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Sinopse:

Foram desenvolvidos marcadores moleculares microssatélites de camu-
camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) para caracterizacdo dos exemplares
existentes do Banco Ativo de Germoplasma de camu-camu do INPA. Sete
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17 populagdes presentes no BAG.
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RESUMO

O camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) é um arbusto
endémico da Amazbnia que se desenvolve em areas periodicamente alagadas.
Seus frutos possuem o maior conteudo de acido ascérbico conhecido, sendo
por isso utilizado na fabricacdo de diversos produtos. O Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia mantém um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
camu-camu com plantas desenvolvidas a partir de sementes coletadas em
diversas localidades. A utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites
permite a caracterizacdo dos exemplares existentes no BAG, demonstrando a
estruturacdo e a variabilidade genética existentes, o que possibilita a
orientacdo na selecdo de matrizes e na manutencao da diversidade genética.
Para tanto, foram desenvolvidos 12 primers microssatélites a partir de uma
biblioteca genémica enriquecida, sendo nove polimérficos. O nimero de alelos
por locus variou de 3 a 10, com uma média de 6,89 alelos por locus. A
heterozigosidade observada (Hp) apresentou uma média de 0,531, enquanto a
heterozigosidade esperada (Hg), 0,679. Os valores de poder de discriminacao
estimado D, foram maiores que 0,75 em seis loci, estando proximo a este valor
em um Jocus. Os valores de D foram superiores em sete loci, sendo estes
considerados mais informativos e utilizados para as analises das populagées.
Para auxiliar programas de melhoramento, foram avaliadas a diversidade, a
estrutura e as relacdes genéticas de 17 populagdes do Banco de Germoplasma
do INPA. Sete loci microssatélites continham um total de 135 alelos, com média
de 19,3 alelos por locus. Os resultados dos parametros de diversidade genética
sugerem a existéncia de um excesso de homozigotos. A andlise de variancia
molecular (AMOVA) mostrou que 79,39% do total da variacdo genética foi
encontrada dentro dos acessos e 20,61% entre as populacbes, demonstrando
a existéncia de estruturacdo genética. Nao houve correlagdo entre distancias
genéticas e geogréficas (r = 0,23), indicando que as populacées nao se
encontram estruturadas no espaco. Essas informagdes poderdao oferecer apoio
na organizagdo do BAG e na orientagdo de cruzamentos, definindo os
acessos/populacdes mais divergentes geneticamente.

Palavras chave: Myrciaria dubia, marcadores moleculares, microssatélites,
diversidade genética, banco de germoplasma
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ABSTRACT

The camu-camu (Myrciaria dubia (HBK) McVaugh) is an Amazonian endemic
shrub that develops in periodically flooded areas. Its fruits have the highest
content of ascorbic acid known and is therefore used in the manufacture of
various products. The Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia maintains
an active germplasm collection (BAG) of camu-camu with plants grown from
seeds collected in several localities. The use of microsatellite molecular
markers allows the characterization of acessions in the BAG, showing the
existing structure and genetic variability, which provides guidance in the
selection of matrices and the maintenance of genetic diversity. Thus, were
developed 12 microsatellite primers from a genomic enriched library, nine
polymorphic. The number of alleles per locus ranged from 3 to 10, with a mean
of 6.89 alleles per locus. The observed heterozygosity (Ho) had an average of
0.531 and the expected heterozygosity (Hs) had an average of 0.679. The
discrimination power values D, were higher than 0.75 in six loci, close to this
value at a locus. The D values were higher in seven loci, wich are considered
more informative and used for analysis of populations. To help programs for
improvement, were evaluated diversity, structure and genetic relationships of 17
populations of the INPA active germplasm collection. Seven microsatellite /oci
contained a total of 135 alleles, with an average of 19.3 alleles per locus. The
results of the parameters of genetic diversity suggest the existence of an
excess of homozygotes. The analysis of molecular variance (AMOVA) showed
that 79.39% of the total genetic variation was found within the accessions and
20.61% among populations, demonstrating the existence of genetic structuring.
There was no correlation between genetic and geographical distances (r = 0.23)
indicating that populations are not structured in space. Such information can
support the organization of the BAG and the direction of crosses, defining the

access/ populations genetically divergent.

