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RESUMO

O esgotamento dos recursos naturais ndo renovaveis torna iminente a busca por
alternativas sustentaveis. O biodiesel € um biocombustivel com grande potencial
como alternativa aos combustiveis provenientes de matéria-prima ndo renovavel e,
atualmente, diversas culturas vegetais séo utilizadas para sua producdo, uma delas &
a macauba, que apresenta quantidade relevante de producéo de 6leo. Visto isso, esse
trabalho objetivou quantificar a diversidade genética em gendtipos de macautba com
base em marcadores moleculares. Foram amostrados 300 genétipos de macauba,
oriundos de cinco estados brasileiros, Minas Gerais, S&o Paulo, Para, Goias e Distrito
Federal. Foi realizada a extracdo de DNA do tecido vegetal, posteriormente as
amostras foram genotipadas e, por fim, o sequenciamento foi realizado com base em
marcadores moleculares SNPs. Os resultados indicaram baixa diversidade genética
entre as populacdes. Porém, foi encontrada maior dispersdo geografica nas
populacdes do Distrito Federal, Goids e Minas Gerais e, por consequéncia, maior
diversidade genética. Portanto, para futuras sele¢cdes dos programas de
melhoramento genético, a fim de gerar progénies potenciais com variabilidade
genética, é aconselhavel, realizar selecdo de maior nimero de individuos dentro das
familias.

Palavras-chave: Acrocomia aculeata; Biocombustivel; SNP.



ABSTRACT

The depletion of non-renewable natural resources makes the search for sustainable
alternatives imminent. Biodiesel is a biofuel with great potential as an alternative to
fuels from non-renewable raw materials and, currently, several plant crops are used
for its production, one of them is macauba, which has relevant oil production. Given
this, this study aimed to quantify genetic diversity in macauba genotypes based on
molecular markers. 300 individuals from macauba, from five Brazilian states, Minas
Gerais, S&do Paulo, Para, Goids and the Distrito Federal, were sampled. DNA
extraction from plant tissue was performed, posteriorly the samples were genotyped
and finally the sequencing was performed based on molecular markers SNPs. The
results indicated low genetic diversity and low interspecific variability in all populations.
However, greater geographical dispersion was found in the populations of the Distrito
Federal, Goids and Minas Gerais and, consequently, greater genetic diversity.
Therefore, for future selections of breeding programs, to generate progenies with
genetic variability, it is advisable, carry out the selection of a larger number of

individuals within families.

Keywords: Macauba; Biofuel; Genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

7

Grande parte da energia consumida mundialmente é proveniente de
combustiveis fosseis, ou seja, de matérias-primas finitas e ndo renovaveis que estao
relacionadas a emissdo de gases poluentes. A limitacdo dos recursos naturais e a
preocupacdo com O excesso de poluicdo incentivou a busca por processos
sustentdveis que pudessem atender a demanda energética populacional e,
conjuntamente, reduzir os danos ambientais, como a utilizagdo de biodiesel. A
matéria-prima para producdo de biodiesel vem da extracdo de Oleo de diversas
culturas vegetais, tais como soja, milho, amendoim, algoddo, babacu, macauba e
outras. No Brasil, a principal fonte para producao de biodiesel é a soja, cerca de 68,3%
(ANP, 2019), porém diversos estudos estdo buscando a possibilidade de
implementacéo de novas culturas, uma delas é a macauba (NOBRE et al., 2015).

A macauba é considerada uma alternativa para diversificacdo da matéria-prima,
por possuir alto potencial produtivo de 6leo, caracteristica essencial para a producéo
de biodiesel. Além de sua alta produtividade de ¢éleo, cerca de 2,5 a 4,0 t ha'
(DOMICIANO et al., 2015), a macauba € uma alternativa sustentavel, uma vez que
pode ser associada a sistemas agroflorestais, diminuindo impactos ambientais. O
cultivo da macauba é uma atividade recente e a maior parte de sua populacéo € de
espécies nativas e ndo domesticadas, por isso sua colheita e manejo séo
prioritariamente extrativistas e sua producdo considerada ineficiente (VIEIRA, 2017).

A obtencdo de matéria-prima para producdo de biodiesel esta fortemente
atrelada a programas de melhoramento genético, que buscam estudar e desenvolver
gendtipos que melhor atendam as demandas de produgéo, levando em consideragao
fatores ambientais, sociais e econémicos. Os programas de melhoramento genético
sao possiveis tendo como base o conhecimento prévio das caracteristicas genotipicas
e fenotipicas das culturas, assim como a caracterizacdo dos seus bancos de
germoplasma (MANFIO et al., 2012).

