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Certificagao da origem hibrida do
morfotipo bifoliolado e parametros
genéticos moleculares intra e intergrupos
em Euterpe spp.

Resumo

Hibridos entre acaizeiros (Euterpe oleracea
Martius), espécie do bioma Amazobnico, e a
jugara (Euterpe edulis Martius) espécie do
bioma Mata Atlantica, vem sendo formados
espontaneamente através de sistemas de
consorcios promovidos por  agricultores,
extensionistas e pesquisadores em Santa
Catarina. No entanto, sdo muitas as lacunas a
respeito dessa atividade, sendo escassas
informacdes sobre a correta classificagcao do
morfotipo bifoliolado, os estoques iniciais de
diversidade, o funcionamento do sistema de
fecundacao e a diversidade entre e dentro das
populacdes de progénies formadas por estes
cruzamentos. Esta pesquisa teve como
objetivos, a partir da aplicacdo de marcadores
microssatélites,estudar os acessos adultos da
colecdo de germoplasma de Euterpe spp. da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdao Rural de Santa Catarina - Estacao
Experimental de Itajai e identificar grupos
divergentes para obtencdo de combinagodes
com alta diversidade. Caracterizar o sistema
de fecundacdo e realizar um teste de
paternidade em trés populacdes de progénies



de E. oleracea submetidas a hibridagéo
interespecifica espontdnea com E. edulis,
identificacdo dos doadores de pdlen e hibridos
bifoliolados. Além de avaliar a variabilidade e
estrutura genética dessas populagdes e gerar
informagbes Uteis para programas de
melhoramento de Euterpe spp. em clima
subtropical. Para tal, foram testados 18
marcadores  microssatélites, previamente
desenvolvidos para E. edulis. Seis deles -
EEQO3, EE45, EE47, EE52, EE54 e EES9 -
foram eficientes e empregados na obtencgao
das estimativas desejadas. Para o estudo com
grupos de acessos adultos o conteudo de
informacao polimorfica (PIC) médio variou de
0,305 a 0,835. A partir da AMOVA, foram
obtidos valores de variagdo de 13% entre
grupos, 47 e 40% entre e dentro dos acessos,
respectivamente. O Método bayesiano indicou
a formagcdo de quatro grupos e a partir do
dendograma com o método Ward, com 50%
do valor de dissimilaridade foi possivel ilustra-
los, além de indicar os acessos com
dissimilaridade baixa (< 10%). A diversidade
encontrada possibilita a orientagcdo de
cruzamentos dirigidos, tanto para formacao de
hibridos intra e interespecificos, como para
retrocruzamentos. Para o estudo com os
grupos de progénies, constatou-se que estes
possuem um sistema de fecundagdo misto
com predominio de alogamia (fm e ts = 1,0),
sendo a correlacdo de autofecundacgao (rt)



igual a 0,110. Foram constatados diferentes
graus de parentescos, sendo 15,5 a 26,1% de
irmaos completos. A paternidade foi atribuida
para 51% e 24% das progénies, com 80 e
95% de confianga respectivamente. Foram
identificados 22 doadores de pdlen e uma
autofecundagao. Quatro progénies bifolioladas
foram identificadas como hibridos
interespecificos. Foram detectados em média
7 a 12,3 alelos por loco e uma
heterozigosidade média observada (Ho) entre
0,382 a 0,898 e a esperada (He) entre 0,354 a
0,693. Os indices de fixagao (f) foram entre-
0,053 a -0,319. A variagao entre os grupos foi
de 5%, sendo 95% dentro dos grupos de das
progénies e 0% entre progénies.
Considerando a escassez de estudos
relacionados aos aspectos ecolégicos e
genéticos da hibridacado espontanea entre
acgaizeiros e palmiteiros jugara, os resultados
obtidos nos dois estudos sao importantes por
servirem como base de comparagbes para
estudos futuros, além de permitirem a
orientagdo de cruzamentos dirigidos para
formacdo de hibridos interespecificos e
retrocruzamentos, a correta classificacédo dos
gendtipos hibridos bifoliolados que sao
idénticos aos genitores maternos. Além disso,
possibilitaram inferir que os estoques de
diversidade gerados a partir da combinagao
inter e intragrupos por polinizagdo aberta sé&o
altos, indicando boas perspectivas de selegao



de gendtipos para formagdo de cultivares
melhorados.

Palavras-chave: Jucgara; Acai; Hibrido
interespecifico; Microssatélites; Germoplasma.



Certification of the hybrid origin of the
bipolar morphotype and inter and
intragroup molecular genetic parameters in
Euterpe spp.

Abstract

Hybrids between acaizeiros (Euterpe
oleracea Martius), an Amazonian biome
species, and jugara (Euterpe edulis Martius)
an Atlantic Forest biome species, have been
spontaneously formed by farmers,
extensionists and researchers in Santa
Catarina. However, there are many gaps
regarding this activity, like little information on
the morphotypes classification, initial stocks of
diversity, on the accesses fertilization system
functioning involved in the crosses and about
the diversity between and within the progeny
populations formed by these crosses. This
research has the following objectives: to study
the adult accesses of Euterpe spp.
germoplasm collection from the Agricultural
Research and Rural Extension Company of
Santa Catarina - Itajai Experimental Station by
using microsatellite markers, to identify
divergent groups to obtain combinations with
high diversity, to characterize the fertilization
system and perform a paternity test in three
populations of E. oleracea progenies
submitted to spontaneous interspecific
hybridization with E. edulis, to identify pollen



donors and bifoliolate hybrids, to evaluate the
variability and genetic structure of these

populations and to generate useful
information for Euterpe breeding programs in
subtropical climates. Therefore, 18

microsatellite markers previously developed
for E. edulis were tested. Six of them - EE54,
EES59, EEO03, EE45 and EE52 - were efficient
and used to obtain the desired estimates. For
the adult access groups study the average
polymorphic information content (PIC) varied
from 0.305 to 0.835.Trought the AMOVA,
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. For the progeny study, it was
found that they have a mixed fertilization
system and an allogamia predominance (fm
and ts = 1,0). The self-fertilization (rt)
correlation is equal to 0.110. Different degrees
of kinship were found, between 15.5 and
26.1% of complete siblings. Paternity was
attributed to 51% and 24% of progenies, with
80 and 95% confidence, respectively. Twenty-



two pollen donors and one self-pollination
were identified. Four bifoliolate progenies were
identified as interspecific hybrids, which
implies the possibility of early hybrid accesses
selection with regular tillering characters. An
average of 7 to 12.3 alleles per loci, an
average heterozygosity (Ho) between 0.382
and 0.898 and the expected heterozygosity
(He) between 0.354 and 0.693 were detected.
The indexes of fixation ranged between -0,053
and -0,319. The variation between the
populations was of 5%, being 95% within the
progenies. The results indicate good prospects
for future work related to the prediction of
genetic gains from the selection among and
within progenies, families and populations.
Considering the scarcity of studies related to
the spontaneous hybridization between
acgaizeiros and jucara palms ecological and
genetic aspects, the results obtained are very
important, serving as a basis for future studies
comparisons, besides allowing inferences
about the collection genotypes initial stocks,
the best combination strategies for directed
crosses and the correct hybrid genotypes
classification, that are identical to the maternal
parents. In addition, it was possible to infer
that the diversity stocks generated trough
open pollination with intra and intergroup
combination are high, indicating good
prospects of genotypes selection for improved



cultivars cultivation in subtropical climate
conditions.

Keywords: Jugara; Acai; Interspecific hybrid;
Microsatellites; Germoplasm.
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INTRODUGAO GERAL

As palmeiras séo plantas
monocotileddbneas que pertencem a familia
Arecaceae, que sao distribuidas em regides
tropicais e subtropicais (Henderson &
Galeano, 1996). No Brasil estas espécies sao
abundantes, amplamente utilizadas em varias
regides, servindo como alimento para muitas
populagdes locais, geralmente nas formas de
Oleos, polpas e palmito. Servem também
como matéria prima para construcao,
paisagismo, artesanato entre outros (Clement
et al., 2005).

Entre as espécies de palmeiras do
género Euterpe, as que mais se destacam sao
a E. oleracea, conhecida como acaizeiro € o
E. edulis, conhecido como palmiteiro jucara
(Clement et al., 2005). Ambas sdo muito
semelhantes, porem apresentam algumas
particularidades morfoagronomicas, além de
apresentarem distribuicdo geografica distinta.
A jucara (E. edulis) distribui-se naturalmente
pela Costa Atlantica, do Nordeste e ao Sul do
Brasil (Hederson, 2000). Desde 1960, tem
sido um dos principais produtos florestais nao
madeireiros da Mata Atlantica, devido a
exploracédo para a extragao do palmito (Reis,
2000; Matos & Bovi, 2002). O agaizeiro € uma
palmeira de ocorréncia natural nos estados do
Para, Amazonas, Maranhdo e Amapa
(Henderson & Galeano, 1996) com grande
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importancia econdbmica para o]
desenvolvimento da regido Amazonica.

O primeiro registro da introdugcdo de
acaizeiros no Sudeste é da década de 50,
quando foi cultivado no Instituto Agronémico
de Campinas, na unidade experimental de
Ubatuba e simultaneamente na propriedade
particular de Jose F. Pegorell, em
Caraguatatuba no estado de Sao Paulo.
Inicialmente foi uma planta disseminada
apenas como ornamental (Bovi, 1984).

A partir de 1969 a jucara passou a ser
explorada em seu bioma natural
predatoriamente para extragcdo do palmito,
sendo que o seu corte para a industria de
palmito suscetibilizou a sua quase extingao,
pois por ser uma palmeira de estipe unico,
que nao emite brotacbes laterais e nao
formam touceiras, o0 seu uso para palmito
exige o corte e impossibilita a sua
regeneragao (Bovi et al., 1987; Reis, 2000;
Matos & Bovi, 2002). J& o agaizeiro, por
formar touceiras, mesmo com o corte de
alguns de seus estipes maduros, ainda é
capaz de se regenerar, 0 que levou esta
espécie ser cogitada como fonte de matéria
prima para o palmito, em substituicdo a jucara
da Mata Atlantica.