Keywords: Myrciaria dubia, molecular markers, microsatellites, genetic
diversity, active germplasm collection

16



1. INTRODUCAO

A espécie Myrciaria dubia, uma mirtacea conhecida popularmente como
camu-camu, é um arbusto endémico da Regido Amazobnica, que ocorre
naturalmente nas margens de cursos de agua e nas areas periodicamente
inundadas. Seu fruto possui 0 maior conteudo de vitamina C conhecido
atualmente, razdo pela qual é aproveitado para elaboragdo de diversos
produtos, desde cosméticos a alimenticios. Apesar de pouco consumido no
Brasil, tanto in natura como industrializado, o camu-camu € bastante conhecido
em outros paises, principalmente no Japao e nos Estados Unidos, os quais sao
mercados consumidores ja consolidados. O abastecimento deste mercado
consumidor é feito basicamente pela forma extrativista, o que provoca
desequilibrio para a espécie no ambiente natural e resulta no fornecimento do
fruto como uma matéria prima com caracteristicas nao padronizadas.

O camu-camu possui uma alta variabilidade fenotipica (Yuyama et al.,
2002; 2003) que ocorre tanto em ambientes naturais como em plantios em terra
firme onde as condigcdes ambientais sdo similares para todas as plantas. O
INPA mantém um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Camu-camu com
acessos provenientes dos Estados do Amazonas, Pard, Rondénia e Roraima, e
de lquitos no Peru (Yuyama et al., 2002). Essas plantas foram parcialmente
caracterizadas quanto a morfo-fenologia, pragas e doencgas (Barbosa et al.,
2004), produtividade, teor de acido ascorbico, pH e sélido soltvel (Yuyama et
al., 2003), e geneticamente usando microssatélites génicos (Rojas Gonzalez,

2007).
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Os microssatélites gendmicos sao considerados mais polimoérficos que
0s génicos por ndo estarem associados as regides transcritas do genoma
(Varshney et al, 2005). Além disso, sdao marcadores moleculares
extremamente informativos para analises de fluxo génico, diversidade e
estrutura genética (Conte et al., 2004; Nybom et al., 2004; Karasawa et al.,
2005; Ottewell et al., 2005; Steane et al., 2006; Ferreira-Ramos et al., 2008;
Payn et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de
acessos de diferentes populagdes no Banco Ativo de Germoplasma de Camu-
camu do INPA, utilizando marcadores moleculares microssatélites. No capitulo
3 é mostrado o isolamento e caracterizacdo dos microssatélites. No capitulo 4
foram avaliados os niveis e a forma como a variabilidade genética é mantida
dentro do BAG, por meio dos indices de diversidade genética e distancias
genéticas.

Este trabalho gerou informacdées que podem ser utilizadas em um
programa de melhoramento para esta espécie, fornecendo base para a escolha
de plantas geneticamente selecionadas para cruzamentos tanto a partir de
acessos como de populacées, assim como para a tomada de decisées acerca

da eliminacao e/ou inclusdo de materiais de novas coletas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Descricao e distribuicao geografica da espécie

O camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh), também conhecido
cacari, araca-d’agua (Ferreira, 1986), araca-de-igap6 (Mera, 1987), guayabo e
guayabito (Castarieda, 1961), é um representante nativo na Amazbnia da
familia Myrtaceae (McVaugh, 1958; 1963). Apresenta, como sinonimias,
Psidium dubium H.B.K., Myrciaria paraensis (McVaugh, 1963), Eugenia
divaricata Benth., M. phillyraeoides Berg., M. divaricata (Benth.) Berg.
(McVaugh, 1969), M. spruceana Berg. (Gutierrez, 1969) e M. riedeliana Berg.
(Mera, 1987).