A macauba é uma espécie perene e ainda pouco estudada, por isso ainda se
encontra na fase de pré-melhoramento, ou seja, muitas de suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas ainda se encontram em fase de coleta e avaliagdo. Para a
avaliacdo da diversidade genética podem ser utilizados os marcadores moleculares
visto que eles conseguem identificar pequenas altera¢cées no DNA e com iSso permitir

gue sejam feitas inferéncias sobre a diversidade genética da espécie (SBG, 2017).
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Isso posto, o objetivo desse trabalho foi quantificar a diversidade genética em

gendtipos de macauba com base em marcadores moleculares.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Biodiesel e o cenéario no Brasil

O biodiesel comecou a ser estudado de forma aprofundada no século XIX, no
ano de 1895, por dois grandes teoricos da época, Rudolf Diesel e Henry Ford. Rudolf
Diesel criou o primeiro motor funcional movido a biodiesel, porém na época a
disponibilidade de petréleo era abundante e seu valor muito baixo, fazendo com que
o estudo do biodiesel fosse adiado (BRASIL, 2006).

Com o desenvolvimento da indUstria, o petréleo, que estava sendo utilizado
demasiadamente, passou a ser visto como um recurso limitado. A ateng¢do voltada
para a sua escassez teve como consequéncia o aumento do seu valor no mercado e
o incentivo de busca por novas fontes de combustivel que fossem ilimitadas e
renovaveis, retornando, dessa forma, os estudos com o biodiesel (COSTA et al.,
2012). Além disso, a constante preocupacao com a poluicdo ambiental causada pela
emissao de gases da utilizacdo dos combustiveis fésseis, ndo apenas do petréleo,
mas dos combustiveis fésseis em geral, implicou na procura por sistemas sustentaveis
para preservacao da natureza e da vida. Um desses sistemas € o uso do biodiesel
no mercado de combustiveis (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007).

A principal fonte de matéria-prima para producdo de biodiesel sédo culturas
vegetais, que variam de acordo com a demanda. Segundo a Agéncia Nacional de
Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel

“O biodiesel € um combustivel renovavel obtido a partir de um
processo quimico denominado transesterificacdo. Por meio desse
processo, os triglicerideos presentes nos Oleos e gordura animal
reagem com um alcool primario, metanol ou etanol, gerando dois
produtos: o éster e a glicerina” (ANP, 2016).

No Brasil, existe grande variacédo de fontes de matérias-primas utilizadas para
producdo de biodiesel, algumas de origem vegetal, como soja, milho, algodéo,
girassol, mamona, dendé, macauba e outros, e as de origem animal, como sebo
bovino, gordura de frango e de suinos. Segundo Ramos (2016), existe variabilidade

na utilizacdo de matérias-primas para producéo de biodiesel, porém a soja representa
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em média mais de 68% dessa cadeia, seguido do sebo bovino que representa cerca
de 14% (Figura 1) (ANP, 2020).

Matérias-primas para producao de biodiesel
(2019)

1%

14%

17%

ESoja mOutros mAnima u Algoddo

Figura 1. Matérias-primas utilizadas para a producéao de biodiesel no Brasil em valores
percentuais, de acordo com o Anuario Estatistico Brasileiro de Petréleo, Gas Natural

e Biocombustiveis do ano 2020.

A soja como a principal oleaginosa para a produc¢éo do biocombustivel acarreta
alguns desafios, um deles € conseguir a conciliacdo entre a demanda da industria de
combustivel e da industria alimenticia. Para que a quantidade de soja seja suficiente
para todas as demandas do mercado, seria necessario que grande parte dos
territérios destinados a agricultura fossem ocupados por plantacfes de soja, 0 que
poderia acarretar prejuizos ambientais. Entretanto, existem alternativas que permitem
o aumento da producdo de 6leo sem prejudicar a demanda da inddstria alimenticia,
como por exemplo a diversificacdo de plantas destinadas a producéo de biodiesel.

Algumas espécies vegetais como o dendé e a macauba podem produzir quatro
vezes mais 6leo que a soja em um mesmo espaco de area (LAVIOLA et al., 2016).
Para que a implementacdo dessas novas culturas seja possivel, € preciso que, assim
COmMo a soja, elas sejam estudadas, conhecidas e domesticadas para que apresentem
escala de producdo, dominio tecnologico e logistica. Por isso, pesquisadores de

diversas areas trabalham essas culturas estabelecendo programas de melhoramento
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genético de plantas, cujo principal objetivo é desenvolver gendtipos que redna varias

caracteristicas de interesse e que trardo beneficios a producgéo agricola.
2.2.Aspectos gerais da macauba

As palmeiras, como sdo popularmente conhecidas, pertencem a familia
Arecaceae. Existem registros fosseis dessa familia da era Paleozdica, antes de suas
espécies se diferenciarem, fato que ocorreu ao longo do tempo, e deu origem a
diversidade existente atualmente. Na biologia, a palmeira € considerada da alta
realeza, devido a sua estatura e a disposicdo de suas folhas que remetem a uma
coroa (MOURA, 2007).

