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Resumo

O coqueiro é constituido de uma s6 espécie (Cocos nucifera L.) e de duas
variedades principais, a gigante (Typica) e a and (Nana). E a palmeira mais
amplamente distribuida e extensivamente cultivada, além de ser uma das mais
importantes espécies tropicais utilizadas pelo homem. Marcadores baseados em
DNA tém sido indicados como os mais adequados nos estudos de diversidade
genética em coco e os marcadores microssatélites (SSR) tém se mostrado como
ferramenta poderosa em andlises de estrutura de populacées. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a diversidade genética em dez populacdes de
coqueiro-gigante-do-Brasil por meio de 13 marcadores microssatélites (SSR). A
diversidade genética medida em 195 individuos de dez popula¢cdes de coqueiro
gigante do Brasil produziu um total de 68 alelos, com média de 5,23 alelos por
loco. A diversidade de Nei (D) média foi de 0,459 e a heterozigosidade
observada média de 0,443. A diferenciacdo genética entre populacdes estimada
foil, = 0,1600, com intervalo de confianca (95%) de 0,122 a 0,199. A taxa
de cruzamento aparente estimada foi de t, = 0,92% confirmando que a espécie
se comporta como preferencialmente alégama. As estimativas de distancias
genéticas de Nei entre as populacdes variaram de 0,034 a 0,390. Com base
nestas distancias e no dendrograma correspondente propds-se a formacao de
dois grupos, o primeiro formado pelas populacdes de Baia Formosa, Georgino

' Engenheiro-agronomo, doutor em Genética e Melhoramento das Plantas, pesquisador da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE, elias.ribeiro@embrapa.br.

2 Agronomo, doutor em Genética e Melhoramento das Plantas, pesquisador da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju, SE, emiliano.costa@embrapa.br.



Avelino e Sao José do Mipibu e o segundo pelas populacées de Japoata, Pacatuba
e Praia do Forte, com as demais populacdes individualizadas. A correlacao
matricial entre as distancias genéticas de Nei e as distancias geograficas foi
positiva (r = 0,598) e significativa (p = 0,0027) pelo teste de Mantel. Este
resultado sugere uma estruturacao espacial da variabilidade genética entre as
populagdes.

Palavras-chave: diversidade genética, SSR, estrutura populacional, marcadores
moleculares.



Characterization of
Populations of Brazilian Tall
Coconut by Microsatellite
Markers

Abstract

The coconut palm (Cocos nucifera L.) is formed by a single species and two main
varieties, the Tall (Typica) and Dwarf (Nana) coconut. This is the most spread
and extensively cultivated palm and is one of the most important tropical species
cultivated by man. DNA based markers have been indicated as the most
appropriated for studies of the genetics of coconut. It bas been shown that
microsatellite (SSR) markers are important tools for the analysis of population
structure. The aim of this paper was to evaluate the genetic diversity of ten Tall
coconut populations in Brazil, through 13 microsatellite markers. The genetic
diversity measured in 195 individuals of these populations produced a total of
68 alleles, with an average of 5.23 alleles per locus. Nei’s genetic diversity

(D) was 0.459 and the average observed heterozigosity equal to 0.443. The
estimate of the genetic differentiation among populations was 0P = 0.160 with
a 95% confidence interval of 0.122 to 0.199. The apparent outcrossing rate was
ta = 0.92, confirming that the species reproduces preferentially as allogamous.
Estimates of Nei’s genetic distance among populations varied from 0.034 to
0.390. Based on these distances and the corresponding dendrogram, it is
proposed that two groups of populations can be created, the first one containing
populations from Baia Formosa, Georgino Avelino and Sdo José do Mipibu and
the second group by populations from Japoata, Pacatuba and Praia do Forte.
The remaining populations were individualized. The correlation matrix between
Nei’s genetic distances and corresponding geographic distances was positive

(r = 0.598) and significant at 1% probability (P = 0.0027).

Index terms: genetic diversity, SSR, population structure, molecular markers.
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Introducéo

O coqueiro é constituido de uma sé espécie (Cocos nucifera L.) e composto por
duas variedades principais: a gigante (Typica) e a ana (Nana). E a palmeira mais
amplamente distribuida e extensivamente cultivada, além de ser uma das mais
importantes espécies tropicais utilizadas pelo homem (PERSLEY, 1992).

O sudeste asiatico é o provavel centro de origem da espécie, pois é nessa regiao
que ocorre a maior variabilidade morfolégica, maior nimero de nomes locais,
diferentes usos da planta e maior nimero de espécies de insetos associados
(PERSLEY, 1992). Do sudeste asiatico o coqueiro foi levado para a india e dai
para o leste africano. Apés o descobrimento do Cabo da Boa Esperanca, essa
planta foi levada para o oeste africano e, desta regido para as Américas e toda
a regido tropical do Globo (PURSEGLOVE, 1975). A variedade gigante foi
introduzida no Brasil em 1553, proveniente da ilha de Cabo Verde.

A variedade gigante (7Typica) é de porte alto, produz um nimero médio de
frutos grandes, é tardio, iniciando o florescimento entre 5 e 7 anos, e sua
reproducdo é predominantemente por fecundacao cruzada. Por outro lado, a
variedade ana (Nana) apresenta menor porte, produz muitos frutos de tamanho
pequeno, é precoce (inicia a producéo entre 2 e 3 anos de idade) e se reproduz
predominantemente por autofecundacao (SIQUEIRA et al., 1994).

No Nordeste, onde se concentra a maior parte dos coqueirais brasileiros, ha
algumas populacées de coqueiro-gigante que foram implantadas ha mais de

80 anos e que se conhece muito pouco sobre a sua variabilidade genética. A
obtencao dessas informacdes é fundamental para a utilizagcdo em programas de
melhoramento da cultura, pois essas populacdes podem se constituir em uma
excelente fonte de germoplasma adaptado (RIBEIRO, 1993).

O coqueiro-gigante se desenvolveu no Brasil hd mais de 450 anos. Atualmente
estima-se a existéncia de uma area plantada de aproximadamente 274.000
hectares, com producao em torno de 2,8 milhdes de toneladas de frutos por ano
(FAO, 2012), distribuida desde a linha do Equador até o Trépico de Capricérnio,
e situada ao longo da faixa litordnea, que se estende do Paré ao Rio de Janeiro.
Todavia a maioria desses coqueirais esta localizada no Nordeste (RIBEIRO et al.,
2000). As populacdes de coqueiro assim distribuidas foram se adaptando as
diferentes condic6es de ambiente, tornando-as divergentes entre si (RIBEIRO et
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al., 1999) ou por meio de introducoes independentes e se caracterizando como
ecétipos da variedade gigante.

Marcadores baseados em DNA tém sido indicados como os mais adequados nos
estudos de diversidade genética em coco (LEBRUN et al., 1995; WADT et al.,
1997), enquanto que isoenzimas (BENOIT; GHESQUIERE, 1984) e polifenéis de
folha (JAY et al., 1989) nao proporcionam resultados conclusivos. Estudos de
diversidade realizados com marcadores RAPD (WADT et al., 1997) propiciaram
o conhecimento da diversidade genética em algumas populacdes de
coqueiro-gigante e anao. No entanto, marcadores microssatélites (SSR) tém

se mostrado como a ferramenta mais poderosa em analises de estrutura de
populacdes, devido as caracteristicas deste marcador: multidlelico, altamente
polimérfico e baseado na PCR (CHASE et al., 1996; MORGANTE et al., 1996).
Diante do avanco das técnicas de biologia molecular e das vantagens oferecidas
pelos marcadores microssatélites, principalmente por serem codominantes,
baseados na reacdo automatizada de PCR e de menor custo, optou-se por utilizar
esta classe de marcadores para as analises que se propdem neste trabalho.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade genética em dez populacdes
de coqueiro-gigante-do-Brasil por meio de marcadores microssatélites (SSR)
visando a caracterizacao da variabilidade genética.

