR, que apresentaram transferibilidade
de E. edulis para E. oleracea sendo desenvolvidos por
Gaiotto et al. (2001) e sintetizados pela Invitrogen Life
Tecnologies (Tabela 2). O volume das reagbes foi de 17 L
e seguiu procedimento semel hante ao utilizado por Nienhuis
et d. (1995), sendo constituido por: 33 ng do DNA genémico,
50 uM de cada um dos desoxirribonucl eotideos trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,18 uM de cada par de
primer (Forward e Reverse); 2,75 unidades da enzima
Tag DNA polimerase mais tampé&o de reagcdo (50 mM de
triscom pH 8, 2 mM de MgCl,, 20 mM de KCl, 250ugmL™*
de abumina de soro bovino, 1% de ficoll 400 e 1 mM de
tartrazine) e colocado em microtubo com capacidade
de0,2mL.

As amplificaces foram efetuadas em termociclador
Mastercycler Gradiente 5331 (Eppendorf), programado
com desnaturagdo do DNA a 95° C por dois minutos,
seguida de 32 ciclos. Cada ciclo foi constituido pela
desnaturacdo a 94° C por 20 segundos; anelamento
variando de 50° C a 64° C, conforme o primer (Tabela 2)
por 20 segundos; alongamento a 72° C por 20 segundos e
extensdo final a 72° C por dez minutos. Os produtos da
amplificacdo foram separados em gel de agarose ultrapura
1000 (Invitrogen), a 2,5% em eletroforese horizontal com
tampdo TBE 0,5X, em voltagem constante de 100 V, por 2
horas e 45 minutos. Os géis foram tratados com brometo
de etideo numa concentracdo de 0,5 pg mL %, visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne. As
imagens foram capturadas em camera digital e armazenadas
em computador para avaliacdo dos padrfes de bandas.

As bandas foram codificadas primeiramente por 1
(presenca) e 0 (auséncia), e, depois, lidas como dados
genotipicos para a identificagdo de todos os alelos
por loco. O nivel de polimorfismo e as estimativas dos
coeficientes de dissimilaridades genéticas entre 0 i-ésimo
€0 j-ésimo acesso foram obtidos no software TFPGA
v. 1,3, apartir das frequéncias alélicas. A distancia utilizada
foi ade Roger (dR; ), conforme Reif et al. (2005). O contetido
deinformacéo de polimtorfismo (I?I C)tf—?i obtido com base
na equaggo: PIC = 1 Z p? - 22 Z p?p? ,onde p; e

i=1 i=j+1 j=1
p; sdo asfrequéncias do i-ésimo e do j-ésimo alelos em
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um loco comt aelos em um acesso, respectivamente (Weir,  SAHN do software NTSY S-pc 2,1. Os grupos geneticamente
1996). distintos foram identificados no dendrograma pelo ponto

O agrupamento dos 116 acessos foi gerado pelo  de corte feito em relagdo a distancia genéticamédia (dg ),
método hierarquico da média ndo ponderada-UPGMA  obtida pelaequacdo dg,, = > dg, /\, ,emaque Y dgij =
(Unweighted pair-group method with arithmetic averages),  somatério das distancias genéticas entre cada par de
apartir damatriz de distancias genéticas no procedimento  acessos e N = nlimero total de pares.

Tabela 1 — Identificag@o dos 116 acessos de acaizeiro conservados no Banco de Germoplasma da Embrapa Amazénia
Oriental, Belém (PA) utilizados neste estudo.

N° dos acessos Procedéncia Ambiente

le2 Benfica, PA Pomar caseiro
3e4 Benevides, PA Pomar caseiro
5e7 Benevides, PA Propriedade rural
6 Mosgueiro, PA Pomar caseiro
8,9,10,11e12 St Ant°do Taua, PA  Propriedade rura
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26e 27 Chaves, PA Populacdo natural
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37e38 Muand, PA Propriedade rural
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, Breves, PA Populacdo natural
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 € 68

88e89 Breves, PA Propriedade rural
83, 84, 85,86e 87 Gurupa, PA Pomar caseiro

90 Melgaco, PA Propriedade rural
91 Santarém, PA Propriedade rural
93 Santarém, PA Pomar caseiro

92 Prainha, PA Pomar caseiro
109 St2M2ado Parg, PA Populagéo natural
110, 111, 112, 113e 114 Cameta, PA Populacdo natural
69,70, 72e73 Oiapoque, AP Populagdo natural
76, 78, 79,80 e 82 Oiapoque, AP Pomar caseiro
71,74,75,77e81 Macapa, AP Pomar caseiro

94 Carutapera, MA Propriedade rural
95e96 Maracagumé, MA Propriedade rura
97 St Luzia, MA Propriedade rural
98 ZéDoca, MA Propriedade rural
99e100 Turiagu, MA Populacdo natural
101 St2Inéz, MA Populacéo natural
102 Cururupu, MA Pomar caseiro
103e104 Mirinzal, MA Populacdo natural
105e 106 Guimardes, MA Populacéo natural
107 Alcantara, MA Populacdo natural
108 Alcantara, MA Pomar caseiro
115e 116 Linhares, ES IntercAmbio
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Tabela 2 — Identificag8o dos sete pares de primers microssatélites desenvolvidos para Euterpe edulis Mart. por Gaiotto
et d. (2001) e transferiveis para o agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.).

