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Objetivou-se neste trabalho estudar a diversidade entre e dentro de acessos da colegdo de Euterpe spp. da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdao Rural de Santa Catarina - Estagdo Experimental de ltajai
(EPAGRI-EEI) e identificar grupos dissimilares que possam orientar cruzamentos dirigidos para obtengéo de
combinacdes genotipicas desejaveis. Para tal, foram testados 18 marcadores microssatélites, previamente
desenvolvidos para Euterpe edulis Mart. Seis deles — EE54, EES9, EEQ3, EE45, EE52 e EE47 - foram eficientes
e empregados na obtencédo das estimativas desejadas. Foram revelados em média15 a 4 alelos por grupo,
sendo que o conteudo de informagao polimérfica variou de 0,305 a 0,835. A partir da analise de variancia foram
obtidos valores de variagdo de 13% entre grupos, 47 e 40% entre e dentro dos acessos, respectivamente. O
Método bayesiano indicou a formagéo de quatro grupos e a partir do dendograma com o método Ward, com 50%
do valor de dissimilaridade foi possivel identificar os acessos que compde esses grupos, além de indicar os
acessos com dissimilaridade baixa (< 10%). A diversidade encontrada possibilita a orientagdo de cruzamentos
dirigidos, tanto para formacéo de hibridos intra e interespecificos, como para retrocruzamentos.
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The objective of this article is to study the diversity between and within groups of accesses of the Euterpe spp.
germoplasm collection of the Agricultural Research and Rural Extension Company of Santa Catarina - ltajai
Experimental Station and to identify dissimilar groups that could guide targeted crossesin order to obtain desirable
genotypic combinations. Therefore, 18 microsatellite markers, previously developed for Euterpe edulis Mart., were
tested. Six of them - EEQ03, EE45, EE47, EE52, EE54 and EE59 - were efficient and used to obtain the desired
estimates. The average polymorphic information content varied from 0.305 to 0.835. Trought the variation
analysis, variation values of 13% were obtained between the groups, 40 and 47% within and between the
accessions. The Bayesian Method indicated the formation of four groups and from the dendogram with the Ward
method, 50% of the dissimilarity value was possible to illustrate them, besides indicating the accesses with low
dissimilarity (< 10%). The diversity found allows the orientation of directed crosses, both for intra and interspecific
hybrids formation and for backcrossing.
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Santos et al (2020)
INTRODUGAO

As hibridagbes intra e interespecificas sao técnicas
amplamente utilizadas por melhoristas e tem como
objetivo principal potencializar a variabilidade genética
das espécies vegetais de interesse econémico (Bovi et
al., 1987; Cruz et al, 2008). As combinacdes
intraespecificas no género Euterpe véem sendo
estudadas tanto para obtencdo de palmito como para
frutos, o que culminou, por exemplo, com o langamento
da variedade de E. oleracea denominada BRS Para
(Oliveira et al., 2011). A hibridagéo interespecifica no
género teve o objetivo de obter a associagdo das
caracteristicas desejaveis das espécies, como no caso
dos hibridos E. oleracea x E. edulis, que reinem a
caracteristica de perfilhamento de E. oleracea e o sabor
do palmito de E. edulis (Bovi, 1984; Venturieri et al.,
2016).

A técnica de hibridacéo interespecifica foi aprimorada
utilizando a polinizagdo controlada em cruzamentos
interespecificos, reciprocos e retrocruzamentos (Bovi et
al., 1987; Campos et al., 1991). A superioridade dos
hibridos (E. oleracea x E. edulis) em relagdo aos seus
parentais foi constatada a partir da heterose (Bovi,
1984; Bovi et al., 1987), qualidade do palmito (Campos
et al.,, 1991) e viabilidade econdmica (Kiyuna et al.,
1997). Outra combinagdo obtida foi o hibrido E.
precatéria x E. espiritosantenses (Oliveira et al., 2010).
A maioria dessas hibridagdes foi desenvolvida apenas
para aproveitamento do palmito (Bovi, 1984; Bovi et al.,
1987) e atualmente sdo cogitadas como uma
possibilidade de desenvolvimento de gendtipos
melhorados para producédo de frutos (Zambonim et al.,
2016).