Material e Métodos

Material vegetal

Na estratégia de prospeccao genética e coleta do coqueiro-gigante, é importante
definir as populacdes a serem investigadas. A selecdo das populacdes para este
estudo foi feita apés a prospeccao genética de coqueiro-gigante-do-Brasil e
definidas como populacdes puras (tipicas) da variedade gigante. A pureza é
avaliada com base nos critérios de legitimidade, homogeneidade e isolamento. A
primeira é definida em funcao da idade, sendo o ideal populacdes com mais de
80 anos, pois como a variedade ana foi introduzida no pais em 1925, evitar-se-ia
o risco da ocorréncia de hibridos naturais entre as duas variedades. Ja a
homogeneidade leva em consideracdo a constituicdo das populacdes, onde estas
devem ser compostas apenas por plantas da variedade gigante. As condicdes de
isolamento dessas populacées sao outro fator importante, e para as quais deve
haver uma distancia minima de 1000 metros, ou pelo menos 500 metros se
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houver barreira de vegetacao isolando-as de outros coqueirais, principalmente
de andes (RIBEIRO et al., 2002).

Foram identificadas, por meio de prospeccdes, como legitimas e homogéneas
da variedade gigante e que atendem as condicdes de isolamento, no Brasil, as
seguintes populacdes: Praia do Forte (BA), Pacatuba e Japoata (SE), Merepe

e Santa Rita (PE), Sdo José do Mipibu, Baia Formosa e Georgino Avelino (RN),
Luis Correia (Pl) e Barreirinhas (MA). Essas dez populacdes foram estudadas no
presente trabalho (Figura 1), nas quais as areas de coletas estao localizadas, de
acordo com as coordenadas geogréficas, altitude e nimero de plantas coletadas
por populacao (Tabela 1).

RIO
GRANDE

Figura 1. Mapa de localizacédo das populacdes de coqueiro-gigante
do Brasil (pontos vermelhos/azul), coletadas na regido Nordeste.
Aracaju, SE, 2013.
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Tabela 1. Populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil coletadas, com o nimero de plantas
avaliadas, procedéncia, coordenadas geogréficas e altitudes. Aracaju, SE, 2013.

Santo Inéacio (Sl) 17 Maranhéao 02° 34" 54" 42° 45" 15" 2
Luis Correia (LC) 17 Piaui 02°57' 59" 41° 35’ 45" 7
Baia Formosa (BF) 30 Rio Gr. do Norte 06° 23’ 14" 35° 03’ 31" 9
Georgino Avelino 21 Rio Gr. do Norte 06° 10’ 57” 35° 06’ 02" 2
(GA)

S. J. Mipibu (SJM) 18 Rio Gr. do Norte 06° 06’ 43" 35° 14’ 36" 8
Santa Rita (SR) 21 Pernambuco 07° 10’ 54” 34°53' 01" 11
Merepe (Me) 20 Pernambuco 08° 28’ 38" 34°59' 52" 2
Japoata (Jp) 18 Sergipe 10° 27 08" 36°42' 42" 232
Pacatuba (Pc) 19 Sergipe 10° 30’ 29" 36° 35’ 37" 6
Praia do Forte (PF) 14 Bahia 12° 34' 09" 37°59' 48" 2

A amostragem foi feita levando-se em consideracdo o tamanho das populagdes
e o estado fitossanitario das plantas. Para composicdo das amostras, foram
coletados foliolos de 40 plantas por populacado, onde de cada planta, foi retirado
um segmento de aproximadamente 50 cm de foliolos da folha mais jovem
(flecha), que foram acondicionados em sacos plasticos individuais, com o nimero
da planta, data e nome da populacdo e armazenados em isopor com gelo. Em
seguida as amostras foram encaminhadas para a Embrapa Tabuleiros Costeiros,
em Aracaju - Sergipe, onde foram liofilizadas e armazenadas em freezer a —20°C
para subseqiiente extracdo de DNA e andlise de microssatélites (SSR).

Métodos laboratoriais

As amostras de tecido foliar de 400 plantas coletadas foram liofilizadas na
Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju (SE) e transportadas para o Laboratério
de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao em Goiania, Goids, onde foram feitas
extracado e quantificacao de DNA. Depois, tanto o DNA extraido e quantificado,
quanto amostras de tecido foliar, foram levadas para o CIRAD (Centre de
Coopération Internationale em Recherche Agronomique pour le Développement),
em Montpellier, Franca. Como a maioria do DNA extraido no Brasil ndo amplificou,
foram feitas novas extracdes de DNA, quantificacdo, amplificacdo e analise de
SSR.
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O DNA foi extraido de acordo com protocolo CTAB modificado e adaptado para
o coqueiro, denominado de extracdao de DNA gendmico Par Quiagen, utilizando
tampao de extracdo MATAB, desenvolvido e utilizado pelo CIRAD (LEBRUN et al.,
1998; BAUDOUIN; LEBRUN, 2002). O tampao de extracdo MATAB é composto
da seguinte forma: Tris-Cl, pH=28,0, (100 mM); NaCl (1,4 M); EDTA (20 mM);
MATAB (2%); PEG 6000 (1%); Sulfito de Sédio (0,5%) e o TE composto de
Tris-Cl (50mM); NaCl (0,7M) e EDTA (10mM), ajustado para pH=7,0. A
concentracdo do DNA na solucao de trabalho foi de 2,5 ng/mL.

A concentracdo de DNA extraido foi quantificada por eletroforese em gel de
agarose a 1,2% com tampédo TBE 1X e também por quantificacdo automatica
por fluorometria. Para visualizacao do resultado da amplificacdo via PCR usou-se
gel de agarose a 2%. A migracéo foi feita a 120 V por 60 minutos para a
quantificacao e 100 V durante 90 minutos para a reacdo de amplificacao da PCR.

Para a reacao de PCR foi preparado um volume final de 25 uL, contendo uma
mistura composta por 2,5 uL de tampao PCR 10X; 2,0 uL de dNTP (2 mM);
0,25 uL de MgCl2 (50 mM); 0,5 uL de Primer Forward (10 uM); 0,5 uL de
Primer Reverse (10 uM); 0,5 uL de Tag DNA Polimerase (2U/ uL); 5 uL de DNA
gendmico (2,5 ng/uL) e 13,75 uL de agua estéril. O ciclo de reacdo de PCR
consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94 °C durante cinco minutos, seguido
de 36 ciclos com temperaturas de 94 °C por 30 segundos para desnaturacao,
um minuto a 51 °C para anelamento e um minuto a 72 °C para extensao,

apods isso, mais um periodo adicional de extensao por cinco minutos a 72 °C
(LEBRUN et al., 1998; BAUDOUIN; LEBRUN, 2002).