As primeiras comparagdes quanto a
produtividade de palmito entre as espécies
constataram que o agaizeiro produz palmitos
em diametros bem inferiores e de
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caracteristicas organolépticas menos
delicadas que as do palmiteiro jugara, contudo
a caracteristica de perfilhamento é uma
grande vantagem agronémica para o manejo
do palmito (Bovi, 1984). A partir disso, as
pesquisas do IAC voltaram-se para a
obtencdo, reconhecimento e manejo dos
hibridos formados entre as duas espécies
(Bovi, 1984; Bovi et al., 1987; Balve, 1988;
Campos et al., 1991).

Os hibridos foram obtidos por
diferentes técnicas de polinizagdo, entre
polinizacao natural, assistida e controlada. A
principal forma utilizada foi a partir de técnicas
de retirada e armazenamento de pdlen e
emasculagao e protegcdo das raquilas (Bovi,
1984; Bovi et al., 1987a). Constatou-se que o
pegamento dos frutos formados por este
sistema variava entre 43 e 89%, sendo
correlacionado com o] tempo de
armazenamento do pdlen e com o manuseio
da inflorescéncia (Bovi et al., 1987a).
Constatou-se ainda que o amadurecimento
das sementes hibridas formadas por este
sistema dava-se no mesmo periodo da
formacdo das sementes autofecundadas,
ambas ocorrendo entre 150 e 160 dias (Bovi
et al., 1987a).

Por esta técnica foram obtidos éxito
trés tipos de cruzamentos: E. oleracea x E.
edulis, o seu reciproco (E. edulis x E.
oleracea) e o retrocruzamento do hibrido (E.
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oleracea x E. edulis) x E. edulis (Bovi et al.,
1987b; Campos et al., 1991). Com esses
cruzamentos e avaliagcbes a partir de
descritores morfoagronémicos percebeu-se
que a caracteristica de perfilhamento ocorre
apenas quando E. oleracea é o genitor
feminino, sendo irregular com uma frequéncia
de 70 a 80%, o que levou a suspeita de que a
heranca dessa caracteristica seja materna
(Bovi, 1984; Bovi et. al.,1987b). Através
dessas pesquisas foi constatado que esses
hibridos sao precoces e rusticos, toleram
maiores niveis de insolacdo e sao mais
resistentes a doencgas, quando comparados
com seus genitores (Bovi, 1984; Bovi et al.,
1987a; Bovi et al., 1987b; Campos et al.,
1991).

A experiéncia de hibridagcdo entre as
duas espécies também ficou conhecida
através de um agricultor do Vale do Ribeira
chamado Jorge Tuzino, que promoveu
plantios de consorcios entre as duas espécies
na década de 1970, na sua propriedade
localizada em Miracatu-SP, nos quais foram
utilizadas procedéncias de acaizeiros de
Tucurui-PA como genitores maternos, sendo a
polinizacdo aberta e o0 consorcio com
apicultura o sistema utilizado para os
cruzamentos (Informacdo pessoal Jorge
Tuzino em 15/09/2015).

Ele utilizou a mesma classificagdo do
IAC, através da particao dos foliolos, e todas
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as progénies com mais de trés foliolos foram
reconhecidas como hibridos. As progénies
com apenas dois foliolos ela chamou de “acai
melhorado”, pois apresentava os foliolos como
nos acgaizeiros, porém mais largos, que
formavam plantas tolerantes a insolagao,
sombreamento e encharcamento, sendo mais
vigorosas que 0s agaizeiros da Amazodnia e a
jugara da Mata Atlantica (Campanelli, 2005;
Venturieri et al., 2016) (Figura 1).

Figura 1. Acai melhorado e hibridos no Centro
de Educacdo Ambiental Jorge Tuzino Leite —
Miracatu - SP. A; Jussara Fernanda Santos,
Jorge Tuzino Leite e prof. Giorgini Augusto
Venturieri, juntos a um “agai melhorado”
adulto. B; Progénies com morfotipos com mais
de trés foliolos e bifoliolados. C; Progénies de
“acais melhorados” em area alagada.

Apesar desses hibridos terem sido
estudados nas unidades do IAC, o que
possibilitou a certificacdo genética de alguns
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dos morfotipos quando foram formados por
polinizacao controlada (Balvé, 1988; Sawazaki
et al.,, 1998), ainda existem muitas lacunas
sobre a formacdo deles por polinizagcao
aberta, principalmente em relacdo a correta
classificacdo do morfotipo conhecido como
“acai melhorado”, que ¢é fenotipicamente
idéntico ao genitor feminino, mas apresenta
vigor e boa adaptacdo as condigbes
climaticas, com temperaturas mais amenas, o
que levantou a suspeita de que também
possam ser hibridos (Venturieri et al., 2016;
Zambonim et al.,, 2016). A dificuldade na
classificagado dessas progénies dificulta todo o
processo de melhoramento de E. oleracea por
hibridagcado espontanea com E. edulis, pois se
forem hibridos interespecificos, as condicoes
biolégicas e agronOmicas sao distintas das
espécies biologicas (Tibério et al., 2012).

No estado de Santa Catarina a
experiéncia de hibridagdo entre as duas
especies, por polinizagdo aberta, vem sendo
desenvolvida por agricultores que se dedicam
ao cultvo e extraggo de palmito,
principalmente nos municipios de Urussanga,
Guaruva e Joinville. No entanto, esta atividade
ainda é cercada de lacunas, pois depende da
associagdo de muitos fatores biodticos e
abioticos e ndo existem informacgdes sobre os
estoques iniciais de diversidade disponiveis
em colegdes de germoplasma de Euterpe spp.
localizadas nessas regides, tdo pouco sobre o
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funcionamento do sistema de fecundacéo de
acaizeiros quando submetidos a hibridagcao
espontdnea com palmeira jugcara em
condicdes de clima subtropical, o que torna
impossivel prever o sucesso da hibridacéo e
as combinagdes dos gendtipos. Diante disso,
a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina — EPAGRI -
SC iniciou estudos com experimentos de
caracterizagdo, manejo e melhoramento
genético com espécies e hibridos desse
género (Zambonim et al., 2016).

Até recentemente, nas regides sul e
sudeste brasileiras, as iniciativas de
melhoramento e hibridacao entre acaizeiros e
jugcaras focaram apenas o aproveitamento do
palmito, mas atualmente existe forte tendéncia
do mercado para o consumo dos frutos
dessas espécies em forma de polpa, devido a
grande quantidade de antocianina que contém
(Bobbio et al., 2000; Menezes et al., 2008), o
que tem despertado a atencéo das instituicoes
de pesquisa detentoras de banco de
germoplasma dessas espécies, voltada para
producéao de frutos (Zambonim et al., 2016).

Os marcadores moleculares do tipo
microssatélites, ou sequéncias de repeticao
simples (SSR), vém sendo empregados com
sucesso na caracterizagao de colegbes de
germoplasma de diversas espécies de
interesse econémico e ecoldgico (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Gaiotto et al., 2003; Aguiar
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et al., 2007; Weiler et al., 2009; Oliveira et al.,
2010; Reis et al., 2011). 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
aplicagcado deles em diferentes populagdes e
grupos de gendtipos desse género (Gaiotto et
al., 2001; Oliveira et al., 2007; Oliveira et al.,
2010; Oliveira et al., 2012; Azevedo et al.,
2018).

Esta pesquisa justifica-se pela
importancia da caracterizagao de
germoplasma em programas de
melhoramento, foi concebida a partir da
necessidade de preencher lacunas sobre a
formacao por polinizacdo aberta dos hibridos
entre acaizeiros e jugaras, aferir os estoques
de diversidade da colecao de germoplasma de
Euterpe spp., que compde a colecdo da
EPAGRI-EEI, além de elucidar alguns
aspectos bioldgicos basicos envolvidos nessa
pratica. Neste contexto, os objetivos deste
estudo foram;

e A partir de microssatélites,
estudar os acessos adultos da
colecdo de germoplasma de
Euterpe spp. da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa
Catarina - Estacdo Experimental
de Itajai (EPAGRI-EEI) e



28

identificar grupos divergentes
para obtencdo de combinacgdes
com alta diversidade.

e Caracterizar o sistema de
fecundacdo e realizar um teste
de paternidade em trés grupos
de progénies de E. oleracea
submetidas a hibridacao
interespecifica espontanea com
E. edulis e identificar os
doadores de podlen e os hibridos
bifoliolados, além de avaliar a
variabilidade e estrutura genética
dos grupos e gerar informacdes
uteis para programas de
melhoramento de Euterpe ssp.
em clima subtropical.

Os objetivos sdo apresentado sem
capitulos distintos, os quais sao referentes a
dois artigos submetidos a Revista de La
Facultad de Agronomia, La Plata — ISSN-
0041-8676. Por conveniéncia, esta tese foi
formatada a partir das normas desta revista.
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Variabilidade genética entre e dentro de
grupos de Euterpe spp. com base em
microssatélites

Resumo

Objetivou-se neste trabalho estudar a
diversidade entre e dentro de acessos da
colecdo de Euterpe spp. da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina - Estacdo Experimental de
Itajai (EPAGRI-EEI) e identificar grupos
dissimilares que possam orientar cruzamentos
dirigidos para obtengdo de combinagdes
genotipicas desejaveis. Para tal, foram
testados 18 marcadores microssatélites,
previamente desenvolvidos para Euterpe
edulis Mart.Seis deles — EE54, EE59, EEQ3,
EE45, EE52 e EES9 — foram eficientes e
empregados na obtencdo das estimativas
desejadas. Foram revelados em média15 a 4
alelos por grupo, sendo que o conteudo de
informacao polimoérfica (PIC) variou de 0,305
a0,835. A partir da AMOVA, foram obtidos
valores de variagao de 13% entre grupos, 47 e
40% entre e dentro dos acessos,
respectivamente. O Método bayesiano indicou
a formacdo de quatro grupos, a partir do
dendograma com o método Ward, com 50%
do valor de dissimilaridade foi possivel ilustrar
os quatro grupos formados entre os acessos,
aléem de indicar o0s acessos com
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dissimilaridade baixa (£ 10%). A diversidade
encontrada possibilita a orientacdo de
cruzamentos dirigidos, tanto para formagao de
hibridos intra e interespecificos, como para
retrocruzamentos.