A planta possui habito arbustivo, podendo alcangar até 8 m de altura
(McVaugh, 1958). Possui copa ramificada, frondosa, com ramos delgados,
flexiveis, pendentes (Gutierrez, 1969), cilindricos, lisos e de coloragdo marrom-
clara ou avermelhada (Figura 1A). As raizes sao profundas e possuem muitos
pélos absorventes (Picén et al., 1987). As folhas sao simples, opostas, glabras,
glandulosas, peninérveas, membranaceas e pecioladas; o limbo é ovado,
eliptico ou lanceolado; o apice é agudo ou gradualmente acuminado; a base é
arredondada ou subcuneada; a margem é inteira e ligeiramente ondulada
(McVaugh, 1958; Castanieda, 1961). A inflorescéncia apresenta até quatro
flores hermafroditas dispostas em dois pares; as quatro sépalas sao
arredondadas e de coloracdo verde; as quatro pétalas sdo ovadas e de
coloragao branca. O fruto, baga globosa, mede entre 1-3 cm de diametro e

pesa entre 6-9 g; o epicarpo delgado € liso, lustroso, granduloso e possui
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2.1. Descricao e distribuicao geografica da espécie

coloragao purpura ou avermelhada; a polpa sucosa é acida, aromética e de
coloragao branca (Figura 1B). Contém de uma a quatro sementes reniformes
por fruto, com o peso unitario variando entre 0,6 e 0,9 g, sendo este peso
inversamente proporcional ao numero de sementes por fruto (McVaugh, 1958;

Gutierrez, 1969; Calzada Benza & Rodrigues, 1980; Picén et al., 1987).

Figura 1. (A) planta e (B) fruto de camu-camu.

O camu-camu é encontrado naturalmente nas margens dos rios, lagos e
igapods, tanto nas aguas escuras (Calzada Benza, 1980; Mera, 1987) como nas
aguas brancas (Falcao et al., 1993). Essa espécie tem adaptacdo ao clima
tropical umido, sendo tolerante as inundacdes, podendo ficar submersa durante
quatro a cinco meses ao ano (Peters & Vasquez, 1988) e tolerar seca por trés
meses (Villachica, 1996). Sua distribuicdo aparente vai da regido central do
estado do Para, passando pelo médio e alto rio Amazonas, até a parte oriental
do Peru, ao longo do rio Casiquiare e grande porcao da alta e média bacia do
rio Orinoco (McVaugh, 1969). Nos estados do Amazonas, Rondbnia e Roraima,
0 camu-camu é encontrado naturalmente (Chavez Flores, 1988), e ao longo
dos rios e lagos da Amazdnia peruana sao encontradas grandes populacoes
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nativas quase que monoespecificas (Peters & Vasquez, 1987). Keel & Prance
(1979) também verificaram a densa ocorréncia de camu-camu no Rio Negro,
de aguas pretas, sendo uma area de floresta sob severo estresse ambiental
com solo pobre e inundacdo sazonal, em uma regidao proxima a cidade de
Manaus, mostrando a dominancia desta espécie no local, com um valor de
importancia maxima de 75,78 (MIV), demonstrando, desta forma, que na Bacia

Amazdnica também ocorre uma grande populacado monoespecifica.

2.2. Utilizacao e importancia do camu-camu

Seus frutos fazem parte da alimentacao de espécies da ictiofauna, como
o tambaqui (Colossoma macropomum), o pacu (Mylossoma spp.), 0 matrincha
(Brycon cephalus) e o curimata (Prochilodus nigricans) (Mera, 1987; Peters &
Vasquez, 1987). Além disso, € utilizado pela populacdo humana na elaboracao
de sucos e refrescos, sorvetes, doces, vinhos, coquetéis, vinagres, licores e
geléias (Picon et al., 1987; Riva Ruiz, 1994; Yuyama et al., 2002a; Maeda &
Andrade, 2003).

Tradicionalmente, o camu-camu € usado de diversas formas pela
populagcdo amazdnica: da casca do caule e da raiz é feita uma infusdo para o
tratamento de diarréia e reumatismo; raspas da casca sao aplicadas
diretamente para aliviar dores musculares; folhas trituradas sdo usadas para
febre e dor de cabeca (Pinedo, 2004). No entanto, € pelo seu conteldo
extremamente alto de acido ascérbico que o camu-camu tem despertado o
interesse de diversos paises. Apresenta uma variacao de vitamina C de 0,845