Para a amplificacdao dos SSRs utilizaram-se 13 pares de primers especificos para
o coqueiro (Tabela 2), desenvolvidos pelo CIRAD e a visualizacdo das bandas
foi feita em gel de poliacrilamida com marcacéo dos produtos amplificados por
meio de compostos fluorescentes, em seqienciador Licor IR2 4200. As bandas
foram lidas e genotipadas de acordo com o comprimento do alelo, expresso em
numero de pares de base pela comparacao com o marcador “ladder” padrao
para o coqueiro (1 Kb).
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Tabela 2. Comprimento observado dos alelos e temperatura de anelamento da PCR nos
13 locos de SSR avaliados em dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil. Aracaju, SE,
2013.

CnCir A3 228-240 51
CnCir A9 089-103 51
CnCir B6 196-208 51
CnCir B12 157-181 51
CnCir C7 157-167 51
CnCir C12 163-183 51
CnCir E2 115-165 51
CnCir E10 232-246 51
CnCir E12 164-174 51
CnCir F2 193-205 51
CnCir G11 188-210 51
CnCir H4’ 218-230 51
CnCir H7 133-141 51

A andlise de marcadores microssatélites foi feita com base em 13 locos SSR de
boa qualidade, que foram desenvolvidos e selecionados pelo CIRAD conforme
descrito por Baudouin e Lebrun (2002), sendo que a avaliacdo das populacoes
foi feita com um total de 195 plantas. A temperatura de anelamento e o
comprimento observado dos alelos encontram-se, na Tabela 2.

Analises biométricas
Estatisticas descritivas

Os individuos analisados foram genotipados e a matriz de gendtipos foi utilizada
para calculos de frequéncias alélicas e distancias genéticas entre individuos e
populacdes. A partir da genotipagem de todos os individuos, foram obtidas as
frequéncias génicas (alélicas) e genotipicas em cada loco.

As estatisticas descritivas tais como: frequéncias alélicas, niumero total de alelos,
numero de alelos por loco, nimero de alelos por loco polimérfico, diversidade
génica (D), heterozigosidade observada (Ho), nimero de locos polimérficos,
proporcao de locos polimdérficos e alelos exclusivos foram utilizadas na
caracterizacao das populacoes.
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Também foi utilizada a classificacdo dos individuos de acordo com a sua
populacdo de referéncia conforme o critério de Rannala e Mountain (1997),
para auxiliar na caracterizacdo das populacdes. Este método tem como objetivo
geral associar os individuos a uma populacdo, dentre o grupo de populacdes
da amostra, denominadas de populacdes de referéncia, usando as informacdes
dos marcadores SSR, com base nas frequéncias alélicas. O método consiste
em responder a seguinte questdo: entre as populacées do grupo de referéncia,
qual é a mais provavel de ser a origem de um determinado individuo. Para

isso é assumido equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada loco e equilibrio
de ligacdo entre os locos. Essa associacao é feita com base nos escores

das probabilidades. Quando um determinado individuo estd associado a uma
populacdo com probabilidade superior a 95%, diz-se que esse individuo é bem
classificado e é, portanto, considerado ndo ambiguo.

Essas estatisticas foram estimadas utilizando o programa GENECLASS2 (PIRY
et al., 2004) utilizando-se a opc¢cdo “associacao dos individuos”, conforme o
critério de Rannala e Mountain (1997), para alocar os individuos as populacdes
de referéncia e a opcao estatisticas para as demais estatisticas descritivas.

Estrutura de variabilidade genética

A estruturacdo da variabilidade genética foi avaliada com base nas estimativas
das estatisticas F de Wright (WRIGHT, 1951), obtidas conforme o método
de Weir e Cockerham (1984). Estas estimativas foram obtidas por meio do
programa GENETIX 4.03 (BELKHIR et al., 2001) utilizando a opcéo Fstats.

A estrutura genética das populacées foi caracterizada pelos parametros: indice
médio de fixacdo dentro das populagdes (f), indice de fixacao total das populacdes
(F) e divergéncia genética entre as populacdes (I]p). Estimou-se o intervalo de
confianca a 95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap sobre
amédia de todos os locos, utilizando 10.000 repeticdes por loco. Estes parametros

correspondem, respectivamente aos pardmetros F, F e F_ de Wright.

1S’
A diversidade genética e as estatisticas F foram estimadas sob modelo aleatério
de acordo com Weir (1996), em que as populacdes amostradas sao consideradas
como representativas do conjunto das populacdes e com uma histéria evolutiva
comum.
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O estimador o, pode ser entendido como uma medida de diferenciacao entre
subpopulacdes e é conseqliéncia da correlacdo entre genes de diferentes
individuos na mesma subpopulacdo (COCKERHAM, 1973; WEIR; COCKERHAM,
1984). J& o parametro F é um coeficiente de endogamia de Wright que envolve
todos os individuos que representam o conjunto de todas as subpopulagcdes, ou
seja, € um estimador de correlacao entre genes dentro de individuos (COCKERHAM,
1969; COCKERHAM, 1973; VENCOVSKY, 1992).

Sistema Reprodutivo

A taxa aparente de fecundagcao cruzada foi obtida apds o teste de aderéncia as
proporcdes de equilibrio de Hardy-Weinberg, conforme definido por Weir (1996),
utilizando o programa TFPGA (Miller, 1997). O teste de aderéncia foi realizado
utilizando-se o0 método convencional de Monte Carlo utilizando 10 batches com
1000 permutacdes por batch. Admitindo que as populacdes se encontram em
equilibrio de Wright, foi estimada a taxa aparente de fecundacao cruzada conforme
procedimento descrito por Vencovsky (1994), sendo t, = (1-f)/(1 +f), onde:

t, = taxa aparente de cruzamento e f = indice de fixagc&o intrapopulacional. O
indice de fixag&o intrapopulacional (f), que corresponde ao F ¢ de Wright, foi
estimado por meio do programa GENETIX 4.03 (BELKHIR et al., 2001) utilizando
a opcdo Fstats.

Padrdo espacial da variabilidade genética

O padrao espacial da variabilidade genética foi avaliado a partir da estimativa do
coeficiente de correlacao de Pearson (r) entre as matrizes de distancias genéticas
de Nei (Nei, 1972) e de distancias geograficas entre as populacdes. A significancia
desta correlacao foi testada pela estatistica Z de Mantel (MANLY, 1986a;, 1986b),
utilizando 10.000 permutacdes aleatdrias. As estimativas das distancias de Nei
foram obtidas utilizando-se o programa GENETIX 4.03 (BELKHIR et al., 2001).

Com o propdsito de analisar os padrdes de variacdo espacial em um contexto
multivariado, foi obtida a estimativa do coeficiente de correlacao de Pearson (r)
entre as matrizes de distancias genéticas de Nei e as respectivas distancias
geograficas entre as populacdes. A significancia dessa correlacdo matricial nao
pode ser testada por testes estatisticos usuais, por apresentar problemas de
independéncia entre elementos nas matrizes, por isso utilizou-se a estatistica Z
de Mantel (1967). Estas anélises foram feitas no programa GENETIX 4.03
(BELKHIR et al., 2001).
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Aspectos histdrico-evolutivos

Para o entendimento dos aspectos histérico-evolutivos das populacdes,
procurou-se representar o padrao de distribuicdo dessas populacdes em gréaficos
tridimensionais, utilizando-se uma técnica de analise multivariada denominada
Andlise Fatorial de Correspondéncia (AFC). O objetivo deste método é produzir
uma representacao geométrica das medidas de dissimilaridade entre unidades,
apresenta ainda uma decomposicao hierarquica da diversidade, que permite
distinguir as tendéncias fundamentais das variacdes particulares (PERRIER et al.,
1999). A AFC é um tipo de anélise candnica particularmente adaptada para
descrever as associacdes entre varidveis qualitativas. A técnica consiste na
reducdo de um hiperespaco n dimensional a um espaco de poucas dimensdes,
neste caso, tridimensional, permitindo observar, neste espaco simplificado, a
posicao relativa dos objetos (populacoes) e sua possivel associagao em grupos de
similaridade, sendo que os pontos mais préximos representam maior similaridade
genética entre as populacdes. Para essa finalidade utilizou-se o programa
GENETIX 4.03 (BELKHIR et al., 2001).