A palmeira macauba (Acrocomia aculeata), também conhecida como bocaiuva
e coco-espinho, € uma palmeira nativa brasileira. Caracterizada por possuir espinhos
longos e pontiagudos na regido dos nos e frutos comestiveis, sendo diferenciadas

principalmente pela altura e pela localizagdo geogréafica (NOBRE et al., 2015).

Amplamente distribuida no territério brasileiro, pode ser encontrada em
praticamente todos os biomas, com maior abundancia no Cerrado e Pantanal. E
encontrada em outros territorios da América do Sul, como Argentina, Paraguai,
Colémbia, Bolivia e Costa Rica, além do Mexico e das Antilhas na América Central
(CETEC, 1983). No Brasil, podem ser encontradas concentracdes populosas nas
regides centrais, como nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Essa distribuicdo tdo dispersa influenciou tanto na diversificacdo da
espécie, como no aparecimento de sinonimias e na variagdo do nome popular dado a

palmeira.

E uma planta perene, e na fase de plena maturacéo a estirpe atinge média de
15 a 20 metros de altura, e de 20 a 30 centimetros de didametro. Possui folhas verdes,
compridas e de aspecto volumoso, devido a sua disposicdo em diferentes planos.
Além disso, apresenta espinhos de aproximadamente dez centimetros na regido dos
nos e na regido central das folhas (LORENZI; NEGRELLE, 2006).

A inflorescéncia amarela em cacho pendente possui até 80 centimetros de
comprimento, protegida por uma espata de 2 metros, apresenta flores unissexuais, ou
seja, ha na mesma inflorescéncia flores do sexo feminino e masculino, sendo as

masculinas localizadas no topo e as femininas na base (CARVALHO; SOUZA;
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MACHADO, 2011). A floracdo acontece praticamente durante todo o ano, sendo o
amadurecimento dos frutos entre os meses de setembro a janeiro. E uma planta
alégama, sua reproducdo é majoritariamente cruzada, por iSSO seus principais
polinizadores sdo besouros e o vento secundariamente. Os frutos sdo esféricos e de
cor marrom amarelado, possuem epicarpo rigido, mesocarpo fibroso, comestivel e rico
em glicerideos, endocarpo de cor escura, rigido e com grande potencial energético,
dentro do endocarpo hd uma améndoa oleaginosa e comestivel (LORENZI,

NEGRELLE, 2006).
2.3.Importancia socioeconémica da macauba

Todas as partes da planta de macauba podem ser aproveitadas e produzidos
diversos produtos. O caule é transformado em madeira, utilizada em construcdes, 0os
brotos sdo comestiveis, podendo ser feitos conserva, as folhas podem ser utilizadas
para confeccdo de redes de pesca e objetos de decoracdo e artesanato, do fruto
podem ser retirados insumos para a industria alimenticia, cosmética e de
biocombustivel (LORENZI; NEGRELLE, 2006). Porém, dentre todos, o que chama
mais atencdo e que tem melhor aproveitamento € o fruto, principalmente por seu
potencial produtivo de 6leo. A polpa (mesocarpo) e a améndoa (endocarpo), além de
ser comestivel e muito nutritiva, possui alto percentual de 6leo, cerca de 70% e 50%,
respectivamente (NETO et al., 2016).

Da polpa pode ser extraido 6leo para producédo de biodiesel por meio de
processos de transesterificacao relativamente simples e barato (DAMIAN FARROW,
JOSEPH BAKER, 2015). Da améndoa, pode ser extraido biocombustivel utilizado em
motores de avia¢des. Segundo Lobato (2012), a polpa da macauba produz cerca de
4.000 litros de 6leo por ha-ano™. Valores tdo altos surpreendem pesquisadores,
guando comparados aos valores obtidos com o cultivo de soja, por exemplo, tornando
a macauba uma cultura promissora para a industria do biocombustivel.

Além disso, ha outros fatores que agregam importancia econdémica ao cultivo
de macauba. Um deles é o fato de sua utilizacdo e colheita ser feita majoritariamente
extrativista por comunidades locais, que muitas vezes utilizam os seus derivados
como fonte de renda. Outra grande importancia associada a macauba é a ambiental,
uma vez que ela pode ser associada a sistemas agroflorestais e assim ser cultivada

em conjunto com outras culturas (CARDOSO et al., 2017).
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2.4.Melhoramento genético

A populagdo mundial vem crescendo exponencialmente a cada ano, segundo
a FAOQ, é estimado de 9,7 bilhées de pessoas em 2050 (FAO, 2018), e com ela a fome
e a subnutricio se tornam uma realidade cada vez mais comum nas diversas
comunidades. O ritmo do crescimento populacional € muito maior que o aumento da
producdo agricola, o que torna cada vez mais inevitavel busca por aumento da oferta
de alimentos. A pouco mais de 200 anos, um economista inglés chamado Thomas
Robert Malthus, previu em seus estudos que a demanda por alimento né&o
acompanharia o crescimento populacional.