a 6,1 g em 100 g de polpa integral (Yuyama et al., 2002a), quantidade esta
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superior a de diversos frutos, superando inclusive a acerola, cuja concentracao
varia de 0,973 a 2,786 g em 100g de polpa (Matsuura et al., 1998), até entao
considerada como a fruta mais rica em conteudo de acido ascorbico no Brasil
(Tabela 1). O sorvete produzido a partir de polpa de camu-camu contém cerca
de 560 mg de vitamina C, e a geléia apresenta concentragcdes superiores a 710
mg desta substancia por 100 g de produto, demonstrando que a vitamina C
nesta espécie apresenta ainda grande estabilidade, mesmo quando submetida

a diferentes tipos de processamentos e temperaturas (Yuyama et al., 2002a).

Tabela 1. Comparacéo dos teores de acido ascorbico do camu-camu analisados por diversos
autores com acerola, caju e laranja péra.

Fruto Teor de acido ascorbico Autores
(mg/100 g de polpa)
Camu-camu 2880 Roca, 1965
Camu-camu 845 - 939 Zapata & Dufour, 1993
Camu-camu 2489 - 3133 Andrade et al, 1995
Camu-camu 1910 - 2061 Alves et al, 2000
Camu-camu 3571 -6112 Yuyama et al., 2002
Camu-camu 2585 Maeda et al., 2006
Acerola 973 - 2786 Matsuura et al., 1998
Caju 138,7 TACO, 2006
Laranja péra 53,7 TACO, 2006

Quanto aos demais componentes, a casca apresenta antocianina,
importante antioxidante e corante natural (Andrade, 1993). O fruto € uma fonte
potencial de fibra alimentar total, insoltvel e solivel, numa concentragdo média
de 2,88 g, possuindo também um alto conteudo de flavonodides e pectinas
(Yuyama et al., 2002b), sendo portanto uma opcéo na alimentagédo regional.
Considerando 100 g de polpa, os teores de proteinas variam entre 400 mg a

890 mg, de carboidratos, entre 3500 mg a 4700 mg (Roca, 1965; Andrade,
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1993; Justi et al., 2000), de sbdio, entre 27 mg a 111,3 mg, de potassio, entre
532 mg a 838,8 mg, de calcio, entre 62 mg a 157,3 mg e de ferro, entre 1,3 mg
a 1,8 mg (Zapata & Dufour, 1993; Justi et al., 2000). Rodrigues et al. (2006)
demonstraram que os frutos de camu-camu, devido ao conteudo de
antocianinas e flavondides, possuem uma destacada capacidade antioxidante;
em estudos comparativos com outras frutas que também possuem
antioxidantes, como o acai (Euterpe oleraceae), o mirtilo (Vaccinium myrtillus),
a macga (Malus domestica) e a laranja (Citrus sinensis L.), o camu-camu
apresentou os valores mais elevados dentre todos os alimentos estudados até

este momento.

2.3. Germoplasma vegetal de camu-camu

Os recursos genéticos vegetais compreendem plantas cultivadas e
espécies silvestres com valor potencial ou comprovado, como € o caso do
camu-camu. A manutencdo desses recursos pode ocorrer por meio do
estabelecimento de areas de protecdo ambientais e pela coleta e manutencao
desses materiais, 0s quais passam a ser denominados germoplasma.

O Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) mantém um
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de camu-camu com acessos provenientes
de diferentes rios da Bacia Amazdnica, parcialmente caracterizados quanto ao
conteudo de vitamina C, producéao e arquitetura (Yuyama et al., 2003; Barbosa
et al., 2004). As plantas deste BAG estdo distribuidas entre a Estacao

Experimental de Olericultura, situada no km 14 da Rodovia AM-010, e a
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Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical, localizada no km 42 da Rodovia
BR-174, ambos em Manaus-AM.