Utilizaram-se as distancias genéticas de Nei para construcao de dendrogramas nao
enraizados para avaliacdo do padrao de divergéncia genética entre as populacoes.
Para a construcao dos dendrogramas foi utilizado o método Neighbor Joining

(SAITOU; NEI, 1987), por meio do programa PHYLIP 3.6 (FELSENSTEIN, 2004).

O método Neighbor Joining € um método de construcao de arvores ndo enraizadas,
que leva em conta a filogenia e ndo requer taxas evolutivas constantes. Esse
algoritmo une unidades taxondémicas de modo a minimizar o comprimento total
da arvore inferida, ou seja, busca uma arvore com a menor soma de comprimentos
de ramos.

Resultados e Discusséao
Caracterizacao da variabilidade genética

Estatisticas descritivas

A diversidade alélica medida nos 195 individuos das dez populacées de
coqueiro-gigante-do-Brasil produziu perfil de locos simples. O nimero total de
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alelos, a diversidade genética (D), e a heterozigosidade observada (Ho) para cada
loco sdo apresentados, na Tabela 3. Todos os 13 locos em combinacao produziram
um total de 68 alelos, com média de 5,23 alelos por loco, variando de dois alelos
para o loco CnCir E12 a 13 alelos para o loco CnCir E2. Nao foram encontrados
locos monomoérficos para essas amostras no conjunto das populacoes.

Tabela 3. Resultados de 13 locos microssatélites em dez populacdes de
coqueiro-gigante-do-Brasil, em relacdo ao nimero de alelos por loco, diversidade genética
(D) e heterozigosidade observada (Ho) nos locos. Aracaju, SE, 2013.

1 CnCir A3 3 0,034 0,036
2 CnCir A9 4 0,613 0,484
3 CnCir B6 5 0,613 0,531
4 CnCir B12 9 0,515 0,464
5 CnCir C7 5 0,495 0,470
6 CnCir C12 6 0,378 0,355
7 CnCir E2 13 0,711 0,671
8 CnCir E10 4 0,418 0,443
9 CnCir E12 2 0,300 0,302
10 CnCir F2 3 0,510 0,536
11 CnCir G11 7 0,638 0,640
12 CnCir H4’ 3 0,330 0,311
13 CnCir H7 4 0,512 0,518
Média 5,23 0,459 0,443
Total 68

O numero médio de alelos por loco encontrado (5,2) foi semelhante a outros
trabalhos realizados com coqueiro no mundo. Rivera et al. (1999), avaliando 20
plantas com 38 locos SSR, encontraram média de 5,2 alelos por loco, variando
de 2 a 9 alelos por loco, com um total de 198 alelos. J& Perera et al. (2000),
avaliando 75 plantas com 8 locos SSR, encontraram média de 6,3 alelos por
loco, variando de 3 a 9 alelos por loco, com um total de 50 alelos (Tabela 3).

A diversidade genética (D) variou de 0,034 no loco CnCir A3 a 0,711 no loco
CnCir E2, com média de 0,459. Estes locos também apresentaram a menor
(0,036) e a maior (0,671) heterozigosidade observada, respectivamente, com
média de 0,443, considerando todas as populacoes (Tabela 3).
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O numero de individuos amostrados por populacao (N), nimero de locos (L),
numero de locos polimérficos (NP), proporcédo de locos polimérficos (P), nimero
total de alelos (A), nimero médio de alelos por loco (NA), nimero de alelos por
loco polimérfico (ALP); diversidade genética (D) e heterozigosidade observada
(Ho) nas populacdes sdo apresentados, na Tabela 4. Considerando todos os
locos, a diversidade genética, que corresponde a heterozigosidade esperada sob
equilibrio de Hardy-Weinberg, variou de 0,358 a 0,552 entre as populacdes,
sendo o menor valor encontrado na populacdo de Georgino Avelino (4) e o
maior valor na populacédo de Japoata (8), com média geral de 0,459. Ja a
heterozigosidade observada variou entre as populacdes de 0,315 na populacéo
de Georgino Avelino (4) a 0,553 na populacdo de Pacatuba (9), com média
geral de 0,443.

Tabela 4. Estimativas de parametros genéticos de diversidade em 10 populacées (Pop) de
coqueiro-gigante-do-Brasil, avaliados por microssatélites, sendo N: nimero de individuos
amostrados; L: nimero de locos microssatélites; NP: nimero de locos polimérficos; P:
proporcdo de locos polimérficos; A: nimero total de alelos por populacdo; NA: nimero
médio de alelos por loco; ALP: nimero de alelos por loco polimérfico; D: diversidade
genética e Ho: heterozigosidade observada. Aracaju, SE, 2013.

1 17 13 12 0,923 37 2,85 3,08 0,455 0,484
2 17 13 12 0,923 40 3,10 3,33 0,451 0,443
3 30 13 12 0,923 41 3,20 3,42 0,415 0,375
4 21 13 10 0,769 40 3,10 4,00 0,368 0,316
5 18 13 12 0,923 38 2,92 3,17 0,426 0,371
6 21 13 12 0,923 40 3,10 3,33 0,502 0,530
7 20 13 11 0,846 36 2,80 3,27 0,404 0,361
8 18 13 13 1,000 48 3,70 3,70 0,552 0,520
9 19 13 13 1,000 47 3,62 3,62 0,504 0,553
10 14 13 13 1,000 42 3,23 3,23 0,521 0,479
Média 19,56 13 12 0,923 40,9 3,16 3,42 0,459 0,443

Os menores valores para D e Ho foram encontrados na mesma populacéo, Georgino
Avelino (4), apresentando também a menor proporcéao de locos polimérficos (77 %),
enquanto que os maiores valores para estes parametros foram encontrados nas
populacdes de Japoata (8) e Pacatuba (9), respectivamente. Estas populacdes
apresentaram 100% de locos polimérficos (Tabela 4).
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A diversidade genética (D) estimada neste trabalho foi inferior a encontrada por
Perera et al. (2001) em colecOes ex situ de coqueiro-gigante no Sri Lanka. Esses
autores encontraram valores que variaram de 0,426 a 0,846 nas populacdes,
com média de 0,682.

A proporcéao de locos polimérficos (P) variou de 0,770 a 1,000 sendo o menor
valor encontrado na populacédo de Georgino Avelino (4) e o maior valor encontrado
nas populacdes de Japoata (8), Pacatuba (9) e Praia do Forte (10), sendo que
essas populacdes situam-se ao Sul da regido de coleta. A média global foi de
0,923, considerando todas as populacoes (Tabela 4).