Palavras—chave: Jucara; Acgai; Hibridos;
AMOVA; Ward.
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Genetic variability between and within
groups of Euterpe spp. based on
microsatellites

Abstract

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 -
Itajai 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 - EEOQS3,
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 AMOVA, 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
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and interspecific hybrids formation and for
backcrossing.

Keywords: Jugara; Acai; Interspecific hybrid;
AMOVA; Ward.
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INTRODUGAO

As hibridagdes intra e interespecificas
sdo técnicas amplamente utilizadas por
melhoristas e tem como objetivo principal
potencializar a variabilidade genética das
espécies vegetais de interesse econdmico
(Bovi et al.,, 1987; Cruz et al., 2008). As
combinagdes intraespecificas no género
Euterpe véem sendo estudadas tanto para
obtencado 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 hibridacéo
interespecifica no género teve o objetivo de
obter a associacdo das caracteristicas
desejaveis das espécies, como no caso dos
hibridos E. oleracea x E. edulis, que reunem a
caracteristica de perfilhamento de E. oleracea
e o sabor do palmito de E. edulis (Bovi, 1984;
Venturieri et al., 2016).

A técnica foi aprimorada utilizando a
polinizacdo 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
econdbmica (Kiyuna et al., 1997). Outra
combinacgao obtida foi o hibrido E. precatéria x
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E. espiritosantenses (Oliveira et a., 2010).
Inicialmente estas hibridacbes  foram
desenvolvidas apenas para aproveitamento do
palmito (Bovi, 1984; Bovi et al., 1987) e
atualmente sdo cogitadas como uma
possibilidade @ de  desenvolvimento de
gendtipos melhorados para produgao de frutos
(Zambonim et al., 2016).

Quando as combinagbes de gendtipos
ocorrem por polinizacao controlada,
geralmente os cruzamentos sao orientados
por informacdes baseadas na variabilidade
das caracteristicas fenotipicas dos acessos,
sendo mensurada principalmente por indices
de diversidade, pela predicdo de valores
genéticos e capacidade especifica de
combinacdo (Rocha et al., 2007). Quando os
cruzamentos ocorrem por polinizacdo aberta
ficam sujeitos ao acaso, sendo impossivel
prever os genotipos que serdao formados. O
sucesso dessas combinacdes esta
diretamente relacionado com a manutencao
da diversidade e a obtencdo de melhores
geragoes que apresentem juncéo de atributos
desejaveis (Lanza et al.,, 2000). Neste
contexto, o prévio conhecimento sobre a
distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro grupos e acessos torna-se fundamental
(Aguiar et al., 2007; Furlan et al.,, 2007;
Oliveira et al., 2007).

Os marcadores moleculares do tipo
microssatélites, ou sequéncias de repeticdo
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simples (SSR), vém sendo empregados com
sucesso em espécies florestais de interesse
econdmico (Aguiar et al., 2007; Oliveira et al.,
2010). Estes marcadores sao uteis para gerar
informagbes que embasam estratégias de
conservagao (Gaiotto et al.,, 2003) e de
melhoramento (Chagas et al., 2005; 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
aplicacdo de alguns deles nesta espécie
(Oliveira et al., 2007; Oliveira et al., 2010). A
partir desses marcadores, a divergéncia
genética entre os acessos de agaizeiros e dos
hibridos E. precatéria x E. espiritosantenses
foi estimada com sucesso, sendo a
informacdo util para quantificacdo dos
estoques de diversidade e previsao das
melhores combinacbes entre o0s acessos
(Oliveira et al., 2010).

O constante crescimento do mercado
de palmito e o atual cenario de expansao do
mercado de frutos de E. oleracea para
fabricacao da polpa de acai,
consequentemente promove a expansao das
areas cultivadas com esta espécie, diante
disso fica evidenciada a necessidade do
desenvolvimento de gendétipos melhorados e
adaptados as condi¢gdes ambientais de outras
localidades. O prévio conhecimento sobre os
estoques de diversidade torna-se relevante
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para conducgdo de estratégias de cruzamentos
e combinacbes, sendo uma ferramenta
importante que pode determinar o sucesso do
programa de melhoramento. Portanto,
objetivou-se neste trabalho estudar os
acessos da colecdo de plantas de Euterpe
spp. da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina - Estacao
Experimental de Itajai (EPAGRI-EEIl) e
identificar grupos divergentes para obtencao
de combinagdes com alta diversidade.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na EPAGRI
— EEI (26° 57" 06” S 48° 45’ 38” W), na
colecdo de plantas de Euterpe spp. que é
composta por 81 individuos adultos, divididos
em trés grupos: 48 acessos de E. edulis (EE),
15 acessos de E. oleracea (EO) e 18 acessos
de hibridos E. oleracea x E. edulis (H).

As andlises moleculares  foram
realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular da EElI. O DNA gendmico foi
extraido do tecido foliar fresco das 82
amostras, seguindo o protocolo definido por
Doyle (1991), com alteragdes na adicao de
SDS na etapa de lise e acetato de sédio 3M
na etapa de precipitacdo do DNA. A
quantidade e a qualidade do DNA foram
medidas em biophotometer (Eppendorf,
Germany) e foram preparadas solugdes de
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trabalho na concentragdo de 20ng de DNA por
mililitro. Dezoito marcadores, os quais foram
desenvolvidos previamente para E. edulis
(Gaiotto et al., 2001), foram testados para as
amostras de E. oleracea e hibridos
previamente.Para as reagbes de PCR foi
utilizada a técnica do iniciador M13 (Schuelke,
2000). As reacgdes continham 40ng de DNA,
PCR buffer 1X, 1,5 mM de MgCly, 0,20 mM de
cada dNTP, 0,40 uM de iniciador reverso, 0,10
MM de iniciador frontal e 0,4 pyM de iniciador
M13 marcado com fluorescéncia,1,0 U de Taq
DNA polymerase (Invitrogen), com volume
final de 20uL. Trés diferentes fluoréfloros
foram usados (6-FAM, VIC e PET — Applied
Biosystems, Germany).

As reacoes foram realizadas em um
termociclador Veriti (Applied Biosystems) com
0 seguinte programa: desnaturagao 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 exce¢ao do loco
EE52 que foi 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 extensdo final de 30 min a 72°C. A
andlise dos padroes de fragmentos
amplificados foi realizada em analisador
genético automatico AB 3130 (Applied
Biosystems) com capilar de 36 cm e polimero
POP7 seguindo as recomendacbes do
fabricante. Os dados de amplificacdo de
bandas foram anotados em numero de pares
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de bases (pb), conforme a genotipagem
fornecida pelo programa GeneMapper 4.0
(Applied Biosystems).

O programa GenAlex (Peakall &
Smouse, 2006) foi usado para a avaliagao da
variabilidade dentro e entre os grupos e
acessos, com a significancia testada a partir
de 999 permutagdes para a obtencdo das
seguintes estimativas: numero de alelos por
loco (Na), numero efetivo de alelo (Ne) alelos
privados (Ap).Com este mesmo programa foi
estimada a matriz de distancia genética entre
0S acessos.

O conteudo de informagao polimorfica
(PIC) (Weir, 1996) foi estimado para cada loco
com auxilio do programa Cervus 3.0 (Marshall
et al., 1998, Kalinowski et al., 2010):

PIC—1—(ZpE)—(Z Z 2% b}

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
numero de grupos. Para a inferéncia
populacional produzida foi executada com a
informacdo das populagdes pré-definidas,
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
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independentes, cada cadeia com um
comprimento de 50.000 iteragbes, 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
nos testada por 999 permutagdes 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, EES9) foram transferidos
para as amostras utilizadas e todos foram
altamente polimérficos, com PIC foi acima de
0,5, em E. edulis e nos hibridos, exceto EE45
em E. edulis que teve valor de 0,489. Com
excecdo do EE54 que foi altamente
polimorfico em todos os grupos, os demais
SSR foram menos polimorficos 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



47

acessos deE. 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 Nade 12, 15 e 4
para H, EE e EO, respectivamente. Houve
diferenga significativa (p < 0,001) das fontes
de variagcdo 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 distdncia 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/EO250 (14) no caso de
combinacdes com E. oleracea. Considerando
0s 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).
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Tabela 1. Estimativas de parametros
genéticos em trés grupos de acessos de
Euterpe spp. a partir de seis locos
microssatélites.

Grupos Locos Amplitude (Pb) Na Ne A, PIC

EE03 118-253 12 3,2 2 0,681
EE45 111-247 9 2,0 4 0,489
EE47 113-276 15 57 5 0,814
Hibridos
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 5,46 0,746
EEO03 217-251 16 10,96 6 0,901
EE45 104-132 9 280 4 0,619
EE47 237-286 16 797 7 0,862
E. edulis
EE52 221-280 20 10,0 9 0,893
EE54 128-179 20 101 5 0,894
EE59 96-128 9 6,96 2 0,841
Média 15 8,14 0,835
EEO03 214-217 2 1,38 1 0,239
EE45 111-113 2 1,22 - 0,164
EE47 233-237 2 164 - 0315
E. oleracea
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

P»= pares de base; N.= numero de alelos; N.= nimero efetivo de
alelos; Ap= alelos privado; PIC= conteudo de informagdo
polimérfica.
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Tabela 2. Analise de variancia molecular

Estatistica o
Fonte GL sQ QM de vV no
. ~ ariacao
variagao
Entre 79043391 39521695 688775 13
grupos
Entre 79 578064,798 7317276  2565,300 47
acessos
Dentro o) 179307,500 2186,677 2186,677 40
acessos
Total 163 836415,689 5440,751 100

GL grau de liberdade; SQ soma dos quadrados; MQ média dos
quadrados.