Primers  Repeticdes Sequéncia dos primers (5 — 3') Temperatura de anelamento (°C)
EE2 (AG)2 F: CCAAGGACGCAATCTCAA 62 5612
R: AGCGAGGCAGAACACGTA
EE3 (AG)1 F: TTCGCGCACACTGAGAG 56 56
(AG)1s R: GGTAGCGTTGATTGGTCC
EES (AG)x F: GTATTCCAATGTGCTCACAG 58 52
R: GTGCAGTAGGCTTCTAGTACC
EE15 (AG)x F: CCACACAGACACGCAGATAG 64 64
R: CCTCATGAAGCATCGACCT
EE23 (A)12 (AG) 3 F: GTTCTGCGATTCATACTCCTG 58 56
R: TACGAACCAAGATGGAGCAA
EE43 (AG)ss F: GCGAAAGGCTAACAACGTTAT 56 50
R: AGCGAACCAACCAAGAAGAC
EE54 (AG)s F: CATGTATCTAAGGAACAAGG 56 50

R: CTGTGCTCTCTCATTCTCA

F: Forward R: Reverse; @: temperatura de anelamento sugerida por Gaiotto et al. (2001); @: temperatura de anelamento utilizada.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os sete marcadores microssatélites utilizados na
genotipagem nas 116 amostras de agaizeiro foram todos
polimorficos, de fécil identificagdo nos géis e amplificaram
42 delos, com variacdo de trés a dez alelos por loco e
média de seis aelos (Tabela 3). Na maioria dos locos, 0
contetido de informacao de polimorfismo (PIC) foi elevado,
variando de 0,60 a 0,86 com média de 0,75. A magnitude da
correlacdo entre o PIC e 0 nimero de alelos também foi alta
e significativa (r=0,78, P<0,04), existindo umarelacéo direta
entre eles, ou sgja, quanto maior no nimero de aelos, maior
serd o valor do PIC. Elevados niveis de polimorfismos
também foram detectados por Gaiotto et a. (2003) e Conte
et a. (2006) ao utilizarem os mesmos primers em popul agbes
de palmiteiro (Euterpe edulis). Germoplasma de outras
palmeiras também apresentam alta diversidade quando
analisados com marcadores microssatélites (Pereraet a.,
2000, 2001; Meerow et al., 2003; Zehdi et d., 2004a,b). Como
0 PIC fornece uma estimativa do poder discriminatorio de
um marcador (Weir, 1996), pode-se inferir que os marcadores
utilizados foram eficientes na discriminagéo dos acessos.

Para as heterozigosidades esperadas (H.=0,60 a
0,85) foram constatados altos valores em todos os locos
com média de 0,75. No caso das observadas os vaores
variaram de médios aatos (H =0,51 a0,99) com excegdo
doslocos EE3 e EE 43, que exibiram os menores valores,
em consequéncia do menor nuamero de alelos.
Heterozigosidades observadas com valores altos foram

constados por Gaiotto et a. (2003), entre individuos de
duas populagbes naturais de Euterpe edulis. De acordo
com Weir (1996), espera-se que o valor do PIC sejasimilar
ao da estimativa da heterozigosidade esperada (H ), sendo
ambos sindminos de diversidade genética, podendo-se
considerar que os acessos utilizados neste trabalho sgjam
detentores de alta variabilidade nos locos testados.

Os resultados obtidos confirmam o sucesso da
transferibilidade de locos SSR de Euterpe edulis para E.
oleracea constatado por Gaiotto et al. (2001), umavez que
os sete locos testados apresentaram 100% de
aproveitamento. Grattapaglia (2007) considera a
transferibilidade entre espécies do mesmo género como
uma caracteristica desejavel dos marcadores SSR. No
trabalho em questdo, houve a necessidade de gjustes
(redug@o) na temperatura de anelamento de aguns primers
(Tabela 2), assim como no volume e na quantidade dos
componentes da reacdo de PCR. Alveset a. (2003) também
precisaram otimizar os procedimentos ao transferirem locos
de Theobroma cacao L. para T. grandiflorum (Willd. ex
Spreng.) K. Schum. e consideraram-nas como baixa a
divergénciaevolutiva. A mesmainferéncia pode ser utilizada
para as espécies E. edulis e E. oleracea.