Em relacao a proporcéao de locos polimdérficos, apenas as populagdes que formam
o grupo do Sul (Japoata, Pacatuba e Praia do Forte) apresentaram 100% de
polimorfismo. Dentro do outro grupo, o de Natal, composto pelas populacdes de
Baia Formosa, Georgino Avelino e Sdo José do Mipibu, a populacdo de Georgino
Avelino diferiu das outras duas em relacdo a este parametro, com 77% de locos
polimérficos, comparado com 92,3% de polimorfismo apresentado pelas outras
duas populagoes.

Para os 13 locos utilizados, o nimero total de alelos por populacdo variou de 36
na populacdo de Merepe (7) a 48 na populacédo de Japoata (8), com média
geral de 40,9 alelos por populacdo e o nimero médio de alelos por loco variou
de 2,8 a 3,7, sendo o maior valor encontrado na populacao de Japoata e o
menor na populacdo de Merepe, com média geral de 3,16 alelos por loco. Vale
ressaltar que as populacées que apresentaram os maiores nimeros de alelos
totais, 48 (Japoatd), 47 (Pacatuba) e 42 (Praia do Forte), ndo foram as populacdes
com maior tamanho de amostra (Tabela 4).

O nudmero de individuos avaliados variou de 14 na populacdo da Praia do Forte a
30 na populacao de baia Formosa, com média de 19,5 individuos por populacéio.
J& o nimero de locos polimérficos variou de 11 na populacdo de Merepe a 13
nas populacdes que formam o grupo do Sul, com média de 12 locos polimérficos
por populacdo (Tabela 4).

O numero de alelos exclusivos e as respectivas frequéncias por loco séo
apresentados na Tabela 5. O nimero de alelos exclusivos ou privados observados
variou de 1 a 3, sendo um total de 12 alelos privados (17,65%) distribuidos em
seis das dez populacdes avaliadas. Embora as populacdes compartilhem a maior
parte dos 68 alelos, ha um pequeno nimero de alelos que caracterizam
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determinadas populacées, sendo trés nas populacdes de Georgino Avelino,
Japoata e Pacatuba e um nas populacdes de Santa Rita, Baia Formosa e Praia
do Forte. Quatro desses alelos podem ser considerados como comuns localizados,
ou seja, estdo presentes em uma Unica populacdo, porém com frequéncia = 5%.
Neste caso, para capturar esses alelos poder-se-ia utilizar a estratégia de coletar
pequenas amostras em muitas populacdes e é nessa categoria que os melhoristas
concentram seus esforcos, uma vez que os alelos comuns dispersos nao
apresentam problemas, podendo ser capturados mesmo em pequenas amostras
coletadas de poucas populacdes.

Tabela 5. Alelos exclusivos por loco e suas respectivas frequéncias, obtidos com 13
marcadores SSR, em dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil. Aracaju, SE, 2013.

CnCir E2 159 0,017 3 - Baia Formosa
CnCir B12 169 0,036 4 - Georgino Avelino
CnCir C12 171 0,029 4 - Georgino Avelino
CnCir G11 190 0,050 4 - Georgino Avelino
CnCir E2 151 0,042 6 - Santa Rita

CnCir B12 179 0,033 8 - Japoata

CnCir C12 163 0,077 8 - Japoata

CnCir E2 145 0,033 8 - Japoata

CnCir A3 240 0,029 9 - Pacatuba

CnCir B12 181 0,038 9 - Pacatuba

CnCir G11 210 0,167 9 - Pacatuba

CnCir E2 165 0,056 10 - Praia do Forte

Dos 12 alelos exclusivos, oito também podem ser considerados como alelos
raros localizados, ou seja, que se encontra em uma Unica populagcdo e com
frequéncia inferior a 5%. Foi encontrado também um alelo raro esporadico, ou
seja, com frequéncia inferior a 5%, mas presente em trés das dez populagdes,
sendo estas as populacoes que se localizam ao sul de Natal, RN.

Vale ressaltar que a questao de alelos exclusivos pode estar diretamente
relacionada ao tamanho da amostra e que, portanto, a classificacdo de um
determinado alelo como exclusivo é valido para aquela amostra, uma vez que
esses alelos presentes em uma dada populacao podem nao ser capturados por
uma amostra pequena.
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Em coqueiro, uma amostra composta de 50 a 100 plantas por populacéao,
coletadas ao acaso pode ser considerada adequada, para a maioria dos casos,
em capturar pelo menos uma cépia de cada alelo que ocorre com frequéncia
maior que 0,05 (MARSHALL; BROWN, 1975). Estes autores sugerem que alelos
raros tém provavelmente baixo valor adaptativo e sdo de menor interesse para os
melhoristas. Entretanto, seria estratégico coletar pelo menos uma cépia de cada
alelo que ocorre com frequéncia menor que 0,05. As populacdes de Santo In4cio,
Luis Correia, Sao José do Mipibu e Merepe nao apresentaram alelos exclusivos.

Vale salientar que a questdo da presenca de alelos exclusivos e raros detectados
no presente estudo pode estar relacionada com o tamanho da amostra e que
deve ser visto com cuidado, pois esses resultados sao validos para as amostras
avaliadas e que, portanto, podem diferir com avaliacdo de amostras maiores.

A Tabela 6 mostra a classificacao dos individuos avaliados em dez populacdes
de coqueiro-gigante-do-Brasil, de acordo com a populagcado de referéncia. Esta
classificacao se baseia nos escores de cada individuo e no inverso do logaritmo
na base dez da verossimilhanca, classificando-os de acordo com a probabilidade
de pertencer ou ndo a sua populacao de origem. Foram bem classificados

128 (66%) dos 195 individuos analisados, ou seja, aqueles individuos cuja
probabilidade de pertencer a populacado de referéncia é maior do que para outras
populacdes. Pode-se verificar que mais da metade dos individuos que néo se
classificaram em sua populacédo de origem (36 de 67) se encontram em dois
grupos de populacdes. Um primeiro grupo composto pelas populacdes de Baia
Formosa, Georgino Avelino e Sao José do Mipibu, denominado grupo de Natal e
um segundo grupo composto pelas populacées de Japoata, Pacatuba e Praia do
Forte, denominado de grupo do Sul. Sete individuos da populacdo de Merepe

se associaram as populacdes do grupo de Natal, sendo quatro na populacdo de
Georgino Avelino e trés na populacdo de Baia Formosa. O nimero de individuos
que nao foram associados a sua populacado de origem (67), representa 34% do
total dos individuos avaliados.
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Tabela 6. Classificacdo dos 195 individuos avaliados em dez populacdes de
coqueiro-gigante-do-Brasil, de acordo com a populacao de referéncia, com base no critério
de Rannala e Mountain (1997). Aracaju, SE, 2013.

1 (SI) 14 1 1 1 17
2 (LC) 1 13 1 2 17
3 (BF) 1 1 20 6 1 1 30
4 (GA) 3 13 4 1 21
5 (SJM) 3 3 10 1 1 18
6 (SR) 2 1 16 1 1 21
7 (ME) 1 3 4 11 1 20
8 (JP) 1 1 11 4 1 18
9 (PC) 1 4 13 1 19
10 (PF) 1 4 2 7 14

128

Considerando-se cada um dos dois grupos como uma Unica populacao,
obtiveram-se os dados de classificacdo dos 195 individuos associados de
acordo com a populacao de referéncia, agrupando-se as populacdes conforme
mostrado, na Tabela 7. De acordo com os resultados fizeram-se dois grupos, o
grupo de Natal composto pelas populacdes de Baia Formosa, Georgino Avelino
e Sao José do Mipibu e o grupo do sul composto pelas populacdes de Japoata,
Pacatuba e Praia do Forte. Ap6és o agrupamento, o nimero de individuos bem
classificados passou de 128 para 161 (83%), dos 195 individuos analisados.
Somente seis individuos foram associados preferencialmente a outra populacéao,
dos 51 individuos que compdem o grupo do Sul e nove individuos dos 69 que
pertencem ao grupo de Natal.