A utilizagdo do modelo com base em
estatistica bayesiana permitiu identificar
quatro grupos (Figura 2) com um valor Fst
igual 0,4214.

Figura 2. Agrupamento dos acessos para K =
4

O dendograma gerado apresentou
correlacao cofonética 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;
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[l — 16 acessos de EE e IV com 18 acessos,
sendo 16 de EE e dois de H. Com 0,5% de
dissimilaridade foram agrupados 16 pares de
acessos, além de que no grupo | trés
subgrupos com até trés acessos de E.
oleracea foram formados, indicando a baixa
divergéncia entre eles (Figura 3).

——

Mﬁﬂ%ﬁ%m h%

.....

ﬁﬁm Mm

Figura 3. Agrupamento pelo método Ward
entre acessos de Euterpe spp. da colecdo da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Cataria- Estacao
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Experimental de Itajai — EPAGRI - EEI
Grupos formados a partir de 50% de
dissimilaridade.

DISCUSSAO

Entre os SSR transferidos para E.
oleracea no presente estudo, quatro deles
(EE45, EE47,EE52 e EES59) nunca haviam
sido empregados nesta espécie, sendo o0s
locos EE2, EE3, EE8, EE15,EE23,EE43 e
EE54 os unicos que ja foram utilizados
anteriormente (Gaiotto et al., 2001; Oliveira et
al., 2007; Oliveira et al., 2010). Azevedo et al.
(2018) confirmaram a eficiéncia dos 18 locos
em E. precatoria, sendo que entre estes, EE2,
EE3, EE8, 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 conservagao de sitios que
flanqueiam os microssatélites (Ferreira &
Gratapalgia, 1998; Alves, 2002; Pinto, 2007).
No género Euterpe, Oliveira et al. (2016)
constataram que E. precatdria possui um
genoma maior que o de E. edulis e E.
oleracea, sendo os arranjos estruturais dos
cromossomos as principais forgcas de evolugao
que atuam sobre o cariétipo, o que faz com
que as espécies possuam um nivel



52

intermediario de evolugdo dentro da familia.
Esta €& 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 transferidos detectaram
niveis heterogéneos de variacdo 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
satisfatorios 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 exceg¢ao do EE54 e
EE47, os demais locos foram pouco
polimorficos, com baixo poder de
discriminagao. Além disso, nesses acessos 0
EE52 foi monomorfico, segundo Azevedo et
al. (2018) isso pode ser uma consequéncia de
que o loco seja parte de fragmentos de genes
conservados.
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Para os demais grupos de acessos, 0s
niveis de variabilidade alélica e polimorfismos
foram altos em todos os locos, equivalentes
ou superiores ao detectado em populacdes e
acessos de E. oleracea localizados na regido
amazoénica (Oliveira et al., 2010; Costa et al.,
2012; Benvindo et al., 2018; Azevedo et al.,
2018) e populagdes naturais de E. edulis
(Gaiotto et al., 2003; Conte et al., 2005). Os
resultados indicam que o0 numero de amostras
pode ter sido limitado para detectar alelos com
frequéncias baixas nos acessos de E.
oleracea, o que provavelmente nao ocorreu
nos demais grupos.

A partir da AMOVA constatou-se
diferenca significativa entre os trés grupos,
indicando estruturacdo 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
compdéem os trés grupos. Os resultados
obtidos a partir da abordagem bayesiana
corroboram com resultados da AMOVA, pois,
a formagdao de quatro grupos fortalece a
hipotese de existéncia de estruturagao
genética, sendo que o conjunto dos gendtipos
avaliados pode ser considerado diversificado
e promissor para formagcdo de combinagdes
para programas de melhoramento.
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A correlacdo 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 formagao dos quatros grupos
fica visivel, sendo condizente com resultado
obtido pelo método com estatistica bayesiana.
Os resultados obtidos permitem inferir que
existe sub estruturacdo dentro do grupo de
acessos de E. edulis que compde a colegao
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 colecao de
germoplasma do Instituto Agronémico de
Campinas, na qual os hibridos também se
apresentarammais proximos de E. oleracea,
espécie utilizada como progenitor feminino
(Sawasaki et al., 1998).

Os resultados possibilitam a instrucéo
das combinagbes com maior divergéncia,
sendo o cruzamento mais divergente entre
acessos das distintas espécies, como ja era
esperado. No entanto, a alta divergéncia entre
0s acessos de E. edulis e a sub estruturagao
desse grupo indica o potencial dos
cruzamentos intraespecificos entre acessos
dessa espécie. A alta diversificagao entre e
dentro de individuos dessa espécie ¢é
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corriqueiramente  relatada em  estudos
desenvolvidos em populagdes naturais, sendo
relacionada a diversos os fatores:
funcionamento do sistema reprodutivo,
padroes de dispersdo de podlen e sementes,
grau de fragmentagdo e conservagdo de
remanescentes florestais, além da
procedéncia geografica (Gaiotto et al., 2003;
Seoane et al., 2005; Conti et al., 2008). Pode-
se considerar que esse grupo de gendtipos
atende o objetivo inicial da formacado da
colecado de campo da EEIl com esta espécie.

Os cruzamentos entre acessos da
espécie E. oleracea seriam 0s com menor
divergéncia, o que pode ser justificado pela
caracteristica dos acessos estudados, que ja
passaram por algum processo de selegéo
antes de serem introduzidos nessa regidao. Os
retrocruzamentos com esta espécie seriam
menos divergentes em comparagao com 0s
retrocruzamentos com acessos de E. edulis.
Apesar de nao terem sido detectados acessos
idénticos, sao desestimuladas as
combinagdes que apresentaram alta
proximidade genética (210), conforme
anteriormente sugerido para colegbes de
germoplasma de acaizeiros da Amazobnia
(Oliveira et al., 2010).

Apesar dos hibridos Euterpe
comercialmente cultivados nas regides sul
serem formados por polinizagao aberta,
através do consorcio entre acaizeiros e
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palmeira jucara (Venturieri et al., 2016;
Zambonim et al., 2016), o retrocruzamento por
polinizagéo controlada é relatado por Campos
et al. (1991), com a formacéo do hibrido (E.
oleracea x E. edulis) x E. edulis, indicando que
esta ja foi uma possibilidade testada para
combinacdo e fixagdo de caracteres
desejaveis. Neste contexto, os resultados
obtidos sdo importantes para instrugcao das
melhores combinagdes entre os acessos das
espécies com os hibridos, indicam que neste
caso, a maior heterozigosidade pode ser
obtida a partir do uso de alguns acessos de E.
eduliscomo genitores.

CONCLUSAO

Os seis marcadores foram polimoérficos
para o conjunto de acessos avaliados. Sendo,
portanto, eficientes para estimar a
variabilidade entre e dentro dos grupos,
permitindo a distingdo dos genodtipos mais
similares e mais divergentes. A diversidade
encontrada possibilitara a orientagdo de
cruzamentos dirigidos, tanto para formacgao de
hibridos intra e interespecificos como para
retrocruzamentos.
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Parametros genéticos e teste de
paternidade em progénies de Euterpe
oleracea produto da hibridagao espontanea
com Euterpe edulis em clima subtropical

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o sistema
de fecundagdo e a distribuicdo da
variabilidade molecular entre e dentro de trés
grupos de progénies de polinizagdo aberta de
Euterpe oleracea, além de realizar um teste
de paternidade para identificacdo dos
genitores  masculinos e promover a
certificacao genética das plantulas
bifolioladas. Para tal, foram utilizados seis loci
microssatélites em 306 amostras. Os grupos
de progénies sao resultado de um sistema
misto de fecundacdo, com auséncia de
cruzamentos entre aparentados, sendo
alogamos (tm e ts = 1,0), com correlagao de
autofecundagao (rt) igual a 0,110. Foram
constatados diferentes graus de parentescos,
entre 15,5 a 26,1% de irmaos completos. A
paternidade foi atribuida para 51% e 24% das
amostras, com 80 e 95% de confianca
respectivamente. Foram identificados 22
doadores de podlen e uma autofecundagao,
verificou-se que o morfotipo bifoliolado nao é
garantia de cruzamento intraespecifico, ja que
quatro progénies foram identificadas como
hibridos interespecificos. Foram detectados
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em média 7 a 12,3 alelos por locu e uma
heterozigosidade média observada entre
0,382 a 0,898 e a esperada entre 0,354 a
0,693. O indice de fixacao foi entre -0,053 a -
0,319. A variacao entre os grupos foi de 5%,
sendo 95% dentro deles. Os resultados
indicam boas perspectivas para realizagao de
trabalhos futuros relacionados a predi¢cao de
ganhos genéticos a partir da selegcéo entre e
dentro dos grupos de progénies.

Palavras chave; acai melhorado, jugara,
microssatélites, teste paternidade, polinizacéo
aberta.
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Genetic parameters and paternity test in
progenies of Euterpeoleracea originated
from spontaneous hybridization with
Euterpeedulis in subtropical climate

Abstract

The objectives of this study were to analyze
the breeding system and the distribution of
molecular variability among and within three
groups of open pollinated progenies of
Euterpe oleracea, in addition to performing a
paternity test to identify the male parents and
to further the genetic certification of the
bifoliolate seedlings. With this purpose, we
applied six microsatellite loci markers to 306
samples. The progeny groups are the result of
a mixed breeding system, with no crosses
between relatives, withal logamy(tm and ts =
1), and self-fertilization correlation (rf) of 0.11.
Different degrees of kinship were found, with
complete siblings between 15.5 and 26.1%.
Paternity was attributed to 51% and 24% of
the samples, with 80 % and 95% confidence,
respectively. Twenty-two pollen donors and
one self-fertilization were identified. We also
found that the bifoliolate morphotype does not
assure the occurrence of intraspecific crosses,
since four progenies were identified as
interspecific hybrids. A mean from7 to 12.3
alleles per locus was detected. The average
heterozygositywas observed between 0.382
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and 0.898 and the expected heterozygosity
between 0.354 and 0.693. The fixation index
was estimated between -.053 and -0.319. The
variation between groups was estimated at5%
and within groups was 95%. The results
indicate good prospects for future work related
to the prediction of genetic gains from the
selection among and within the progeny
groups.