Quando as combinagbes de gendtipos ocorrem por
polinizagao controlada, geralmente os cruzamentos séao
orientados por informagdes baseadas na variabilidade
das caracteristicas fenotipicas dos acessos, sendo
mensurada principalmente por indices de diversidade,
pela predicdo de valores genéticos e capacidade
especifica de combinagado (Rocha et al., 2007). Quando
os cruzamentos ocorrem por polinizagdo aberta ficam
sujeitos ao acaso, sendo impossivel prever os
genotipos que serdo formados. O sucesso dessas
combinagbes esta diretamente relacionado com a
manutencao da diversidade e a obtengdo de melhores
geragbes que apresentem jungdo de atributos
desejaveis (Lanza et al.,, 2000). Neste contexto, o
prévio conhecimento sobre a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro grupos de
genotipos torna-se fundamental (Aguiar et al., 2007;
Furlan et al., 2007; Oliveira & Silva, 2008).

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites, ou
sequéncias de repeticdo simples (SSR), vém sendo
empregados com sucesso em espécies florestais de
interesse econdmico (Aguiar et al., 2007; Oliveira et al.,
2010). Estes marcadores s&o Uteis para gerar
informagbes que embasam estratégias de conservagao
(Gaiotto et al., 2003) e de melhoramento (Chagas et al.,
2015; Manfio et al, 2012). Por isso, foram
desenvolvidos 18 marcadores desse tipo para E. edulis,
dos quais sete foram transferidos para E. oleracea
(Gaiotto et al., 2001) o que possibilitou a aplicagao de
alguns deles nesta espécie (Oliveira & Silva, 2008;
Oliveira et al., 2010). A partir desses marcadores, a
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divergéncia genética entre os acessos de agaizeiros e
dos hibridos E. precatéria x E. espiritosantenses foi
estimada com sucesso, sendo a informagao util para
quantificagdo dos estoques de diversidade e previsao
das melhores combinagdes entre os acessos (Oliveira
et al, 2010).

O constante crescimento do mercado de palmito e o
atual cenario de expansdo do mercado de frutos de E.
oleracea para fabricagdo da polpa de agai,
consequentemente promove a expansdo das areas
cultivadas com esta espécie, diante disso fica
evidenciada a necessidade do desenvolvimento de
genotipos melhorados e adaptados as condigdes
ambientais de outras localidades. O prévio
conhecimento sobre os estoques de diversidade torna-
se relevante para conducdo de estratégias de
cruzamentos e combinagbes, sendo uma ferramenta
importante que pode determinar o sucesso do
programa de melhoramento. Portanto, objetivou-se
neste trabalho estudar os acessos da colegcdo de
plantas de Euterpe spp. da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina -
Estacdo Experimental de Itajai (EPAGRI-EEI) e
identificar grupos divergentes para obtencdo de
combinagdes com alta diversidade.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na EPAGRI — EEI (26° 57"
06” S 48° 45’ 38” W), na colegéo de plantas de Euterpe
spp., a qual foi estabelecida no ano 2000 em Itajai-SC,
sendo composta por 81 individuos adultos, divididos em
trés grupos: 48 acessos de E. edulis (EE) com
procedéncia do estado de Santa Catarina, 15 acessos
de E. oleracea (EO) com procedéncia da Amazbnia e
18 acessos de hibridos E. oleracea x E. edulis (H) com
procedéncia de Miracatu-SP.