21
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Tabela 7. Classificacdo dos 195 individuos associados de acordo com a populacéo de
referéncia, apds a formacéo de dois grupos. Aracaju, SE, 2013.

SI 16 1 17
LC 1 13 1 2 17
Natal 1 2 60 2 1 3 69
SR 2 1 16 1 1 21
ME 1 7 11 1 20
Sul 1 1 2 1 1 45 51

161

Vale ressaltar que somente 38% das probabilidades correspondentes foram
maiores que 95% e que, portanto, sdo consideradas como ndo ambiguas.
Entretanto 83% dos individuos foram considerados como bem classificados e
estdo representados com ndmeros em negrito. Esses resultados foram utilizados
para uma primeira classificacdo e formacao de dois grupos entre as populacdes.
Apds o agrupamento o nimero de individuos ndo associados a populacado ou
grupo de origem, passou de 67 para 34 dos 195 individuos analisados, ou segja,
17% (Tabela 7).

Estruturacao da variabilidade genética

O teste de aderéncia as proporcdes de equilibrio de Hardy-Weinberg é mostrado,
na Tabela 8. Dos 130 testes de aderéncia realizados, apenas 16 apresentaram
desvios significativos, isto sugere uma aproximacao em relacdo ao esperado
pelas proporcdes de equilibrio de Hardy-Weinberg. Apenas a populacédo de Baia
Formosa apresentou significancia no teste, em quatro dos 13 locos. As demais
populacdes apresentaram significancia em um ou dois locos dos 13 utilizados.
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As estimativas das estatisticas F de Wright, com os respectivos intervalos de
confianca a 95% de probabilidade sdo apresentadas, na Tabela 9. As estimativas
das estatisticas F de Wright, conforme Weir e Cockerham (1984) foram: F=0,196,
com intervalo de confianga de 0,151 e 0,234; 0, = 0,1600, com intervalo de
confianca de 0,122 e 0,199; e o f = 0,043, com intervalo de confianca de
0,011 a 0,073. Portanto estes parametros diferem significativamente de zero.

Tabela 9. Estimativa das estatisticas F de Wright, conforme Weir e Cockerham (1984),
em 10 populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil. Intervalo de Confianca (IC) de 95% de
probabilidade. Aracaju, SE, 2013.

Estimativa 0,0426 0,1600 0,1958
Limite inferior (IC 95%) 0,0108 0,1222 0,1510
Limite superior (IC 95%) 0,0731 0,1991 0,2345

O parametro f é a correlacédo de alelos dentro de individuos dentro de uma
populacdo. Refere-se ao coeficiente de endogamia de um individuo devido a
cruzamentos nao aleatérios dentro de populacodes, isto é, mede os efeitos da
auséncia de panmixia dentro das populacdes.

O parémetro 0, é a correlacdo de alelos de diferentes individuos numa mesma
populacao, tendo como referéncia o conjunto das populacdes. Refere-se ao
coeficiente de endogamia dentro das populacdes, provocado pela deriva genética
associada a subdivisao das populacodes.

Jé a estatistica F pode ser entendida como a correlacao entre alelos dentro de
individuos. Refere-se ao coeficiente de endogamia considerando o conjunto das
populacdes, ou seja, é a endogamia total da espécie e resulta dos efeitos da
endogamia devida a subdiviséo das populacdes (I,) e da endogamia devida ao
sistema reprodutivo (f), ou seja, mede os efeitos combinados da auséncia de
panmixia e da deriva genética.

O indice de fixacao intrapopulacional (f) foi significativamente diferente de zero,
mas com valor de baixa magnitude (0,04 3) sugerindo ndo haver grandes desvios
de panmixia. Vale ressaltar que a endogamia encontrada dentro das populacoes
é decorrente da geracao anterior, ou seja, da geragcao que originou as sementes,
por meio de possiveis cruzamentos entreindividuos aparentados ou autofecundacdes.
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O valor de 0, médio foi de 0,160, o qual ¢ significativamente diferente de zero,
reflete um alto nivel de diferenciacdo populacional. Este valor indica que 16%
da variacado total se encontra entre populacdes e que os restantes 84 %, se
concentram dentro das populacdes. Este valor de 0, = 0,160, indica que a
subdivisdo, ou seja, a deriva genética tem maior contribuicao para a endogamia
da espécie do que o sistema reprodutivo.

Embora o modelo de mutacao apropriado para marcadores microssatélites seja
o de stepwise, no presente trabalho a distribuicdo dos alelos nas populacdes
nao se comportaram como esperado, ndo se ajustando perfeitamente a esse
modelo. Na Figura 2, é apresentado um exemplo de distribuicao dos alelos nas
dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil, de acordo com o tamanho (pb) e
frequéncias dos alelos para o loco CnCir E2, os demais gréficos sao apresentados
na secao apéndices. Como podem ser observados, os alelos estdo distribuidos
nas populacdes de forma aleatéria e muitas vezes com frequéncias maiores nos
extremos. Talvez por essas populagdes apresentarem uma histéria evolutiva
recente e ndo tenha havido tempo suficiente para que as mutacdes ocorram
dentro das frequéncias esperadas para o modelo.

25
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Figura 2. Exemplo de distribuicédo alélica em dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil

para o loco E2.
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Com base nos valores estimados de [,, é recomendavel que na estratégia de
amostragem para coleta de germoplasma seja amostrado um grande ndmero de
populacdes, pela grande variagdo observada entre as populacdes.

Esses resultados aliados a dados histéricos podem ser considerados como indicio
que essas populacdes se encontram em processo de diferenciacao recente, ou
seja, ocorreram poucas geracoes no processo evolutivo, a partir das populacdes
ancestrais que originaram as populagdes atuais. Como o coqueiro chegou ao
Brasil em 1553, e uma geracédo dura de 80 a 100 anos, isto implica que
ocorreram poucas geracdes desses materiais aqui no Brasil e, provavelmente, a
estruturacado foi influenciada por forte efeito fundador e pela selecédo praticada
pelo homem.

Sistema reprodutivo

As estimativas do indice de fixagao intrapopulacional (f), bem como os
intervalos de confianca obtidos por amostragem de 10.000 bootstraps sao
apresentadas, na Tabela 10. Os valores variaram de — 0,100 na populacao de
Pacatuba a 0,134 na populacdo de Sao José do Mipibu, com média geral de
0,043, conforme ja mostrado. Verifica-se que os valores obtidos ndo foram
significativamente diferentes de zero, exceto para a populacdo de Pacatuba
onde houve excesso de heterozigotos (f < 0).
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Tabela 10. Dados do indice de fixacdo intrapopulacional (f) apés amostragem com reposicao
dos individuos com todos os locos, para as dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil,
com amostragem de 10.000 Bootstraps e t,: taxa aparente de cruzamento (IC 95%). Aracaju,
SE, 2013.