Keywords; Genetically improved acai, Jugara,
Microsatellites, Paternity test, Open
pollination.
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INTRODUGAO

A espécie Euterpe oleracea Mart. é
conhecida popularmente como acaizeiro,
sendo distribuida naturalmente por toda regido
amazobnica (Henderson & Galeano, 1996).
Devido ao seu potencial comercial,
principalmente para oferta de produtos para
as industrias de palmito em conserva e polpa
de frutos, sua introdugcdo em varias regides do
Brasil e o estabelecimento de cultivares foi
incentivado (Oliveira, 2000). O cultivo desta
espécie na regiao sul apresenta limitagdes,
devido a falta de adaptagdo a alguns fatores
ambientais, como a ocorréncia de geadas e
fortes ventos. Uma opg¢ao de melhoramento
dessa espécie para estas condi¢cdes foi a sua
hibridacdo com a espécie nativa da Mata
Atlantica Euterpe edulis Mart. ou palmeira
jucara, visando a producao de progénies F1
de hibridos interespecificos com potencial de
cultivo comercial (Bovi, 1984; Bovi et al., 1987;
Venturieri et al., 2016; Zambonim et al., 2016).

As vantagens agrondémicas dos hibridos
Euterpe spp. foram obtidas a partir da reuniao
de determinadas especificidades fenotipicas
de seus parentais, entre as quais, a
capacidade de fixagcdo do perfilhamento em
alguns individuos e a heliofilia na fase juvenil
da planta, caracteristicas exclusivas do E.
oleracea, com a qualidade organoléptica do
palmito e a adaptagao ao clima subtropical de
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E. edulis (Bovi et al., 1987; Campos et al.,
1991). Quando comparados com seus
genitores, os hibridos apresentam melhor
desenvolvimento vegetativo, maior
produtividade de palmito por planta, alto
potencial econdmico conforme relatado por
Bovi et al. (1987), Campos et al. (1991) e
Kiyuna et al., (1997).

Estes hibridos podem ser formados
através de duas técnicas que foram estudadas
pelo Instituto Agrondmico de Campinas - IAC,
a hibridagcdo espontdnea e a polinizagao
controlada (Bovi, 1984). A técnica de
hibridagcado espontanea é a mais utilizada entre
os agricultores, sendo a mais difundida nas
regides do Vale do Ribeira-SP e litoral de
Santa Catarina, na qual os produtores
promovem a facilitacdo dos cruzamentos
interespecificos através do consorcio entre as
duas espécies no mesmo pomar, a uma
distancia inferior a 10 metros (Venturieri et al.,
2016).

Os cruzamentos espontaneos tém
exclusivamente plantas de E. edulis como
doadoras de podlen e plantas de E. oleracea
como matrizes maternas (Venturieri et al.,
2016). As progénies obtidas por este processo
apresentam uma elevada variabilidade de
morfotipos fenotipicamente observaveis, que
podem ser classificados ainda na fase de
plantula, a partir da comparagao do nivel de
segmentacdo da primeira folha, pois E.
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edulisapresenta a primeira folha com seis a
oito foliolos com um aspecto palmado,
enquanto que em E. oleracea a primeira folha
€ bifoliolada (Belin-Depoux & Queiroz, 1971;
Queiroz, 2000; Bovi, 1984; Tibério et al., 2012;
Zambonim et al., 2016).

Zambonim et al., (2016) observaram
que a ocorréncia de morfotipos provenientes
de trés matrizes de E. oleracea, submetidas a
hibridacdgo com E. edulis, variaram
significativamente. Segundo esses autores, a
ocorréncia de progénies bifolioladas foi
superior a todos os demais morfotipos,
variando entre 27,5 e 97,4%, enquanto que as
progénies com quatro foliolos ocorreram entre
0,8 e 6,7%, com cinco foliolos entre 0 e 12,7%
e com seis foliolos entre 1,8 e 41,3%
(Zambonim et al., 2016). As progénies com
quatro a seis foliolos foram consideradas
hibridos interespecificos, pois apresentaram
caracteristicas do edfilo semelhantes ao E.
edulis, doador do pdlen (Bovi, 1984; Tibério et
al., 2012; Zambonim et al., 2016). Enquanto
que as progénies bifolioladas, considerando a
similaridade com o genitor feminino, foram
previamente classificadas como produto de
autofecundagdo em E. oleracea (Bovi, 1984;
Balvé, 1988; Tibério et al., 2012).

No entanto, estudos sobre o sistema de
fecundagao de populacdes de espécies do
género Euterpe indicam que a
autofecundagdo ocorre em proporgoes bem
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menores, sendo questionavel a relacédo
previamente estabelecida entre a formacéo de
progénies bifolioladas e este sistema de
fecundacgao (Ballvé, 1988; Gaiotto et al., 2003;
Seoane et al.,, 2005a; Lima, 2014). Além
disso, estas progénies, popularmente
conhecidas como “acais  melhorados”,
apresentam boa capacidade de germinagéo,
alto vigor e adaptacgao as condi¢des climaticas
da regido sul, o que leva a suspeitar que
sejam fruto de cruzamentos interespecificos
(Zambonim et al., 2016; Venturieri et al.,
2016). Ja foi constatado que a segregacgao da
heranca da forma da folha pode ser
controlada por genes com efeito aditivo, que
levam a formacdo de hibridos com fendtipos
extremos que sdo idénticos a um dos
parentais (Oliveira et al., 2002). Assim, a
prévia classificacdo dessas progénies como E.
oleracea, produto de autofecundacéo, pode
estar equivocada.

A dificuldade na classificacdo dessas
progénies dificulta todo o processo de
melhoramento de E. oleracea por hibridagao
espontanea com E. edulis, pois se forem
hibridos interespecificos, as condi¢des
biolégicas e agronémicas sao distintas das
espécies bioldgicas (Tibério et al., 2012). Isso
influencia diretamente nas escolhas dos
métodos a serem adotados para a exploragao
futura  desses gendtipos. A  correta
classificagcao dessas progénies esta
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relacionada a compreensao do funcionamento
do sistema de fecundagdo das matrizes
maternas, diante disso, o melhoramento de E.
oleracea, por hibridacido interespecifica com
E. edulis, inicialmente deveria ser pautado
pela determinagdo da forma preferencial de
acasalamento, além da correta classificagdo
das progénies com fendtipo idéntico ao do
genitor feminino.

Além disso, o0 maior sucesso do
melhoramento genético depende do
conhecimento de varios aspectos, entre os
quais a identificagdo dos genitores, o
conhecimento das relagdes de parentesco das
progénies e a distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentro das familias (Lanza et
al., 2000; Coelho et al., 2007; Grattapaglia et
al., 2004). Estudos dessa natureza sdo uteis
para auxiliar em diversas fases do
melhoramento, como na selecdo de matrizes
e estratégias de combinagao de gendtipos, no
desenho de esquemas de selegdo e na
escolha do melhor modelo a ser aplicado na
selecdo e na predicdo de ganhos genéticos
(Resende et al., 1990; Paula et al., 2002).

Neste  contexto, oS marcadores
microssatélites, ou sequéncias de repeti¢cdes
simples  (SSR), apresentam-se  como
importantes ferramentas, pois sao
amplamente indicados para avaliagdo de
diversos parametros genéticos em populagdes
de plantas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Para E. edulis foram desenvolvidos 18 SSR
especificos, dos quais alguns foram
transferidos com sucesso para E. oleracea, o
que possibilitou a aplicacdo deles nas duas
espécies mencionadas (Gaiotto et al., 2001;
Oliveira et al., 2010). Considerando que os
mercados de palmito e polpa de frutos estédo
em crescente expansdo nos mercados
nacional e exterior, o emprego desses
marcadores pode ser utilizado para instruir
taticas de melhoramento para atender
demandas emergenciais de  gendtipos
melhorados, conforme sugerido por
Grattapaglia et al. (2004).

O objetivo deste estudo foi, a partir de
SSR, caracterizar o sistema de fecundacao e
realizar um teste de paternidade em trés
grupos de progénies de E. oleracea, produto
da hibridagao interespecifica espontanea com
E. edulis, para a identificacdo dos doadores
de pdlen e hibridos bifoliolados, além de
avaliar a variabilidade e estrutura genética
desses grupos e gerar informagdes Uteis para
programas de melhoramento de Euterpe spp.
em clima subtropical.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da area e familias de
polinizagao aberta

Este trabalho foi realizado na Empresa
de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural
de Santa Catarina/Estagdo Experimental de
Itajai (EEI) em Itajai — SC - Brasil (26° 57' 06”
S 48° 45 38” W). O clima da regiao é Cfa,
subtropical constantemente Umido, sem
estacdo seca definida, com verdo quente. A
temperatura média da regido é de 20°C, a
média das maximas é de 27°C e a média das
minimas de 15°C Thomé et al.,, 1999). A
precipitacdo média anual varia de 1430 a
1.908 mm (Thomé et al., 1999).