As analises moleculares foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular da EEL. O DNA
gendmico foi extraido do tecido foliar fresco das 81
amostras, seguindo o protocolo definido por Doyle
(1991), com alteragdes na adi¢cdo de SDS na etapa de
lise e acetato de sédio 3M na etapa de precipitagdo do
DNA. A quantidade e a qualidade do DNA foram
medidas em biophotometer (Eppendorf, Germany) e
foram preparadas solugbes de trabalho na
concentragcdo de 20ng de DNA por mililitro. Dezoito
marcadores, os quais foram desenvolvidos previamente
para E. edulis (Gaiotto et al., 2001), foram previamente
testados para as amostras de E. oleracea e hibridos.
Para as reagdes de PCR foi utilizada a técnica do
iniciador M13 (Schuelke, 2000). As reag¢des continham
40ng de DNA, PCR buffer 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,20
mM de cada dNTP, 0,40 uM de iniciador reverso, 0,10
UM de iniciador frontal e 0,4 uM de iniciador M13
marcado com fluorescéncia,1,0 U de Taqg DNA
polymerase (Invitrogen), com volume final de 20pL.
Trés diferentes fluordfloros foram usados (6-FAM, VIC e
PET - Applied Biosystems, Germany).

As reagdes foram realizadas em um termociclador Veriti
(Applied Biosystems) com o seguinte programa:
desnaturacao inicial por 5 min a 94°C, 30 ciclos de 45 s
a 94°C, 45 s a temperatura de anelamento sugerida por
Gaiotto et al. (2001), com excegéo do loco EE52 que foi
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58° e 1 min a 72°C, 8 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a
53°C, e 1 min a 72°C e uma extens&o final de 30 min a
72°C. A andlise dos padrdes de fragmentos
amplificados foi realizada em analisador genético
automatico AB 3130 (Applied Biosystems) com capilar
de 36 cm e polimero POP7 seguindo as
recomendagdes do fabricante. Os dados de
amplificacdo de bandas foram anotados em numero de
pares de bases (pb), conforme a genotipagem fornecida
pelo programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).
O programa GenAlex (Peakall & Smouse, 2006) foi
usado para a avaliagdo da variabilidade entre e dentro
dos grupos de gendtipos avaliados, com a significancia
testada a partir de 999 permutagdes para a obtengéo
das seguintes estimativas: numero de alelos por loco
(Na), numero efetivo de alelo (Ne) e alelos privados (Ap).
Com este mesmo programa foi estimada a matriz de
distancia genética entre os acessos. O conteudo de
informagao polimoérfica (PIC) (Weir, 1996) foi estimado
para cada loco com auxilio do programa Cervus 3.0,
onde p?e a probabilidade do alelo estar em equilibrio de
Hardy Weinberg e pf a probabilidade do gendtipo
(Marshall et al., 1998, Kalinowski et al., 2010):

PIC = 1—(510?)—(”21 i 2p? p})
i=1

i=1 j=i+1

O modelo bayesiano implementado pelo programa
Structure (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003) foi
aplicado para inferir o nimero de grupos. A inferéncia
produzida foi executada com a informagéo dos grupos
pré-definidos, para o modelo misto e com frequéncia

correlacionada. A analise do numero de grupos (K) foi
executada para valores que variaram de 1 a 20 com
dez cadeias independentes, cada cadeia com um
comprimento de 50.000 iteragdes, seguida por 100.000
repeticbes do numero de MCMC (cadeia de Markov e
Monte Carlo).

O agrupamento entre os acessos foi construido a partir
da matriz estandardizada de divergéncia genética
previamente estimada no GenAlex (Peakall & Smouse,
2006) e gerado a partir do método Ward, usando
distancia euclidiana, com a consisténcia dos noés
testada por 999 permutag¢des sobre todos os locos, com
auxilio do programa Past (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS

Entre os 18 SSR testados em E. oleracea e nos
hibridos, seis (EE03, EE45, EE47, EE52, EE54, EE59)
foram transferidos para as amostras utilizadas e todos
foram altamente polimérficos, com PIC acima de 0,5 em
E. edulis e nos hibridos, exceto EE45 em E. edulis que
obteve 0,489. Com exceg¢do do EE54 que foi altamente
polimoérfico em todos os grupos, os demais SSR foram
menos polimérficos em E. oleracea, sendo o EE52
monomorfico para este grupo de gendtipos (Tabela 1).