1 - 0,06577 - 0,29560 0,07134 1,141
2 0,01819 - 0,16604 0,12592 0,965
3 0,09898 - 0,02575 0,19301 0,820
4 0,12301 - 0,04205 0,21392 0,781
5 0,13367 - 0,04707 0,25312 0,764
6 - 0,05849 -0,21674 0,02021 1,123
7 0,10948 - 0,09987 0,25301 0,803
8 0,05944 -0,11711 0,18039 0,888
9 - 0,09966* -0,25122 - 0,03124 1,222
10 0,08470 - 0,08320 0,16329 0,843
Média 0,0426 0,0108 0,0731 0,918

* Significativo a 5% de probabilidade.

As estimativas das taxas aparentes de cruzamento (t ), obtidas com base neste
indice sdo também apresentadas, na Tabela 10. Os valores desta variaram entre
0,764 na populacao de Sao José do Mipibu e 1,222 na populacdo de Pacatuba,
com valor médio de 0,918. Isto sugere que a espécie se comporta como
preferencialmente alégama.

Estes resultados, associados ao teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg,
mostram que as populacdes sao preferencialmente alégamas, indicando néao haver
grandes desvios de panmixia. Os valores de f, por ndo serem significativamente
diferente de zero, sugerem que a maioria dos locos dentro das populacdes esta
dentro das proporcdes esperadas de Hardy-Weinberg, e que no conjunto das
populacdes houve significancia para este parametro somente em uma populacao
e no casso, com excesso de heterozigotos.

A néo significancia dos valores do indice de fixacao intrapopulacional (f) por
populacdes implica que as respectivas taxas aparentes de cruzamento nao diferem
de 1,0, em cada uma delas. Por outro lado, o valor global 0,92, difere
significativamente de 1,0 o que implica em uma taxa aparente de autofecundacéao
de 0,08 ou 8%. Parte desses homozigotos pode se dever a cruzamentos entre
individuos aparentados na geracao anterior.
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Né&o foram encontrados na literatura estimativas de taxa de cruzamento, em
coqueiro, a partir de dados de marcadores moleculares. No entanto, os dados
deste trabalho confirmam os dados de outros estudos genéticos que afirmam
ser o coqueiro-gigante, uma variedade preferencialmente alégama (FREMOND
et al., 1966).

Padrdo espacial da variabilidade genética

Os valores de [, entre pares de populacdes podem ser observados, na Tabela 11.
Os menores valores observados foram entre as populacdes que compdem os
grupos do Sul, Japoata (8), Pacatuba (9) e Praia do Forte (10), com valores
variando de 0,0240 a 0,0497, e entre as populacdes do grupo de Natal, Baia
Formosa, Georgino Avelino e Sao José do Mipibu, com valores que variaram de
0,0219 a 0,0625. Os maiores valores de [, foram observados entre os pares

de populagdes Santo Inacio e Georgino Avelino (0,3156), Santo Inacio e Sao
José do Mipibu (0,2742), Santo Inacio e Merepe (0,2508) e entre as populagcdes
de Luis Correia e Sao José do Mipibu (0,2487).

Tabela 11. Valores de [, segundo Weir e Cockerham (1984) para os pares de populacdes,
baseado em 13 locos de SSR em dez populagcbes de coqueiro-gigante-do-Brasil. Aracaju,
SE, 2013.

*

0,1676 *

0,2391 0,2290 *

0.3156 0,2487 | 0,0287 *

0,2742 0,2124 1 0,0625 0,0219 *

0,1030 0,0762 0,1245 0,1621 0,1451 *

0,2508 0,1660 0,1583 0,1498 0,1321 0,1494 *

0,1323 0,1767 0,1382 0,1808 0,1258 0,093 0,1706 *

0,1831 10,2256 0,1767 0,2196 0,1525 0,1446 0,2407 | 0,0240 *
0 0,1353 0,1959 0,1959 0,2318 0,544 0,1044 10,2369 | 0,0425 0,0497

= © 0 N O aa » W N =

A correlacdo entre as matrizes de distancias genética e geografica entre as dez
populacdes (Tabela 12), foi de r = 0.598, sendo significativa (p=0.0027) pelo
teste de Mantel. Esta correlacao foi de intermediéaria a alta, sinalizando que a
divergéncia genética estd estruturada no espaco provavelmente em um padrao
clinal de variacdo. Essas andlises indicam que provavelmente um processo
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As matrizes de distancias genéticas e geograficas entre as dez populacoes séo
apresentadas, na Tabela 12. As distancias genéticas obtidas entre as populacdes
variaram de 0,034 a 0,390. As menores distancias genéticas observadas foram
entre as populacdes de Baia Formosa e Georgino Avelino, Georgino Avelino e
Sao José do Mipibu (5), 0,034 e 0,035, respectivamente e entre Georgino Avelino
e Sao José do Mipibu, 0,071. Também apresentaram pequenas distancias
genéticas entre si as populacdes de Japoata e Pacatuba (0,063), Pacatuba e
Praia do Forte (0,096) e Japoata e Praia do Forte (0,099). Estes menores valores
coincidem com aqueles encontrados para [, par a par.

Os dados da Tabela 12 sugerem a possibilidade de agrupamento das populacdes
com distancias genéticas menores que O,1. Com isso, formaram-se dois grupos
de populacdes, o grupo 1 composto pelas populacdes de Baia Formosa,
Georgino Avelino e Sao José do Mipibu, denominado grupo de Natal, e o grupo
2 formado pelas populacdes de Japoata, Pacatuba e Praia do Forte, denominado
grupo do Sul. Pode se verificar que as populagdes mais similares geneticamente
sdo também as populacdes geograficamente mais préximas. As demais
populacdes apresentam comportamento diferenciado sem possibilidade de
formacao de grupos consistentes. Este agrupamento corrobora com aquele
proposto com base na classificacdo pelo critério de Ranalla e Mountain (1997).

As maiores distancias genéticas observadas foram entre as populagées de Santo
Inacio e Georgino Avelino (0,390), Santo Inacio e Sdo José do Mipibu (0,381),
Merepe e Praia do Forte (0,343), Merepe e Pacatuba (0,335) e Luis Correia e
Pacatuba (0,335), as quais também apresentam grandes distancias geogréficas
(Tabela 12).

O padrao da correlacao entre as matrizes de distancias genéticas de Nei e as
distancias geograficas entre as dez populagdes de coqueiro-gigante-do-Brasil é
apresentado na Figura 3. A correlacdo matricial entre as distancias genéticas
e as distancias geogréficas foi positiva (r = 0,598) e significativa a 1% de
probabilidade (p = 0,0027) pelo teste de Mantel com 10.000 permutacoes.
Este resultado sugere um padrao espacial da variabilidade genética entre as
populacdes, e que as mesmas estdo estruturadas no espaco.
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r = 0,598
P = 0,0027 (10000 permutagdes)

045

04 4

0,35 4

0,3

éticas (Nei)

ancias gené

0,25 4

0,2

0,15

Dist

0,1 - . ¢

0,05 {*
.

0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Distancias geograficas (km)

Figura 3. Representacdo da correlacdo entre as distancias genéticas e as
distancias geogréficas entre dez populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil.
Aracaju, SE, 2013.

Pela Figura 3, constata-se que populacdes geograficamente mais préximas
possuem consistentemente menores distancias genéticas. Para populacdes
geograficamente distantes ocorrem altos e baixos valores para a distancia
genética, em um padrao mais aleatério. Este padrao é coerente com o modelo
de isolamento pela distancia em populagdes naturais (Wright, 1943).