As plantas provenientes da regido de Iquitos sdo oriundas das sementes
trazidas por Wanders B. Chavez Flores em 1978. Os acessos provenientes dos
rios Cauamé (RR), Jamari (RO), Jaru (RO), Urupa (RO), Machado (RO),
Candeias (RO), Madeira (RO), Javari (fronteira entre Amazonas e Peru) e
Uatuma (AM) foram coletados a partir do projeto PTU/CNPq — Projeto
Domesticacdo de germoplasma silvestre de camu-camu (Myrciaria dubia
(H.B.K.) McVaugh) para uso na agroindustria na Amazénia Brasileira (1998 —
2000). Os acessos das ilhas Pirarara (AM) e Pirarucu (AM) e dos rios Araca
(AM), Urubu (RR), Taruma (AM), Trombetas (PA) e Tocantins (PA, cidade de
Maraba) foram coletados durante o projeto PPG7 (CCE)/FINEP - Projeto
Domesticacdo de germoplasma silvestre de camu-camu (Myrciaria dubia
(H.B.K.) McVaugh) para uso de agroindustria da Amazdénia (2000 — 2003)
(Yuyama, 2002b).

Vasquez (2000) relata diferentes tipos de plantas caracterizadas pelas
condicbes fenotipicas de germinacao, crescimento, tronco, época de coleta,
casca e cor da fruta, textura, teores de vitamina C, destacando-se a forma das
plantas e o conteudo de vitamina C. As caracteristicas de producéao,
ramificagdo, producao por arvore e conteudo de vitamina C s&do caracteristicas
muito varidveis entre os acessos, e sao indicadores da ampla variabilidade
fenotipica da espécie. Sidney et al. (2000) encontraram diferencas significativas
para comprimento, didmetro e peso do fruto, altamente significativas para peso
da polpa, indicando que existe suficiente variabilidade para esses caracteres,

capazes de discriminarem as populagdes estudadas. Por outro lado, nas
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variaveis peso € numero de sementes, produtividade e rendimento em polpa,
nao foram detectadas diferencas estatisticas significativas, indicando pouca
variabilidade para estas caracteristicas nas condi¢des estudadas.

Teixeira et al. (2004) avaliaram trés populacdo de camu-camu (lquitos
no Peru, Cauamé em Roraima e Uatuma no Amazonas), utilizando marcadores
isoenzimas de esterase e esterase-D, demonstrando que ocorrem diferencas
genéticas entre as trés populacdes estudadas e um maior polimorfismo dentro
da populacédo de Uatuma.

Rojas Gonzalez (2007) analisou 17 populagcées de camu-camu utilizando
oito loci microssatélite génicos, encontrando baixos valores de
heterozigosidade observada H, em todas as populacées. O dendograma
mostrando as distancias genéticas agrupadas encontrou dois grupos principais
(Grupo 1 formado pelas populagdes de Ronddnia, Amazénia Oriental e Peru;
Grupo 2, populagbes de Roraima e Amazonas Central e oeste) e cinco
subgrupos (Subgrupo 1 formado por cinco popula¢des de Rondbnia; Subgrupo
2, trés populacdes, Rondbnia, oeste do Amazonas e Leste do Para; subgrupo
3, trés populagdes, Peru, fronteira entre Amazonas e Peru e oeste do Para;
Subgrupo 4, populagdes de Roraima e oeste do Amazonas; Subgrupo 5,
populagdes do oeste e centro do Amazonas), coincidindo com as &reas de
coleta; entretanto, ndo foi encontrada correlagdo entre distancias geograficas e
distancias genéticas.

A manutencado adequada de germoplasma depende, em grande parte,
da avaliacdo e caracterizacdo da variabilidade genética contida no mesmo.
Esta avaliacdo contribui para a prevencgao de possiveis perdas genéticas, como

as que podem acontecer durante as multiplicacbes dos acessos coletados,
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identificando as populagbes ou individuos que contenham maior variabilidade

(Hosbino et al., 2002).

2.4. Marcadores moleculares

Estudos de genética de populagdes ganharam grande impulso a partir
da década de 70, com o advento das técnicas de biologia molecular,
especialmente marcadores isoenzimaticos. Porém, foi com o desenvolvimento
de metodologias de marcadores moleculares baseados em polimorfismo ao
nivel de sequéncia de DNA que esses estudos ganharam uma poderosa
ferramenta para caracterizar e avaliar recursos genéticos, especialmente para
entender a estrutura e organizacdo da diversidade genética das populagdes e
seu monitoramento ao longo do tempo. O desenvolvimento e aplicacdo de
tecnologias baseadas em marcadores moleculares fornecem ferramentas
Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao nivel de sequéncias de DNA,
suficientes para discriminar a variagdo genética existente entre individuos e
entre populacdes (Kresovich et al., 1995).