A colecdo de palmeiras do género
Euterpe da EEI é composta por acessos de E.
oleracea, que foram introduzidos na década
de 1990 e por acessos de E. edulis de
diferentes locais do estado de SC. Trés
plantas matrizes de E. oleracea, genitores
femininos, foram estabelecidas em consoércio
com os individuos adultos de E. edulis da
colecdo. Estes acessos estdo dispostos em
linhas, a uma distancia menor que 10 metros
entre si, compdem as matrizes maternas e
paternas de Euterpe de melhoramento da EEI,
ocupando uma area de 0,5 ha.

Em julho de 2015 foram coletados
frutos formados a partir de polinizacao aberta,
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das trés matrizes de E. oleracea. Suas
sementes foram germinadas na casa de
vegetacdo da EEI, com ambiente controlado.
As progénies obtidas foram separadas por
matriz materna, denominados grupos um dois
e trés, respectivamente. Posteriormente foram
classificadas em quatro morfotipos de acordo
com a particdo do limbo foliar da primeira
folna fotossinteticamente ativa  (edfilo),
conforme previamente proposto por Bovi
(1984) e Tibério et al. (2012) e realizado por
Zambonim et al. (2016) neste mesmo conjunto
de progénies (Figura 4).

Figura 4. Morfotipos de progénies E. oleracea
consorciadas com E. edulis classificadas de
acordo com a particdo dos foliolos; A) dois
foliolos (bifoliolados); B) quatro foliolos; C)
cinco foliolos; D) seis foliolos.Foto: Zambonim
et al., 2016.
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Analise molecular de microssatélites

O DNA genbmico foi extraido do tecido
foliar fresco de um total de 306 amostras,
sendo 266 progénies e 37 candidatos a
genitores masculinos e trés genitores
femininos, seguindo o protocolo definido por
Doyle (1991), com alteragbes na adicdo de
SDS na etapa de lise e acetato de sddio 3M
na etapa de precipitacdto do DNA. A
quantidade e a qualidade do DNA foram
medidas em biophotometer (Eppendorf,
Germany) e preparadas solugdes de trabalho
na concentracédo de 20 ng de DNA por mililitro.

Foram usados os loci EEQ3, EE45,
EE47, EE5S2, EE54 e EES9, desenvolvidos
para E. edulis (Gaiotto et al.,, 2001). A
amplificacdo deles foi a partir da técnica do
iniciador M13 (Schuelke, 2000). As reacgdes de
PCR continham 40ng de DNA, PCR buffer 1X,
1,5 mM de MgCl,, 0,20 mM de cada dNTP,
0,40 yM de iniciador reverso, 0,10 uM de
iniciador frontal e 0,4 uM de iniciador M13
marcado com fluorescéncia, 1,0 U de Taq
DNA polymerase (Invitrogen), com volume
final de 20uL. Trés diferentes fluordfloros
foram usados (6-FAM, VIC e PET — Applied
Biosystems, Germany).

As reacbes foram realizadas em um
termocicladorVeriti (Applied Biosystems) com
0 seguinte programa: desnaturacao inicial por
5 min a 94°C, 30 ciclos de 45s a 94°C, 45 s a
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temperatura de anelamento sugerida por
Gaiotto et al. (2001), com excegado do locos
EE52 que foi 58°C, 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 extensdo final de 30 min a 72°C. A
andlise dos padrbes de fragmentos
amplificados foi realizada em analisador
genético automatico AB 3130 (Applied
Biosystems) com capilar de 36 cm e polimero
POP7 seguindo as recomendagbes do
fabricante. Os dados de amplificacido de
bandas foram anotados em numero de pares
de bases (pb), conforme a genotipagem
fornecida pelo programa Gene Mapper 4.0
(Applied Biosystems).

Sistema de fecundagdao e teste de
paternidade

Foram analisadas 34, 134 e 94
individuos do grupo um dois e trés,
respectivamente. Para as estimativas do
sistema de fecundacdo foram utilizados os
modelos misto de reprodugdo e de
cruzamentos correlacionados, o0s quais
assumem que as progénies foram geradas por
uma mistura de cruzamentos aleatorios e de
autofecundacao (Clegg, 1980; Ritland & Jain,
1981).

Através de estimativas de maxima
verossimilhanca (Ritland & Jain 1981), com o
auxilio do programa MLTR, foram estimadas
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para cada grupo de progénies as taxas de
cruzamento multiloco (fm) e unilocos (ts),
cruzamento entre aparentados (fm- ts)
correlacdo de autofecundacédo (rf) e de
paternidade (rp) (Ritland, 2002). O erro
padrao dessas estimativas foi calculado pelo
método  “bootstrap”, utilizando-se  1.000
permutagcées dentro das progénies (Ritland,
2002).

Para as analises de paternidade foram
amostradas a trés matrizes maternas de E.
oleracea, além de 37 acessos de E. edulis
candidatos a doadores de pdélen. Da matriz um
foram avaliadas 27 progénies bifolioladas, 4
progénies de quatro foliolos, 3 com seis
foliolos. Da matriz dois foram avaliadas 30
progénies bifidas, 29 com quatro foliolos, 40
com cinco e seis foliolos. Da matriz trés foram
avaliadas 4 progénies bifolioladas, 14 com
quatro foliolos, 39 com cinco foliolos e 36 com
seis.

Os programas Cervus 3.0 (Marshall et
al., 1998, Kalinowski et al., 2010) e GenAlex
(Peakall & Smouse, 2006) foram utilizados
para gerar estimativas de variabilidade e
confirmar a eficiéncia dos marcadores antes
da analise de paternidade e foram estimados
0 numero médio de alelos por locu, a
heterozigosidade @ média  observada e
esperada, o indice de fixagdo médio (Fis) além
do conteudo médio de informacao polimérfica
(PIC), calculado pela formula:
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PIC=1- (ip?) = (ni Z 2p? p})

i=1 j=i+1

A probabilidade de um individuo ser
atribuido como doador de pdlen foi realizada a
partir da comparagdo dos gendtipos das
progénies com os gendtipos dos candidatos,
através de exclusao de paternidade, com
auxilio do programa Cervus 3.0 (Marshall et
al., 1998; Kalinowski et al., 2010). A analise foi
realizada a partir de duas simulagdes, uma
sem informar o genitor feminino, outra
informando. Em ambas, as trés matrizes
maternas foram incluidas como possiveis
genitores masculinos.

Para cada locu e cada candidato a
doador de pdlen foi calculada a razdo de
maxima probabilidade de paternidade (LR),
pela seguinte formula;

H(1)

LR = H(0)

Nesse modelo a hipétese H(1) assume
que o candidato € o verdadeiro doador de
polen e a hipétese H(0) representa que o
candidato é de ocorréncia aleatoria na
amostragem. A probabilidade total de
paternidade foi calculada pela multiplicagao do
LR de todos loci, assumindo o equilibrio de
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ligacéo. A partir dai foi calculado um logaritmo
natural da probabilidade total, chamado LOD
score. A partir da diferenga dos valores dos
LOD score do primeiro candidato com o do
segundo candidato mais provavel, foi
calculado um delta critico. A confiangca do
valor do delta critico foi simulada com dois
niveis, 80% e 95% (Marshall et al.,1998).

Para garantir a participacao de todos os
alelos revelados na simulacdo considerou-se
a frequéncia alélica igual a zero, com 10.000
permutacdes, sendo 0,01 a proporcido de
erros de digitacdo, 0,99 a percentagem de
locos digitados corretamente. Considerando a
possibilidade de fluxo génico em largas
escalas usou-se como 50% a probabilidade de
todos os candidatos terem sido amostrados.

A partir dos resultados da simulacdo
com genitor feminino conhecido, foi calculado
0 sucesso reprodutivo dos doadores de podlen
(Srp), identificados com 80% de confianga em
cada matriz, através pela raz&o entre numero
de progénies fecundadas pelo doador de
polen (npi) e o numero total de progénies com
doador de pélen determinado (nd);

npi
Srp = —
s nd
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Variabilidade e estrutura genética

Para a caracterizacdo da distribuicdo
da variabilidade genética entre e dentro dos
grupos de progénies formadas por polinizagéo
aberta, a partir de distintos cruzamentos em
trés matrizes de E. oleracea, foram
empregados seis loci microssatélites. A
amostragem dos grupos foi a mesma utilizada
nas estimativas do sistema de cruzamento, no
entanto, com seis marcadores microssatélites.
O programa GenAlex (Peakall & Smouse,
2006) foi usado para obter as estimativas
medias da variabilidade intrapopulacional,
juntamente com erros padrdes, quais sejam;
niumero de alelos por locus (Na), a
heterozigosidade observada (Ho), calculada
pela proporcdo entre o numero de
heterozigotos em cada locus (HL) e o numero
total de individuos amostrados (N), a
heterozigosidade esperada (He) sob equilibrio
de Hardy-Weinberg, calculada a partir da
frequéncia alélica (pi);

He = 1—(Zp§)

Para avaliar evidéncias de endogamia
foi calculado o indice de fixacao Fis;

_ He — Ho
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A distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro dos grupos de progénies foi
estimada por andlise de varidancia molecular
(AMOVA), sendo a significancia testada a
partir de 999 permutacdes, com auxilio do
programa GenAlex (Peakall & Smouse, 2006).

RESULTADOS

A partir dos seis SSR empregados nas
amostras de progénies e genitores (306),
foram revelados 108 alelos, com média de 18
alelos por locus. Foram obtidas as seguintes
estimativas; heterozigosidade média esperada
(He) 0,700, observada (Ho) 0,789, o indice de
fixagdo (Fis) médio (-0,127), o conteudo de
informacéao polimérfica (PIC) médio (0,682). O
locus EE54 foi o mais polimdérfico (0,869) e o
EE45 o menos (0,479).