Esta previsao néo faz parte da atual realidade, apesar da fome ser um problema
social que acompanha a humanidade desde o inicio das primeiras grandes
civilizacbes, sua causa esta relacionada a ma distribuicdo e ndo a falta de alimentos.
Esse atraso, ao que parece um fato inevitavel, aconteceu devido ao surgimento de
novas tecnologias que permitiram a expansdo da producdo, como maquinas, que
facilitaram principalmente para a mao de obra, e pesquisas, que descobriram e
desenvolveram novas cultivares por meio do melhoramento genético.

O melhoramento genético é uma pratica muito antiga, utilizada pelas
civilizacbes do periodo neolitico. Sem instrumentos ou qualquer tecnologia, 0s
procedimentos eram feitos manuais e de forma intuitiva. Diversas espécies vegetais
gue sao utilizadas por grande parte da populacdo mundial, como milho, soja, arroz e
trigo, tinham um aspecto completamente destoantes do atual antes do homem
manipula-lo (SQUILASSI, 2003).

As primeiras atividades voltadas ao melhoramento genético eram feitas de
forma inconsciente, com o tempo, passou a ser intuitiva, como a selecao de sementes
das plantas que possuiam as caracteristicas mais desejadas, como aroma,
produtividade, sabor, cor, entre outras, até que essa pratica passou a ser de forma
consciente. Porém, apenas no século XIX a ideia de melhoramento genético foi
concretizada, principalmente pelo trabalho de Gregor Mendel (1822 — 1884),
(MACHADO, 2014) com grande contribuicdo a genética por meio dos seus estudos
sobre heranca, o que possibilitou o desenvolvimento do conhecimento na area de
producao agricola, além de outras da genética e melhoramento.

Porém o aumento da producédo agricola acarreta preocupacdes, sendo a

principal delas o impacto ambiental. O aumento da producdo agricola requer mais
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territdrios destinados a plantacfes, também requer a utilizacdo intensa de outros
recursos naturais, como a agua, o solo e seus nutrientes. Em contrapartida uma maior
producdo esta relacionada a um crescimento populacional e por consequéncia ao
crescimento das areas urbanas, de cidades, casas e areas destinadas as atividades
industriais, deixando a area destinada a producdo agricola cada vez mais limitada.
Assim, um dos grandes desafios dos melhoristas é aumentar a produtividade de
alimentos sem aumentar a quantidade de éareas, ou seja, producdo de forma
sustentavel.

A partir dos desafios apresentados, 0 melhoramento genético € uma ferramenta
gue tem o objetivo de expandir o aumento da produc¢éo, por meio do desenvolvimento
das cultivares, aumentando sua produtividade sem a necessidade da expansdo
territorial. Com os avancos dos estudos em genética e as tecnologias trazidas pela
revolucao industrial, as técnicas de melhoramento genético se tornaram essenciais no
desenvolvimento humano e, atualmente, s&o de extrema importancia, ndo apenas na
agropecudria, mas em todas as areas como na saude, na alimentagdo, no transporte
e nas indastrias em geral.

O planejamento é uma etapa essencial no programa de melhoramento genético
e deve ser iniciado antes de qualquer outra etapa, uma vez que € nela que o objetivo
do programa sera estabelecido. No planejamento, alguns pontos importantes devem
ser levados em consideracdo, como a demanda e oferta, o produto e a sua finalidade.
Visto que os programas de melhoramento estao fortemente atrelados a diversificacdo
e a manutencao das matérias-primas utilizadas na producao. E sédo responsaveis pelo
aprimoramento das cultivares oleaginosas, através de cruzamentos, selecbes e
experimentos.

Segundo Borém (2017), o melhoramento genético pode ser descrito nessas
trés etapas respectivamente, sendo, de forma resumida, selecdo de genitores e
posterior cruzamento com o objetivo de resgatar variedades das espécies nativas e
cruza-las na intencdo de gerar novas populagdes; a selegcdo com objetivo de identificar
as espécies gque apresentam as caracteristicas mais desejadas e maior variabilidade
entre si, e conducdo de experimento com o objetivo de avaliar o desempenho e a
adaptabilidade das cultivares selecionadas. O sucesso de um programa de
melhoramento depende do conhecimento de variagdo genética contida na espécie
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).
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2.5.Diversidade genética