Aspectos histoérico-evolutivos

O padrao de distribuicao das dez populacGes de coqueiro-gigante-do-Brasil pode
ser visualizado no gréfico tridimensional apresentado, na Figura 4. A andlise
fatorial de correspondéncia (AFC) permite visualizar mais facilmente as posicoes
relativas das amostras. A visualizacdo pode ser efetuada no espaco tridimensional,
no qual cada eixo representa a sua contribuicdo para a variacao total. A
contribuicao relativa dos individuos, para a inércia (variacdo) dos trés primeiros
eixos da AFC permite descrever a variabilidade sobre os trés planos e acumulam
63% da variacao total. As inércias (variacdes) relativas dos trés primeiros eixos
decrescem de 28,69% a 11,20%.
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Figura 4. Gréfico tridimensional representando o padréo de distribuicdo das dez populacdes

de coqueiro-gigante-do-Brasil, obtido pela andlise fatorial de correspondéncia (AFC). Aracaju,
SE, 2013.

Com base nos resultados da AFC pode-se identificar no canto superior direito do
grafico um conjunto de popula¢cdes que corresponde as populagcdes Baia Formosa
(3), Georgino Avelino (4) e Sdo José do Mipibu (5). Este primeiro grupo foi
denominado grupo de Natal. Um outro conjunto de populacdes pode ser visto na
parte superior esquerda e corresponde as populacdes Japoata (8), Pacatuba (9)
e Praia do Forte (10). Esse segundo grupo foi denominado de grupo do Sul. Esses
dois grupos sao formados por trés populacdes cada. As demais populacdes se
encontram dispersas no espaco multidimensional e ndo apresentaram nenhuma
tendéncia de agrupamento. Estes dados corroboram com o agrupamento
proposto com base na matriz de distancias genéticas (Tabela 12).

O padrao de divergéncia genética entre as populacdes de coqueiro-gigante-do-

Brasil foi avaliado também com base no dendrograma, apresentado na Figura 5,
obtido a partir das distancias genéticas (NEI, 1972). Pela anélise dos dados pode-
se observar o padréo de divergéncia entre as dez popula¢cdes confirmando-se que
as populacbes 3 (Baia Formosa), 4 (Georgino Avelino) e 5 (Sao José do Mipibu)
foram geneticamente semelhantes entre si e formando um grupo diferenciado das
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demais populacoes. Essas populacdes se localizam préximo a cidade de Natal,
RN. Fato semelhante observa-se com as populacdes 8 (Japoatd), 9 (Pacatuba) e
10 (Praia do Forte) que também apresentaram similaridade genética entre si,
formando um segundo grupo denominado grupo do Sul, pois as populagdes se
localizam no Sul da regido de ocorréncia das populacdes compreendida entre o
norte de Sergipe e norte da Bahia. As demais populacdes apresentaram padroes
variados de divergéncia e se comportaram de forma diferente.

Figura 5. Padrdo de divergéncia genética entre dez populacées de
coqueiro-gigante-do-Brasil, obtido pelo método de Neighbor Joining, com
base nas distancias genéticas Aracaju, SE, 2013.

O mapa da Figura 6 mostra a posicdo geografica das dez populacoes com os
grupos formados. Cada grupo estéa representado por um circulo azul que envolve
as populacdes de acordo com o agrupamento efetuado.
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Figura 6. Mapa de localizacdo das dez populacdes de
coqueiro-gigante-do-Brasil, de acordo com o agrupamento,
utilizando 13 locos SSR, com base nas disténcias genéticas e na
andlise fatorial de correspondéncia (AFC). Aracaju, SE, 2013.

A diversidade dos coqueiros gigantes é dividida em duas grandes zonas: o grupo
que corresponde a zona ecogeografica do Pacifico, compreende o Sudeste
asiatico e o Pacifico Sul e é denominado “grupo Pacifico”, e o segundo grupo
que corresponde aos coqueiros da india, Sri Lanka e do Oeste da Africa, este
grupo é denominado “grupo Indo-Atlantico” (BOURDEIX et al., 1997; LEBRUN
et al., 1999), o qual as populacoes brasileiras pertencem.

A dispersdo do coqueiro, a partir do Oeste da Africa (Cabo Verde), para o caribe
e Costa Atlantica da América, aliada a semelhanca morfolégica entre esses
materiais e os coqueiros brasileiros, sdo fortes argumentos que permitem
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considerar que eles pertencem ao mesmo grupo, ou seja, ao grupo Indo-Atlantico
(LEBRUN et al., 1999).

Consideracodes Finais

As populacdes brasileiras apesar de terem uma histéria evolutiva comum e recente
apresentam grande divergéncia genética, provavelmente devido ao seu modo de
dispersao associado ao homem, que muitas vezes pratica selecdo de poucos
individuos para o estabelecimento de novas populacdes e isto pode ter levado a
um alto grau de diferenciacao entre elas.

Com base nos resultados obtidos, e devido a natureza recalcitrante das sementes,
podem se adotar estratégias mais eficientes de coleta e conservacao do
germoplasma ex situ de coco. Para a coleta pode se constituir uma amostra para
cada grupo (Natal e do Sul), composta de uma mistura de sementes das
populacdes dentro de cada grupo, para representar um acesso por grupo. Em
relacao as demais populacdes, poder-se-ia se coletar uma amostra por populacao,
constituida por um grande numero de individuos coletados, para capturar a
maioria dos alelos de interesse presentes nessas populacoes.

Embora este trabalho tenha fornecido importantes resultados, é importante incluir
nos préximos estudos os materiais de coqueiros exéticos, principalmente os
materiais de origem asiatica, e materiais da variedade ana para que se tenham
informacdes mais completas sobre o germoplasma de coqueiro brasileiro e com
isso tornar mais eficiente o programa de melhoramento da cultura.

Diante das observacdes de uma alta porcentagem de alelos comuns dispersos
(82,35%) aliado ao alto nivel de variacado dentro das populacdes (84 %), sugere-se
que coletar uma amostra grande aleatéria das populacdes alvo, seria suficiente
para capturar a maioria da variacao genética desejavel presente nestas
populacdes. No caso das populacdes que se agrupam, uma grande amostra por
grupo seria o suficiente para esse propésito.

A grande estruturagdo genética, medida pela estatistica [, reforca a necessidade
de que todas as populacdes sejam amostradas para conservacao ex situ.



Caracterizacdo de Populacdes de Coqueiro-gigante-do-Brasil por Meio de Marcadores Microssatélites 37

Conclusoes

* As populagdes de coqueiro-gigante-do-Brasil apresentam alta estruturacao
genética detectada pelos marcadores SSR, com 16% da variabilidade genética
entre e 84% dentro das populacoes.

* A variabilidade genética nas populacdes estudadas esta espacialmente
estruturada, com maior similaridade entre populacdes geograficamente mais
préximas.

® As populacoes Baia Formosa, Georgino Avelino e Sdo José do Mipibu formam
um grupo de similaridade denominado grupo de Natal e as populacdes Japoata,
Pacatuba e Praia do forte formam um segundo grupo de similaridade denominado
grupo do Sul.

* As populacdes de coqueiro-gigante-do-Brasil sdo preferencialmente al6gamas,
com taxa média aparente de cruzamento de 92%.

® As populacdes brasileiras possuem origem Unica e apresentam alta divergéncia
entre si, em comparacdo com outras populagdes do grupo Indo-Atlantico.
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