A partir do conjunto dos grupos de acessos foram
revelados em média 10 alelos e 5 alelos efetivos por
loco. Quanto a frequéncia de alelos privados, no grupo
de acessos de E. oleracea foi de 0,033 e 0,167, em E.
edulis variou de 0,01 a 0,177 e nos hibridos de 0,2 a
0,088. Enquanto que, em cada grupo os valores de Nj
foram de 12, 15 e 4 para H, EE e EO, respectivamente.

Tabela 1. Estimativas de pardmetros genéticos em trés grupos de acessos de Euterpe spp. a partir de seis locos
microssatélites. Pb= pares de base; Na= numero de alelos; Ne= numero efetivo de alelos; Ap= alelos privado; PIC=

conteudo de informagéo polimoétfica.

Amplitude

Grupos Locos (Ps) Na Ne A, PIC
EEO3 118-253 12 3,2 2 0,681
EE45 111-247 9 2,0 4 0489
Hibridos EE47 113-276 15 57 5 0814
EE52 221-269 14 4,0 3 0,739
EE54 138-181 13 9,5 - 0,886
EE59 96-181 13 8,2 4 0,868
Média 12,6 546 0,746
EEO3 217-251 16 1096 6 0,901
EE45 104-132 9 280 4 0619
E edulis EE47 237-286 16 797 7 0,862
EE52 221-280 20 10,0 9 0,893
EE54 128-179 20 10,1 5 0,894
EE59 96-128 9 6,96 2 0,841
Média 15 8,14 0,835
EEO3 214-217 2 1,38 1 0,239
EE45 111-113 2 122 - 0,164
E oleracea EE47 233-237 2 164 - 0315
EE52 221 1 1 - 0,0
EE54 138-181 13 937 1 0,884
EE59 106-167 4 1,32 - 0,232
Média 4 2,65 0,305
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Houve diferenga significativa (p < 0,001) das fontes de
variagdo da AMOVA, cuja a variagao foi composta por
13% entre os grupos e 47 e 40% entre os acessos e
dentro dos acessos, respectivamente (Tabela 2).

Na matriz de distancia genética formada pelos 81
acessos foram obtidos valores heterogéneos, indo
desde muito similares (1) a dissimilares (22). Os
acessos mais divergentes foram EO299/EE351 (22),
enquanto que os acessos mais divergentes para
retrocruzamentos  foram  H309/EE284 (17) e
H324/EO0250 (14) no caso de combinagdes com E.
oleracea. Considerando os cruzamentos
intraespecificos, a combinagdo com maior divergéncia
entre os acessos de E. edulis seria EE351/EE342(19) e
entre os acessos de E. oleracea seriam EO250/E0244,
EO250/E0252 e EO250/E0254 (10).

A utilizagdo do modelo com base em estatistica
bayesiana permitiu identificar quatro grupos (Figura 1)
com um valor F igual 0,4214.

O dendograma gerado apresentou correlagdo
cofenética de 0,805 (p<0,0001). Com 50% do valor de
distancia, possibilitou averiguar quais acessos
formaram os quatro grupos, que foram assim
representados: | — O maior grupo com 35 acessos,
sendo 15 de EO, 16 de H e 4 de EE; Il — 12 acessos de
EE; lll — 16 acessos de EE e IV com 18 acessos,
sendo 16 de EE e dois de H. Sdo formados varios
subgrupos com acessos com menos de 10% de
dissimilaridade, que podem ser visualizados em todos
os grupos (Figura 2).

DISCUSSAO

Entre os SSR transferidos para E. oleracea no presente
estudo, quatro deles (EE45, EE47,EE52 e EE59) nunca
haviam sido empregados nesta espécie, sendo os locos
EE2, EE3, EES8, EE15, EE23, EE43 e EE54 os Unicos
que ja foram utilizados anteriormente (Gaiotto et al.,
2001; Oliveira & Silva, 2008; Oliveira et al., 2010).
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Azevedo et al. (2018) confirmaram a eficiéncia dos 18
loci em E. precatéria, sendo que entre estes, EE2, EE3,
EES8, EE15 e EE43 também ja foram empregados com
sucesso em acessos da cultura do dendé (Elalis
guinensis) (Costa et al., 2012).