7z

A diversidade genética é de extrema importancia para 0 sucesso dos
programas de melhoramento genético. O conhecimento da variabilidade genética,
bem como a formacao e acesso aos bancos de germoplasma sédo fundamentais para
0 sucesso de suas etapas (MANFIO et al., 2012). Os bancos de germoplasma séo
essenciais para os programas de melhoramento, visto que, eles representam a
informacdo de todo patriménio genético de uma espécie e os programas de
melhoramento genético necessariamente utilizam essas informacfes para fazer
combina¢cdes das caracteristicas desejadas nas cultivares a fim de manter a
diversidade entre as espécies aumentando assim a variabilidade das populacdes
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Periodicamente séo feitos estudos para andlise da diversidade genética em
cultivares, isso ocorre devido a preocupacdo em manter a variabilidade genética,
principalmente as cultivares comerciais, uma vez que a redugdo da diversidade
genética aumenta a suscetibilidade as pragas e as mudancas ambientais, o0 que,
inevitavelmente, leva a perda do potencial de ganhos genéticos e prejuizos em
plantacdes de larga escala, além de uma possivel extingdo de espécie (SMITH et al.,
2015).

Por ter se mostrado uma cultivar promissora, a macatba também esta sendo
alvo de diversos estudos voltados ao conhecimento de sua diversidade genética.
Nesse sentido, Domiciano et al. (2015) estimaram parametros genéticos e a
diversidade em progénies de macauba com base em caracteristicas morfologicas e
fisiologicas, os autores avaliam quinze progénies de macauba da regido Centro-
Oeste, e concluiram que ndo houve variabilidade genética para os caracteres
fisiol6égicos, mas houve variabilidade para os caracteres morfoldgicos.

Reis et al. (2017) também avaliaram a diversidade genética da macauba em
caracteristicas do fruto com objetivo de obter informacfBes sobre a variabilidade
genética das culturas de 35 municipios do Goias, para uso comercial na regiao Centro-
Oeste. Os resultados apresentaram a formacao de cinco grupos, também observaram
gue grande parte da variabilidade existente na espécie estava contida nas amostras
analisadas.

Outro estudo importante foi conduzido por De Sa et al. (2021) que estimaram

diversidade genética via REML-BLUP de macauba conservada ex situ. Os autores
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reportam que a estruturacédo do germoplasma é fundamental para auxiliar na escolha
dos parentais visando a selecdo de individuos recombinantes com desempenho
superior em geracdes segregantes. Os resultados demonstraram a existéncia de
variabilidade em caracteres morfoagrondmicos de importancia relacionada aos
objetivos de melhoramento da macauba (produtividade e rendimento de 6leo) e que
cruzamentos entre plantas superiores de acessos distantes podem ser promissores
para a obtenc&o de recombinantes com desempenhos superiores.

Ao longo dos anos as pesquisas sobre diversidade genética se tornaram mais
frequentes, principalmente depois dos avangcos com a tecnologia, que facilitaram a
andlise da diversidade genética para além das caracteristicas fisiologicas e
morfolégicas, estendendo-se para os aspectos moleculares, como fragmentos de
DNA, a partir de marcadores moleculares (ZUCCHI; CAVALLARI; SIQUEIRA, 2011).

2.6.Marcadores moleculares

As novas tecnologias permitiram que diversas técnicas de biologia molecular
fossem desenvolvidas, em especial as técnicas utilizadas para identificacdo de
variabilidade genética a nivel de DNA. Essas técnicas alcangcam um panorama
completo do genoma do organismo, e a partir dele obtém inUmeros marcadores
moleculares, os quais podem ser utilizados com diversos objetivos, entre eles estudos
de diversidade genético

Os marcadores moleculares representam importante avangco no campo da
genética molecular. Ao longo da histéria, diversos marcadores genéticos foram
utilizados pela comunidade cientifica. Desde marcadores morfolégicos, os primeiros a
serem utilizados, até marcadores bioquimicos e enzimaticos, antes do advento dos
marcadores moleculares. Os marcadores moleculares s&o definidos como uma
sequéncia de DNA que identificam polimorfismo no genoma de certos individuos
aparentados, e permitem que sejam feitas inferéncias sobre a diversidade genética da
espécie e as interrelagcdes dos organismos a nivel molecular (SBG, 2017).

Em um estudo conduzido na China, Mao et al. (2017) buscaram analisar a
eficacia de diferentes marcadores moleculares, para avaliar a diversidade genética e
a estrutura populacional de Senna obtusifolia, uma espécie de planta herbacea que
também pode ser encontrada no Nordeste brasileiro. No estudo os autores

constataram que os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) apresentam
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dados mais confiaveis quando combinados a outro tipo de marcador e forneceu
informacdes Uteis para o programa de pesquisa e melhoramento de germoplasma.
Este estudo mostra a importancia da existéncia de diversos marcadores moleculares
gue utilizam de diferentes métodos para identificacdo da diversidade genética.