No melhoramento vegetal, os marcadores sado utilizados tanto para
mapeamento genémico quanto para avaliacgdo da diversidade genética
(Figueira & Cascardo, 2001). O emprego de técnicas moleculares na
caracterizagao dos acessos, além de orientar o programa de melhoramento na
escolha dos cruzamentos mais adequados, pode proporcionar um grande
avanco na racionalizagdo da instalacdo de novas colec¢ées, permitindo entre

outros, a constituicdo de cole¢des nucleares, onde cerca de 80% da variacao
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genética de uma colecédo pode ser representada por 10% dos acessos (Brown
et al., 1989).

Os marcadores moleculares sao utilizados para avaliagdo do grau de
heterozigosidade complementar em matrizes de plantas perenes usadas para
cruzamentos que buscam o vigor hibrido (Grattapaglia, 1999), baseado na
divergéncia genética para a escolha dos parentais que resultardo em alta
heterose e, conseqlentemente, em hibridos com elevada performance

agrondmica (Livini et al., 1992; Ali et al., 1995; Sekhon & Gupta, 1995).

2.4.1. Microssatélites

Os marcadores microssatélites sdo marcadores moleculares
considerados ideais para as estimativas de parametros genéticos de
populacées e para compreensdo de padrbes de fluxo génico e parentesco.
Estes marcadores sdo abundantes e uniformemente distribuidos pelo genoma
de plantas. Os microssatélites apresentam como vantagens o carater co-
dominante, elevado polimorfismo e alta reprodutibilidade (Sansavini, 1998;
Sosinski et al., 2000), obtencao por amplificacdo via PCR (Polymerase Chain
Reaction), automatizacdo em sistemas multiplex, transferibilidade possivel
dentro de espécies de um mesmo género, apos seu desenvolvimento podem
ser compartilhados entre diferentes laboratérios (Gaiotto, 2001), possuindo
desta forma todas as caracteristicas desejaveis para serem utilizados em
estudos de genética de populacoes (Powell et al., 1996).

Loci de microssatélites sdo constituidos por seqiiéncias curtas de DNA

repetitivo, com 1 a 6 pb repetidas varias vezes de maneira idéntica e adjacente,

27



2.4.1. Microssatélites

chamada de repeticdo em tandem (Goldstein & Schlétterer, 1999). Como
outras classes de DNA repetitivo, os microssatélites possuem altas taxas de
mutagao, numa faixa entre 10° e 10™ por locus por gameta por geracdo. Estas
altas taxas podem surgir através de um mecanismo especifico de mutagao
chamado deslizamento (slippage) da DNA polimerase (Strand et al, 1993;
Tautz & Schlétterer, 1994). Outro motivo pela qual a taxa de mutacéo € alta nos
microssatélites é devido ao fendmeno do crossing-over desigual, causado pelo
pareamento errbneo destas sequéncias durante o quiasma. Quando este
evento ocorre, podem ocorrer mudancgas drasticas, como a perda ou o ganho
de um grande numero de repetices. Isto acontece porque quando ha uma
regiao repetitiva de microssatélite, pode ser formado um grampo durante a
sinapse, o0 que faz com que partes de diferentes comprimentos de cada
cromossomo sejam trocadas, resultando em um cromossomo recebendo um
fragmento maior, e o homdlogo recebendo um menor nimero de repeticdes
(Oliveira et al., 2006). Em uma grande variedade de organismos, como a
levedura, Drosophila e humanos, foi demonstrado que as taxas de mutacao
dos microssatélites estavam positivamente correlacionadas com o numero de
repeticoes (Strand et al.,, 1993; Brown et al., 1996; Jin et al., 1996; Wierd! et al.,
1997; Schlbtterer et al., 1998).