A transferéncia desses marcadores é possivel devido a
conservagdo de sitios que flanqueiam os
microssatélites (Ferreira & Gratapalgia, 1998; Alves,
2002; Pinto, 2007). No género Euterpe, Oliveira et al.
(2016) constataram que E. precatéria possui um
genoma maior que o de E. edulis e E. oleracea, sendo
0s arranjos estruturais dos cromossomos as principais
forcas de evolugdo que atuam sobre o cariétipo, o que
faz com que as espécies possuam um nivel
intermediario de evolugdo dentro da familia. Esta é
uma caracteristica desejavel, principalmente tratando-
se de espécies com potencial econémico ou ecoldgico,
pois diminui o tempo e os custos empregados nas
analises (Ferreira & Gratapalgia, 1998; Alves, 2002;
Pinto, 2007).

Os seis locos fransferidos detectaram niveis
heterogéneos de variagdo genética molecular nos
grupos avaliados. A variabilidade alélica foi inferior em
E. oleracea, sendo que entre os quatro alelos revelados
nesse grupo, dois foram privados e apresentaram
frequéncias superiores a 0,03, portanto contribuiram
para as estimativas de diversidade. O PIC também foi
inferior nesse grupo. Segundo Botstein et al. (1980)
valores de PIC acima de 0,5 sdo altamente satisfatoérios
e representam o alto poder discriminatério do marcador,
enquanto que valores entre 0,5 e 0,3 sdo medianos e
menores que 0,200 sdo baixos e indicam baixo poder
discriminatorio dos locos. A partir dessa abordagem,
com excegdo do EE54 e EE47, os demais locos foram
pouco polimérficos, com baixo poder de discriminagao.
Além disso, nesses acessos o EE52 foi monomorfico,
segundo Azevedo et al. (2018) isso pode ser uma
consequéncia de que o loco seja parte de fragmentos
de genes conservados.

Tabela 2. Analise de variancia molecular. Referencias: GL grau de liberdade; SQ soma dos quadrados; MQ média dos

quadrados.
Estatistica %
Fonte GL sQ am de variagdo Variagao
Entre grupos 2 79043,391 39521,695 688,775 13
Entre acessos 79 578064,798 7317,276 2565,300 47
Dentro acessos 82 179307,500 2186,677 2186,677 40
Total 163 836415,689 5440,751 100

Figura 1. Agrupamento dos acessos para K = 4.
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Figura 2. Agrupamento pelo método Ward entre acessos de Euterpe spp. da colecdo da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Cataria - Estacdo Experimental de ltajai — EPAGRI - EEI. Grupos formados a

partir de 50% de dissimilaridade.

Para os demais grupos de acessos, os niveis de
variabilidade alélica e polimorfismos foram altos em
todos o0s locos, equivalentes ou superiores ao
detectado em populagbes e acessos de E. oleracea
localizados na regido amazonica (Oliveira et al., 2010;
Costa et al., 2012; Benvindo et al., 2017; Azevedo et
al., 2018) e populagdes naturais de E. edulis (Gaiotto et
al., 2003; Conte et al., 2008). Os resultados indicam
que o numero de amostras pode ter sido limitado para
detectar alelos com frequéncias baixas nos acessos de
E. oleracea, o que provavelmente ndo ocorreu nos
demais grupos.

A partir da AMOVA constatou-se diferenga significativa
entre os trés grupos, indicando estruturagdo genética,
que pode ser atribuida a divergéncia genética que
existe entre as espécies E. oleracea e E. edulis, que
possuem origens e perfis genéticos distintos (Sawazaki

et al., 1998; Martins et al., 2007). No entanto, a maior
variabilidade esta distribuida entre e dentro dos
acessos que compdem os trés grupos. Os resultados
obtidos a partir da abordagem bayesiana corroboram
com resultados da AMOVA, pois, a formagéo de quatro
grupos fortalece a hipotese de existéncia de
estruturacdo genética, sendo que o conjunto dos
genotipos avaliados pode ser considerado diversificado
e promissor para formacdo de combinagbes para
programas de melhoramento.