A existéncia de diferentes alelos em um mesmo gene € denominada
polimorfismo genético. A mudancga de um Unico nucleotideo quando dois alelos sdo
comparados € chamada de polimorfismo de um Unico nucleotideo (Single Nucleotide
Polymorphism - SNPs). Essa alteracdo, recentemente, passou a ser utilizada como
um marcador molecular promissor para os pesquisadores, uma vez que oS SNPs
possuem grande frequéncia e distribuicio no genoma, sendo recomendado
principalmente para organismos aparentados. Além disso, 0os SNPs sdo um
importante instrumento, quando utilizados como marcadores moleculares, para
diversas areas de estudo. Alguns exemplos de sua aplicabilidade sdo nos estudos
evolutivos, filogenéticos e ecoldgicos, incluindo areas da genética do DNA humano,
tais como tratamento de doencas, andlises forenses e determinacéo de paternidade
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Para a identificacdo dos SNPs € indispensavel a utilizacdo de ferramentas de
bioinformética. Existem softwares que analisam milhares de sequéncias geradas em
um curto periodo, o que seria humanamente impossivel. Eles possuem diversas
aplicacOes, dentre elas genotipagem de cultivares, mapeamento genético, selecéo
assistida por marcadores, entre outras (BOREM; CAIXETA, 2009).

Vérios estudos tém sido conduzidos em espécies oleaginosas para a analise
da diversidade genética, visto que tal conhecimento € essencial para as estratégias
de melhoramento genético. Montes et al. (2014) avaliaram estrutura genética e a
diversidade no germoplasma com marcadores SSR (Simple Sequence Repeatse) e
SNP em 70 acessos de germoplasma de pinhdo-manso espalhados pelo mundo.
Concluiram que a diversidade genética na América Central e no México foi maior que
nas outras regides, e que a utilizacdo de marcadores moleculares ir4 acelerar o
desenvolvimento de cultivares melhoradas de pinhdo- manso o que também foi
apontado em outros estudos mais recentes.

Anggraeni et al. (2017) identificaram a diversidade genética do pinh&o manso,
na regido da Indonésia. A anélise entre 52 acessos indonésios de pinh&o-manso foi

realizada com base em caracteristicas de rendimento e marcadores de SNPs. Os
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autores concluiram a partir de suas analises dos marcadores moleculares que havia
uma baixa variabilidade nas espécies locais, por isso era recomendado a introdugéo
de novos germoplasmas na regido, com o intuito de manter a diversidade genética
das populacdes (ANGGRAENI et al., 2017).

Estudos com marcadores moleculares, para estimar a diversidade genética em
progénies de macauba, estdo sendo realizados no Brasil. Laviola et al. (2019)
realizaram um estudo com objetivo de estimar a diversidade genética em genotipos
de macauba por meio de marcadores SNPs. Os autores utilizaram acessos do banco
ativo de germoplasma de macauba (BAGMC) localizado na Embrapa Cerrados em
Planaltina-DF e como resultados obtiveram a formacéo de 21 grupos distintos. Esses
resultados sdo promissores, uma vez que a formacéo de varios grupos indica mais
variabilidade entre os gendétipos, que por sua vez reflete sucesso na escolha de

genatipos para a formacéao de populacdes de melhoramento genético.
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3. METODOLOGIA
3.1. Material vegetal, extracdo de DNA e genotipagem

Os gendtipos estudados pertencem ao BAGMC (Banco Ativo de Germoplasma
de Macauba), instalado na area experimental da Embrapa Cerrados, localizada em
Planaltina-DF. O BAGMC é constituido de 1.200 plantas, arranjados em delineamento
experimental de blocos casualizados, com quatro plantas por parcela. As plantas sé&o
oriundas de diversas regides do territorio brasileiro abrangendo cinco estados, Minas
Gerais, Sao Paulo, Para, Goias e Distrito Federal. Foram amostrados 300 gendtipos
de macauba.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de trés folhas de cada planta de
macauba, totalizando 300 plantas. As amostras foram coletadas e colocadas em
sacos de plasticos, devidamente identificados, acondicionadas em uma caixa de
isopor contendo gelo, transportadas ao laboratorio de Genética e Biotecnologia da
Embrapa Agroenergia e armazenadas em freezer -20 °C.

A extrac@o de DNA das folhas de macauba foi realizada conforme o protocolo
do manual do fabricante NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel), com modificagdes. A
quantificacdo e qualidade das amostras foram realizadas com auxilio do
Espectofotdbmetro NanoDrop para avaliacao da razao entre os comprimentos de onda
A260/A280, que representa a quantidade de acidos nucléicos pela quantidade de
proteina na amostra. Foram consideradas adequadas amostras com A260/A280 entre
1,80 e 2,10, indicando haver baixa quantidade de proteinas e RNA nas amostras.