Todos os loci estavam em equilibrio de
Hardy & Weinberg, sendo alto o numero
médio de alelos e as estimativas de
diversidade. Apesar disso, o EE52 foi excluido
das analises do sistema de fecundagao, pois
segundo Ritland & Jain (1981), para o locus
ser eficiente ele necessariamente tem que
apresentar no minimo dois alelos iguais, com
frequéncias menores que 0,1, o que nao foi
possivel a partir das amostras utilizadas nesta
fase do trabalho.
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Foram revelados 83 alelos partir do
emprego de cinco loci nas amostras de
progénies, que foram suficientes para avaliar
o funcionamento do sistema de fecundacao
dos trés grupos. As taxas de cruzamentos
multiloci e unilocus foram altas, sem diferenca
da unidade e indicaram auséncia de
cruzamentos entre aparentados, nos ftrés
grupos de progénies. A correlagdo de
autofecundagao foi significativa em todos os
grupos e a correlagédo de paternidade (rp)
indicou ocorréncia de 15 a 26,6% de irmaos
completos nos grupos trés e dois
respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas do sistema de
fecundagao de trés grupos de progénies de E.
oleracea de polinizagédo aberta em Itajai-SC.

Estimativas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
tm 1,000 (0,0) 1,000 (0,0) 1,000 (0,0)
ts 1,000 (0,0) 1,000 (0,0) 1,000 (0,0)
tm-ts 0,0 0,0 0,0
mn 0,0 0,261 (0,02) 0,155 (0,01)
rt 0,110 (0,01) 0,110 (0,01) 0,110 (0,01)

tm taxa cruzamento multiloci; ts taxa de cruzamento unilocus; tm
— ts taxa de cruzamento entre aparentados; rp correlagdo de
paternidade; rt correlagdao de autofecundagdo, em parénteses o
erro padrao.

As atribuicbes de doadores de pdlen
foram superiores ao que era esperado,
considerando os dois niveis de confianca
estimados para os valores do delta critico. Os
valores mais robustos para o delta critico
foram obtidos a partir da simulagcdo com o
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genitor feminino conhecido (24,81 e 27,795),
nas quais as atribuicées foram entre 51% com
confianga relaxada e 24% com confianga
restrita (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo das atribuicbes de
doadores de pdlen para trés matrizes
maternas de E. oleracea sujeitas a hibridagéo
esponténea com E. edulis em ltajai-SC.

Atribuicoes  Atribuicoes

Simulagées Confianga Delta Observadas  Esperadas

80% 24,81 51% 10%

feominio Wh TS % 2

conhecido Na‘f 49% 90%
atribuido

Genit 80% 23,88 41% 0%

enitor

feminino 95% 25,28 23% 1%

desconhecido Naq 59% 99%
atribuido

A partir da simulagdo com o genitor
feminino conhecido e 80% de confianca, as
matrizes um, dois e trés tiveram 14,7, 23, 91 e
32,9% de progénies com atribuicbes de
doadores de polen. Apenas uma
autofecundacgao foi detectada na matriz um,
com 80% de confianga. Com confianga de
95% foram obtidas 2,9, 25,3 e 31,9% de
atribui¢cdes respectivamente.

Dos 40 supostos genitores masculinos
submetidos a analise de paternidade, 22
foram reconhecidos como doadores de pélen.
Apenas o acesso EE283 foi compartilhado
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entre as trés matrizes. Foram detectados seis
doadores exclusivos para matriz dois e quatro
para matriz trés. O sucesso reprodutivo deles
foi variavel entre as matrizes (Figura 5).
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Figura 5. Sucesso reprodutivo dos doadores
de pdlen (SRP) para trés matrizes de E.
oleracea (EO) sujeitas a hibridagéao
espontanea com E. edulis (EE) em Itajai - SC.

Entre as 61 progénies bifolioladas
analisadas, a paternidade foi determinada
para 12 (19,67%) considerando 80 e 95% de
confianga. Entre estes, foram detectados
quatro hibridos interespecificos, fruto dos
cruzamentos entre a matriz dois com os
acessos EE281 e EE284 e da trés com
acessos EE289 e EE292 (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de paternidade em progénies
bifidas de polinizagdo aberta de E. oleracea
(M1,M2,M3) sujeitas a hibridacdo com E.
edulis(EE).

Matriz Doador
Progénies materna de Delta Confianga
(E. oleracea) polen

1 M1 M1* 5,22 80%

4 M1 M3 5,61 80%
95 M1 M3 5,29 80%
206 M1 M3 5,29 80%
207 M1 M3 5,29 80%
5 M2 EE281 8,84 95%
7 M2 M3 5,29 80%
92 M2 EE284 6,01 80%
211 M2 M3 5,29 80%
212 M2 M3 5,66 80%
9 M3 EE289 6,34 80%
11 M3 EE292 1'731" 00 95%

*autofecundacgao; Negrito indicam os bifoliolados hibridos
interespecificos

Alta variabilidade intrapopulacional foi
detectada a partir das estimativas do numero
meédio de alelos (Na), heterozigosidades
meédias esperadas (He) e observadas (Ho),
sendo os valores médios do indice de fixagcao
(Fis) negativos e significativos em todas as
populacdes (Tabela 6).
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Tabela 6: Variabilidade genética em trés
grupos de progénies de E. oleracea produto
da hibridacdo espontdnea com E. edulis em
Itajai-SC.

Médias Grupos

(se) Na Ho He Fis
0,382 0,354 20,053
Um 7121 25 (0105) (0,036)
: 0.824 0,623 -0,319
Dois 12314 0os2)  (0031)  (0,021)
o 10,83 0,898 0,693 -0,298
(1,35) (0.068)  (0.053)  (0,044)
10,05 0,702 0,557 -0,223

Média geral (s€) 1905y  (0073)  (0052)  (0,035)

numero médio de alelos (N:); heterozigosidade média observada
(Ho); heterozigosidade media esperada (He); Indice de Fixagado
(Fis); erro padréao (se).

Houve diferenga significativa (p <
0,001) das fontes de variagdo da AMOVA,
constatou-se que 95% da variagao esta dentro
das progénies e 5% entre os grupos (Tabela
7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia
molecular (AMOVA).

Fonte da Estatistica
0,
Variagao GL sa MaQ f’e ~ %
variagao
GE""e 2 23738.697 11869.349  73.221 5%
rupos
Dentrode  ,on 386758206 1453979 1453979  95%
grupos
Entreas 55 101318401 385241 0.000 0%
progenies
Total 531 511815.395 1527.199  100%

GL grau de liberdade; SQ soma dos quadrados; MQ média dos
quadrados.
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DISCUSSAO

As estimativas das taxas de
cruzamento foram altas e superiores as
estimativas obtidas com o mesmo conjunto de
marcadores em E. edulis (Gaiotto et al., 2003;
Seoane et al., 2005b; Conte et al., 2008) e em
Euterpe precatéria Mart. (Lima et al., 2014) e
equivalentes as estimativas com emprego de
isoenzimas (Conte et al., 2008). No entanto,
segundo Seeben et al. (2000) altas taxas de
cruzamento possivelmente s&o obtidas a partir
da selecdo contra gendtipos formados por
autofecundagdo ou cruzamentos entre
aparentados, pois muitas sementes podem
apresentar genes letais ou deletérios em
homozigose, que sado eliminados ou por
aborto ou durante a germinacgdo. Evidéncias
sobre a ocorréncia de autoincompatibilidade
em alguns gendtipos de E. oleracea, que nao
emitem frutos quando sao cultivados
isoladamente(Oliveira et al.,, 2000) e da
ocorréncia de 13,6% de perda de germinagao
das sementes destas mesmas safras de
progénies, conforme relatado por Zambonim
et al. (2016), corroboram com esta hipotese.

Pode-se considerar que estes aspectos
sdo favoraveis ao melhoramento genético a
partir da formacdo espontanea de hibridos
interespecificos entre as duas espécies.
Contudo, os valores da correlagdao de
autofecundacgao (rt) indicam a ocorréncia de
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autofecundagdo em ambas populagdes,
sugerindo que algumas sementes fruto de
formadas por este sistema foram germinadas,
0 que denota que possuem um sistema misto
de fecundagéo, com predominio de alogamia.

A correlacdo de paternidade ja foi
previamente investigada em populacdes
naturais de E. edulis, Conte et al. (2008)
detectaram 10% de irméos completos e
Seoane et al. (2005a) entre 10 a 22%. No
entanto, uma proporcao de até 70% de irmaos
completos ja foi relatada por Gaiotto et al.
(2003). Estes resultados, juntamente com os
resultados obtidos no presente estudo,
evidenciam que os cruzamentos biparentais
ocorrem em diferentes intensidades,
provavelmente, devido a uma combinacio de
fatores ambientais que variam entre os locais
e entre os anos (Gaiotto et al., 2003; Seoane
et al., 2005a; Conte et al., 2008). Uma analise
temporal seria necessaria para compreender
se existe algum padrdo na formacgdo dessas
familias de polinizagao aberta.

Os resultados das andlises de
paternidade corroboram com isso, pois o
sucesso reprodutivo dos doadores de pdlen foi
variavel entre as matrizes maternas. O
individuo EE283 foi o unico compartilhado
entre elas e o mais eficiente nas matrizes um
e trés, quando considerados apenas o0s
cruzamentos interespecificos. Os resultados
sugerem que as progénies possuem
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diferentes tipos de parentesco, podendo ser
irmaos completos ou meio irmaos, gerados na
maioria das vezes por cruzamentos. Gaiotto et
al. (2003) discute que os principais aspectos
que influenciam esse padrao sdo a visitagido
das abelhas e a deposicdo das cargas de
polen, além da superioridade reprodutiva de
alguns genotipos. Conte et al. (2008)
destacaram o papel da fenologia da floragéo
nos individuos de E. edulis para ocorréncia
dos cruzamentos n&o aleatorios.