Na matriz de distancias genéticas formada pelos
116 acessos foram obtidos valores atamente varidvels,
indo desde totalmente similares (0) a quase dissimilares
(0,96) e com distancia genética média entre todos os
acessos de 0,61. Os 6.670 pares gerados pela matriz sdo
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apresentados na forma de distribuicdo de frequéncia na
Figura 1, onde se observa que as doze classes exibiram
forte assimetria a direita, pois poucos pares (0,5%) ficaram
incluidos nas trés primeiras classes e 0 maior nimero de
pares (82,8%) ficou contido entre a 72 e a 107 classe. A forte
variago observada pode estar relacionada aos ambientes
de coleta dos acessos que estdo localizados no centro de
diversidade da espécie (Oliveiraet d., 2007a). Analisando
a divergéncia genética entre 87 acessos desse mesm banco
com base em descritores morfoagrondmicos, Oliveiraet al.
(2007b) também encontraram distribuicdo semelhante e
consideraram nove acessos como altamente divergentes.
Esses autores ainda verificaram que os acessos analisados
apresentavam caracteristicas desgjaveis para a producéo

defrutos. Tais resultados permitem sugerir que individuos,
pelo menos, desses nove acessos possam ser indicados
para programas de melhoramento genético para frutos.

O dendrograma formou grupos com Varios
subgrupos (Figura 2) e apresentou valor cofenético alto
(r=0,67, P<0,0001), o que indica boa concordancia com os
valores de disténcia genética. Com base no ponto de corte
( dgm = 0,61) foi possivel distinguir seis grupos
geneticamente distintos com o 1° e o 4° constituidos por
trés (100, 99 e 40) e quatro (115, 113, 98 e 97) acessos,
respectivamente; e 0 6° por quase a metade dos acessos
amostrados. Para a espécie em questdo, também foi
detectada a formagdo de poucos grupos com o uso de
descritores morfoagrondmicos (Gazel Filho & Lima, 2006;

Tabela 3 — Nivel de polimorfismo dos 116 acessos de agaizeiro do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazonia

Oriental com base nos sete |ocos microssatélites.

Primers N° de alelos pIc® He Ho
EE2 4 0,64 0,64 0,56
EE3 3 0,60 0,60 0,04
EES 6 0,81 0,81 0,72
EE15 6 0,80 0,79 0,63
EE23 10 0,86 0,85 0,51
EE43 5 0,73 0,72 0,33
EE54 8 0,86 0,86 0,99
Média 6 0,75 0,75 0,54

®: contetdo de informag&o de polimorfismo; H, e H : Heterozigosidades esperada e observada, respectivamente.
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Figura 1 — Frequéncia das distancias genéticas obtidas entre 0s 6.670 pares gerados pelos 116 acessos de agaizeiro do

Banco de Germoplasma da Embrapa Amazobnia Oriental.
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Figura 2 — Dendrograma das distancias genéticas entre 0s 116 acessos de acaizeiro do Banco de Germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental com os 42 alelos obtidos dos sete locos SSR, dg,,=0,61.
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Oliveiraet al., 2007b) e por marcadores RAPD (Oliveira et
al., 2007c¢). Tais resultados permitem inferir que acessos do
1° e 6° grupos podem ser interessantes para cruzamentos,
por serem geneticamente distantes, especiamente entre
0s acessos do 40, 99 e 100 e o acesso 1, esse Ultimo
considerado por Oliveira et a. (2007b) como 0 menos
divergente dos 87 acessos que formaram cinco grupos.
Oliveiraet a. (2007c) também detectaram alta divergéncia
entre 0s acessos 99 e 100 por marcadores RAPD.

Os acessos 115 e 116 possuidores de genoma
hibrido (Euterpe oleracea e E. espiritossantensis
Fernandes) foram alocados em grupos distintos, 4° e 2°,
respectivamente (Figura 2). Em uma andlise geral, observa-
se gque alguns acessos foram agrupados por procedéncia
ou local de coleta, mas essa tendéncia ndo foi observada
para a grande maioria. Resultados semelhantes foram
obtidos no agrupamento de acessos de coqueiro (Perera
et a., 2001; Meerow et al., 2003; Zehdi et a., 2004b) e de
cacaueiro (Faleiro et a., 2001) por meio de marcadores
microssatélites.

Ainda no dendrograma, também foi detectada a
formac&o de doze pares de acessos com ata proximidade
genética ( >10%), mas que se organizaram em grupos
distintos: um par nos grupos 1 (acessos 99 e 100), 2
(acessos 33 e 34) e 5 (acessos 79 e 80); quatro pares no
grupo 3 (acessos 88 e 89; 85 e 90; 45 e 48; 21 e 22) e 0s
demais no grupo 6 (acessos 28 e 29; 24 e 25; 11 e 12; 103,
105 e 106; 5 e 6). Nesse ultimo grupo, foi registrado um
par de acessos idénticos (105 e 106). Essa similaridade
pode estar associada ao fato dos acessos terem a mesma
procedéncia e ambiente de coleta, enquanto a constatada
entre pares geograficamente distantes pode ser explicada
pela acdo antropica e pela agdo dos rios na disseminacdo
de sementes.

CONCLUSOES

Os acessos de acaizeiro caracterizados por
marcadores microssatélites apresentam ampla diversidade
genética e podem ser Uteis naformacdo de colegdo niicleo
dessa espécie.

Os acessos do 1° e 6° grupos considerados
geneticamente mais distantes desse Banco de
Germoplasma podem ser indicados para compor programas
de melhoramento genético, especialmente, aqueles que
também possuem caracteristicas desgjdveis parafrutos.
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