As amostras foram genotipadas utilizando a plataforma Axiom myDesign
Genotyping Arrays. O sequenciamento foi realizado com base nos marcadores
moleculares SNPs.

3.2. Analise genético-estatistica

A qualidade dos marcadores foi checada com os parametros: missing 5% e
MAF 5%, resultando em 2.336 SNP. A andlise de variancia molecular (AMOVA),
proposta por Excoffier et al. (1992), foi utilizada para analisar a diversidade genética
entre 0s gendtipos de macauba de acordo com o seguinte modelo:

Yij= | + Pi+ Di,
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em que: Yi: medida de dissimilaridade entre pares de j individuos em i
subpopulacdo; p: constante geral; Pi: efeito da subpopulagdo i; Dij: efeito da
dissimilaridade entre pares de j individuos em i subpopulagéo.

O Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC) foi obtido de acordo com a

expressao:
PIC, =1-X, Pf - X Z?:Hl zplzl.pé. em que

P} e P é a frequéncia do i-ésimo e j-ésimo alelo, respectivamente, no I-ésimo
SNP. A diversidade genética de Nei (DG), heterozigosidade esperada (He), observada

(Ho) e coeficiente de endogamia (Fst) foram obtidos por: DG =1 — p]2 - q}; H,=1-

nH; He p . -
TJ e Fge=1 — o €M que: em que nH; € o nimero de gendtipos

=1 P}, H, =
heterozigotos (do tipo A1A2 ou A2A1) no i-ésimo individuo. As analises estatisticas e
moleculares foram realizadas com o auxilio do software R (R Core Team, 2020).
Posteriormente foi realizada a andlise de divergéncia genética, empregando-se
as técnicas multivariadas. Para analise de agrupamento foi utilizado o método da
ligacdo média entre grupos (UPGMA) utilizando a distancia euclidiana média como
medida de dissimilaridade. Também, realizou-se analise de componentes principais
com posterior dispersao gréafica dos genétipos. Para determinacao do niumero 6timo
de grupos foi utilizado o pacote NbCluster, implementado no software R (R Core

Team, 2020).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variancia entre populagdes foi de 37,46 e a variancia dentro das
populacdes foi de 233,38 (Tabela 1). Esses valores apontam que existe maior
variabilidade intraespecifica, ou seja, que a distancia genética entre os individuos de
uma mesma familia é maior do que a distancia genética entre as familias. A
variabilidade genética aumenta quando individuos mais distantes geneticamente sao

cruzados entre si, 0 que evita o0 estreitamento das populagdes.
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Tabela 1. Analise de variancia molecular (AMOVA) e estimativa de variancia entre e

dentro das populacdes de macauba.

Fonte de variacao GL erjr?g(;%do Variancia Porce(:or/l; ;i gem
Entre populagbes 4 2126 37,46 13,83
Dentro de populacdes 281 233 233,38 86,17
Total 285 259 270,85 100
indice de fixacdo (Fst) 0,10 - - -

GL: Grau de Liberdade

A diversidade genética (DG) encontrada para cada populacdo foi semelhante,
sendo a populacédo 2 mais diversa e populacdo 3 a menos diversa (Tabela 2). Esses
valores sdo condizentes com a heterozigosidade encontrada em cada uma, visto que
a heterozigosidade representa a probabilidade de dois alelos pertencentes ao mesmo
locus serem diferentes entre si. Podendo concluir que quanto menor o niamero de

heterozigosidade observada, menor sera a diversidade genética.

Tabela 2. Parametros de diversidade genética entre as populacdes de macauba.

Populacao N DG PIC MAF Ho He Fi nPA
popl 108 0,18 0,15 0,12 0,12 0,18 0,29 10
pop2 57 0,19 0,16 0,13 0,16 0,19 0,14 44
pop3 78 0,16 0,14 0,11 0,15 0,16 0,09 49
pop4 17 0,17 0,14 0,12 0,16 0,17 0,04 1
pop5 6 0,18 0,14 0,13 0,16 0,18 0,10 32
Média - 0,19 0,16 0,13 0,14 0,19 0,26 -

N: Namero de individuos observados; DG: diversidade genética de Nei; PIC: contelldo médio da
informacao polimdrfica; MAF: menor frequéncia alélica; Ho: Heterozigosidade média observada; Fi:

coeficiente de endogamia.