A correlagao cofenética foi alta, indicando concordancia
entre os valores de dissimilaridade e matriz usada para
o agrupamento pelo método Ward. Quando cortado a
partir de 50% do valor de dissimilaridade a formagéo
dos quatros grupos fica visivel, sendo condizente com
resultado obtido pelo método com estatistica
bayesiana. Os resultados obtidos permitem inferir que
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existe sub estruturagéo dentro do grupo de acessos de
E. edulis que compde a colecdo da EEI. Estes
resultados indicam também uma maior similaridade
entre os acessos de E. oleracea e hibridos, o que levou
a maioria deles pertencerem a um Unico grupo.
Resultado similar foi obtido com emprego de
isoenzimas em Euterpe spp. da colecdo de
germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas, na
qual os hibridos também se apresentaram mais
préximos de E. oleracea, espécie utilizada como
progenitor feminino (Sawazaki et al., 1998).

Os resultados possibilitam a instrugdo das combinagdes
com maior divergéncia, sendo o cruzamento mais
divergente aquele entre acessos das distintas espécies,
como ja era esperado. No entanto, a alta divergéncia
entre os acessos de E. edulis e a sub estruturacao
desse grupo indica o potencial dos cruzamentos
intraespecificos entre acessos dessa espécie. A alta
diversificagdo entre e dentro de individuos dessa
espécie € corriqueiramente relatada em estudos
desenvolvidos em populagbes naturais, sendo
relacionada a diversos fatores: funcionamento do
sistema reprodutivo, padrdes de dispersdo de pdlen e
sementes, grau de fragmentacdo e conservacdo de
remanescentes florestais, além da procedéncia
geografica (Gaiotto et al., 2003; Conte et al., 2008).
Pode-se considerar que esse grupo de gendtipos
atende o objetivo inicial da formagdo da colegdo de
campo da EEI com esta espécie.

Os cruzamentos entre acessos da espécie E. oleracea
seriam os com menor divergéncia, o que pode ser
justificado pela caracteristica dos genétipos estudados,
que ja passaram por algum processo de selegdo antes
de  serem introduzidos  nessa regido. Os
retrocruzamentos com esta espécie seriam menos
divergentes em comparagdo com os retrocruzamentos
com acessos de E. edulis. Apesar de ndo terem sido
detectados acessos idénticos, sdo desestimuladas as
combinagbes que apresentaram alta proximidade
genética (=10), conforme anteriormente sugerido para
colecdes de germoplasma de acgaizeiros da Amazdnia
(Oliveira et al., 2010).

Apesar dos hibridos Euterpe comercialmente cultivados
nas regides sul serem formados por polinizagédo aberta,
através do consorcio entre agaizeiros e palmeira jugara
(Venturieri et al., 2016; Zambonim et al., 2016), o
retrocruzamento por polinizagdo controlada é relatado
por Campos et al. (1991), com a formagéo do hibrido
(E. oleracea x E. edulis) x E. edulis, indicando que esta
ja foi uma possibilidade testada para combinagédo e
fixacdo de caracteres desejaveis. Neste contexto, os
resultados obtidos sao importantes para instru¢cao das
melhores combinagdes entre os acessos das espécies
com os hibridos, indicam que neste caso, a maior
diversidade pode ser obtida a partir do uso de alguns
acessos de E. edulis como genitores.

CONCLUSAO

Os seis marcadores empregados foram altamente
polimérficos para o conjunto de acessos avaliados e
eficientes para estimar a variabilidade entre e dentro
dos grupos, permitindo a distingdo dos gendtipos mais
similares e mais divergentes. A diversidade encontrada

Variabilidade genética entre e dentro de grupos de Euterpe spp.

possibilitard a orientagdo de cruzamentos dirigidos,
tanto para formagao de hibridos intra e interespecificos
como para retrocruzamentos.
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