A porcentagem de atribuicoes
constatadas foi superior ou equivalente a de
outros testes de paternidade em populacdes
de E. edulis que empregaram O mesmo
conjunto de SSR, com confianga estatistica
entre 95 e 99% (Gaiotto et al., 2003; Seoane
et al., 2005b). No entanto, esses autores
afirmam em ambos os estudos, que nao foi
possivel determinar com precisao o sexo dos
genitores identificados (Gaiotto et al., 2003;
Seoane et al., 2005b). Diante disso, pode-se
considerar que o prévio conhecimento do
genitor feminino foi uma vantagem
metodoldgica em relagdo aos demais testes ja
realizados em E. edulis, pois ocasionou a
obtencdo de maiores proporgbes de
atribuicbes de doadores de polen, a partir de
valores de delta mais robustos, além da
identificacdo de uma autofecundacao.

A identificacdo do maior numero de
genitores proporciona o conhecimento sobre o
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parentesco das progénies, o que implica na
geragdo de estratégias para selegao inter e
intrapopulacional, com a prévia definicdo dos
esquemas dos testes de progénies, que
poderdo ser de meio irmados ou irmaos
completos, sejam de autofecundagéo,
cruzamentos controlados ou polinizagao
aberta (Shimizu et al., 1982). Em pupunheira
(Bactris gasipaes Kunth.), por exemplo, testes
de progénies de meio irmaos foram eficientes
na predicao de ganhos genéticos relacionados
ao peso, comprimento e didmetro do palmito
liquido, altura da planta e didametro a altura do
colo (Neto, 1999).

Outro aspecto relevante do teste de
paternidade foi o reconhecimento da
hibridacdo em algumas progénies bifolioladas,
pois implica diretamente na correta
classificacdo de gendtipos que possuem
fendtipos idénticos, considerando a
comparagao da segmentacao do limbo foliar.
As plantas bifolioladas sao relatadas como
vigorosas e adaptadas a baixas temperaturas,
aléem de possuirem a capacidade de
perfilnamento regular na fase adulta
(Zambonim et al., 2016; Venturieri et al.,
2016), o que deve ser melhor estudado, pois
essa pode ser uma vantagem em relagao aos
demais hibridos com mais de trés foliolos, pois
segundo Bovi (1984) o perfilhamento ocorre
entre 70 e 80% nesses morfotipos, mas ainda
€ uma caracteristica irregular.
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No entanto, a percentagem de
progénies bifolioladas com doador de pdlen
identificado foi baixa. Isto pode estar
relacionado, provavelmente, ao fato da maior
parte delas pertencerem a populagdo um (27
individuos bifoliolados) que de forma geral
teve um numero limitado de amostras
analisadas (34 individuos totais). Sugere-se
neste caso, o emprego de outras técnicas
complementares, que inclusive ja séao
utilizadas por agricultores, técnicos e
pesquisadores, como observacodes
morfolégicas nas fases juvenis e adultas,
principalmente  relacionadas ao  vigor,
inflorescéncias e frutificacbes, além da
mensuragao da heterose (Balvé, 1988; Boviet
al., 1987; Tibério et al., 2012; Venturieri et al.,
2016; Zambonim et al., 2016).

Todos os doadores de pdlen
reconhecidos para as progénies com mais de
trés foliolos foram da espécie E. edulis,
confirmando a hibridagdo interespecifica
nesses morfotipos. A certificagdo genética
desses hibridos ja foi realizada com emprego
de isoenzimas e RAPD (Balvé, 1988;
Sawazaki et al., 1998), o que leva a acreditar
que a falta de atribuigdes de paternidade para
as progénies com estes fenodtipos ocorreu
devido a amostragem utilizada, que
considerou como  provaveis  genitores
masculinos apenas os individuos adultos
localizados no mesmo pomar, excluindo a
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possibilidade do fluxo génico em largas
distancias, que é possivel principalmente pela
possibilidade de ocorréncia de anemofilia
(Dornelles et al., 2013; Gaiotto et al., 2003).

Para 49% das progénies que nao
obtiveram o doador de pdlen atribuido, ndo é
possivel aplicar modelos de selecdo baseados
exclusivamente no parentesco das progénies.
Sugere-se que nestes casos seja evitado o
uso de modelos classicos de predicdo de
ganhos genéticos desenvolvidos
exclusivamente para espécies albgamas, pois
progénies de autofecundagdo e irmaos
completos constituem as populagcbes e devem
ser consideradas nesta etapa (Rodrigues,
2006). Contudo, as estimativas de
variabilidade inter e intrapopulacional indicam
que a selecao de gendtipos entre e dentro dos
grupos pode ser promissora, mesmo sem 0O
prévio conhecimento do parentesco entre as
progénies.

Os grupos de progénies dois e trés
apresentaram alta variabilidade, sendo as
estimativas de heterozigosidade equivalentes
as obtidas em outros estudos em populagdes
naturais de E. edulis e hibridos entre espécies
do género (Gaiotto et al., 2001; Oliveira et al.,
2010). Apesar dessas estimativas terem sido
inferiores para o grupo um, o indice de fixacao
negativo é um indicativo de exogamia neste
grupo. Para grupos dois e trés os valores do
indice de fixagao (Fis) foram altos, negativos e
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significativos, indicando  auséncia  de
endogamia, corroborando com as altas taxas
de cruzamento. Sugerem, ainda, uma possivel
selecdo a favor da heterozigosidade,
ocasionada, provavelmente, pela migragédo de
genes entre duas espécies distintas.

Os grupos de progénies apresentaram
diferengas significativas entre si, segundo
Conte et al., (2008) a existéncia de estrutura
genética entre as populagbes de E. edulis
ocorre a partir das divergéncias que séao
ocasionadas por maiores distancias
geograficas entre elas. Neste contexto, as
altas taxas de cruzamentos associada a
diversificagdo da origem geografica da
populagcdo de adultos dessa espécie, que
constitui a colecdo de germoplasma da EEI,
associado a diferencas no desempenho
reprodutivo dos doadores de pdlen em cada
matriz materna, provavelmente, contribuiram
para os resultados obtidos.

O sistema de consorcio entre E.
oleracea e E. edulis na EEI apresenta grande
potencial para geracdo de progénies F1
estruturadas, com alta capacidade de
preservagdo da diversidade dentro dos
grupos, podendo este ser um aspecto
amplamente explorado em programas de
melhoramento, pois diferentes graus de
parentesco e diferentes grupos de genes
podem influenciar a produtividade, sendo que
os resultados abrem boas perspectivas para
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os trabalhos de selegdo de gendtipos
superiores.

CONCLUSAO

Os marcadores foram eficientes para as
estimativas  propostas. Os grupos de
progénies possuem um sistema de
fecundagdo misto, com predominio de
alogamia, favorecendo a hibridacéo
interespecifica espontanea entre E. oleracea e
E. edulis. Sado formadas por progénies com
diferentes parentescos, com alta variabilidade,
sendo possivel no futuro estimar os ganhos de
selecdo entre e dentro de grupos de
progénies. Além disso, a identificagdo de
progénies bfolioladas que sao hibridas implica
na correta classificacdo dos genotipos e
abrem perspectivas para estudos futuros
sobre esse morfotipo.
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CONCLUSAO GERAL

Os marcadores microssatélites
transferidos entre as espécies foram
altamente eficientes, apesar do

monomorfismo do EE52 no grupo de
genotipos de E. oleracea e a impossibilidade
de wusa-lo no estudo do sistema de
fecundagao, os niveis de variabilidade alélica
e polimorfismos obtidos foram satisfatérios em
ambos os estudos, indicando o alto potencial
da aplicagao desses locus em programas de
melhoramento desse género.

As estimativas de diversidade obtidas
para os grupos de gendtipos que compdem a
populagdo base da colegdo de germoplasma
foram altas e indicaram que a diversidade
encontrada possibilitara a orientagdo de
cruzamentos dirigidos, para formagao de
hibridos interespecificos ou para
retrocruzamentos. Quando estas estimativas
sdao comparadas com as obtidas para
populacdes de progénies, constata-se que a
populacado formada pela matriz um apresenta
niveis muito similares com do grupo de E.
oleracea, enquanto que as demais populag¢des
de progénies apresentam niveis similares aos
dos grupos de E. edulis e hibridos (Tabelas1 e
6). Este pode ser um indicativo de que o grupo
um seja composto por um maior numero de
acessos da espécie E. oleracea, mesmo que
exista a possibilidade de acessos bifoliolados
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serem hibridos interespecificos. Este fato
poderia  explicar também a menor
porcentagem de doadores de podlen
reconhecidos para as progénies bifolioladas,
considerando que a maior amostragem desse
morfotipo foi no grupo um. Os resultados
obtidos a partir das AMOVAs foram
condizentes com a caracteristica de cada
grupo/populagbes  estudados, pois as
variagbesforam menores entre as progénies
(Tabela 7), as quais as possuem relagdes de
parentesco comprovadas pela identificacdo de
doadores de pdlen comuns para todas as
matrizes maternas avaliadas, sendo maiores
quando o0s grupos comparados sao
compostos por acessos de espécies com
perfis genéticos distintos (Tabela 2).

As estimativas do sistema de
fecundacdo confirmaram as estimativas de
diversidade obtidas entre e dentro dos grupos
de progénies. Os resultados indicam que a
predomindncia de alogamia favorece a
hibridacdo espontanea entre as espécies
quando séo cultivados em proximidade, sendo
esta uma vantagem para formagao de
progénies F1 estruturadas e com alta
diversidade.

Considerando a escassez de estudos
relacionados aos aspectos ecologicos e
genéticos da hibridacdo espontanea entre
acgaizeiros e palmiteiros jugara, os resultados
obtidos servem como base de comparacgoes
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para estudos futuros, além de permitirem
inferir que a diversidade gerada a partir da
combinagao inter e intragrupos de genotipos
da colegéo, as melhores combinagdes a partir
de cruzamentos dirigidos, a correta
classificagdo dos gendtipos hibridos que séo
idénticos aos genitores maternos, os estoques
de diversidade gerados a partir da
combinagao intra e intergrupos por polinizagéo
aberta, além das perspectivas de selecdo de
gendtipos para formacdo de cultivares
melhorados para as condicbes de clima
subtropical.
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