O conteudo de informacéo polimoérfica (PIC) € um indicador de qualidade do
marcador utilizado. Neste trabalho, os marcadores utilizados foram considerados
poucos informativos, uma vez que os valores de PIC encontrados foram abaixo de
0,25. Segundo Botstein et al. (1980) valores inferiores a este sdo pouco informativos.
O coeficiente de endogamia (Fi) esta relacionado ao cruzamento de individuos
aparentados. Apesar dos valores encontrados serem baixos, nenhum deles foi nulo

ou negativo, o que indica que em todas as populacdes foram encontradas progénies



23

provenientes de cruzamentos endogamicos. Isso pode ser explicado pelo fato de a
macauba ser uma planta aldgama e por sua reproducao ser majoritariamente cruzada.

A formacéao de grupos foi obtida pela utilizagdo da medida de dissimilaridade, e
0S gendtipos foram separados em trés grupos distintos. A maior parte dos 300
genatipos ficaram alocados em um mesmo grupo (cor azul) indicando que esses
individuos sdo mais semelhantes entre si do que os individuos dos demais grupos. De
Sa et al. (2021), caracterizaram a variabilidade genética em ec6tipos de macauba
preservados no banco de germoplasma ativo da Embrapa Cerrados. Em seus
resultados eles obtiveram um dendrograma que mostrou a separacéo dos individuos
em sete grupos. Eles observaram que havia uma tendéncia em agrupar os genotipos
de acordo com a origem geografica, e esses grupos dividiam-se em subgrupos,

indicando a existéncia de variabilidade.

Figura 2. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os 300
genaotipos de macauba, obtido pelo método UPGMA, utilizando a distancia Euclidiana

média como medida de dissimilaridade.
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O grafico de PCA (Principal Component Analysis) mostra a distribuicdo dos
genotipos agrupados de acordo com as regides de origem (Figura 3). E perceptivel
que todos 0s grupos se sobrepbem e alguns deles estdo mais dispersos. Como € o
caso dos grupos do Distrito Federal (DF), Goias (GO) e Minas Gerais (MG), que estao
presentes em todos os quadrantes. Ja os grupos de Séo Paulo (SP) e Parana (PR)
apresentam pouca dispersdo. Em um trabalho recente De Lima et al. (2020)
encontraram resultados condizentes aos apresentados no grafico de PCA deste
trabalho. Ao avaliar populacdes de Acrocomia aculeata encontradas no Brasil
perceberam um padréao geografico de disperséo, que indica as populacdes do oeste,
proximas as areas do DF, GO e MG, com maior diversidade genética, uma vez que,

essa dispersao indica uma maior variancia entre os individuos do mesmo grupo.
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Figura 3. Analise dos componentes principais com formacao de cinco grupos de

acordo com a origem das espécies.

O fator de probabilidade representa a probabilidade que um individuo tem de
pertencer a um determinado grupo. Cada linha na vertical observada na Figura 4

representa um gendtipo e cada cor representa um grupo. Os genoétipos que
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apresentam a linha completa de apenas uma cor tém probabilidade de 100% de
corresponder a apenas um determinado grupo, ja 0os genotipos que apresentam mais
de uma cor em sua linha tém probabilidades variadas de pertencer a grupos variados.
Uma vez que a uniformidade das cores de um genotipo traz certeza e torna as
informacBes mais claras acerca do direcionamento do gendtipo ao grupo com

individuos mais préximos geneticamente.

1 2 3
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e .
gen

Figura 4. Probabilidade de alocacao dos genétipos de macauba com base na analise

probabilidade

discriminante de componentes principais (ADCP) considerando K=3.

A Analise Discriminante de Componentes Principais foi utilizada de forma
suplementar ao fator de probabilidade para identificar a formag&o de grupos tomando
como referéncia a representacdo dos individuos dentro de cada grupo. Na Figura 5
estdo apresentados os trés grupos formados e atestados pelas analises anteriores, e
o desempenho de cada individuo dentro do seu respectivo grupo. Os pontos mais ao
centro dos circulos simbolizam os geno6tipos com maior probabilidade de pertencer ao
grupo referido. Os pontos mais distantes dos circulos sdo aqueles que apresentam
certas caracteristicas que os aproximam dos outros grupos, por tanto sdo aqueles

com maior probabilidade de pertencer a um ou mais grupos.
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Figura 5. Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC).
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5. CONCLUSAO

Ha baixa diversidade genética entre as populacdes. As familias foram
subdivididas em trés grupos, ficando a maior parte dos 300 gendtipos alocados em
um anico grupo, o que indica maior variabilidade genética dentro das populacdes. Foi
encontrada maior dispersao geografica nas populacdes do Distrito Federal, Goias e
Minas Gerais e, por consequéncia, maior diversidade genética dos genotipos oriundos
dessas regides. Portanto, para futuras sele¢cdes dos programas de melhoramento
genético, a fim de gerar progénies potenciais com variabilidade genética, €&

aconselhavel, realizar selecdo de maior niumero de individuos dentro das familias.
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