Os dois principais modelos teoéricos que explicam as mutacbes em
microssatélites sdo o modelo de alelos infinitos € 0 modelo de mutagéo passo a
passo (‘stepwise’). No modelo de alelos infinitos, cada mutagcdo randémica cria
um novo alelo, alterando o numero de repeticées; desta forma, a proximidade
em termos de numeros de repeticbes ndo indica necessariamente uma maior

relacao filogenética. Este € o modelo classico de Wright (1931) no qual séo
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utilizadas as estatisticas F. Segundo o modelo ‘stepwise’, as mutagdes ocorrem
com a adicdo ou subtracdo de uma repeticdo, 0 que significa que alelos
diferindo por apenas uma repeticdo sdo mais relacionados que aqueles
diferindo por muitas repeticoes. A medida de diferenciacdo genética Rsr de
Slatkin (1995), similar ao Fsr de Wright (1951) e ao Gsr de Nei (1973), é
baseada neste modelo.

Apesar das taxas de mutacdo serem altas, as sequéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites sédo conservativas, o que permite a selecdo de
um par de primers. O polimorfismo é baseado nas diferencas de comprimento
das sequéncias amplificadas, pois o numero de repeticbes em cada
microssatélite é altamente variavel (Litt & Luty, 1989; Weber & May, 1989;
Tautz, 1989; Zucchi, 2002), o que os torna bastante Uteis para discriminar
diferentes individuos (Oliveira et al., 2006).

Os microssatélites foram inicialmente descritos em humanos (Litt & Luty,
1989; Weber & May, 1989), e a seguir, em outras espécies de mamiferos (Love
et al., 1990; Johansson et al., 1992; Kemp et al., 1993). Seu potencial como
marcador molecular em plantas foi rapidamente conhecido, e entdo diversos
microssatélites tém sido isolados e aplicados a um grande numero de espécies
vegetais. Em plantas os primeiros motivos de repeticdo descritos foram (AC), e
(AG), (Condit & Hubbell, 1991). No genoma de plantas superiores a repeticao
(AC), é geralmente menos freqiente do que em mamiferos, sendo o motivo
(AT)n 0 mais encontrado, seguido por (A), e (AG), (Akkaya et al., 1995).

Quanto a distribuicio dos microssatélites pelo genoma, ha
aproximadamente um sitio de (AC), a cada 360-450 kb em arroz, em

comparacao com um sitio de (AC), a cada 40-80 kb em humanos (McCouch et
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al., 1997). Em trigo ocorre um sitio de (AC),a cada 700 kb, e no milho, um sitio
a cada 100-1000 kb (Condit & Hubbel, 1991). Comparando-se as estimativas
de ocorréncia do sitio (GA), em humanos observa-se que estes motivos sdo de
2 a 10 vezes mais frequientes em humanos do que em espécies de plantas,
porém, amplamente distribuidos no genoma vegetal (McCouch et al., 1997;
Zucchi, 2002).

Devido a expresséo co-dominante e ao multi-alelismo, os microssatélites
sdo os marcadores moleculares que possuem o0 mais elevado conteudo de
informacdo de polimorfismo. Por este motivo, toda e qualquer populacédo
segregante pode ser utilizada como populacédo referéncia para estudos de
ligacdo e mapeamento genético. Assim, ndo é necessario que a escolha da
populacdo para o mapeamento seja feita com base na maximizagdo da
distancia genética, podendo optar-se pela populacdo mais informativa do ponto
de vista das caracteristicas bioldgicas ou econémicas de interesse (Milach,
1998).

Sao considerados os marcadores ideais para construcdo de mapas
genéticos de alta resolucdo e identificacdo de Jlocus controladores de
caracteristicas de interesse (Brown et al., 1996; Devey et al., 1996), estudos
genéticos de conservacao e de populacoes (Powell et al., 1995; Rajora et al.,
2000), identificacao clonal (Sanchez-Escribano et al.,, 1999); monitoramento e
certificacdo de cruzamentos controlados, identificacao de espécies e hibridos e
determinacdo de paternidade (van de Ven & MacNicol, 1996) e selecao
assistida por marcadores (Gupta et al., 1996; Powel et al., 1996; Crouch et al.,

1998; Weising et al., 1998).
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Os microssatélites tém sido constatados para varias espécies vegetais,
como cacau (Lanaud et al., 1999), pequi (Collevatti et al., 1999), mogno (Lemes
et al., 2002), melao (Ritschel, et al., 2002), sumauma (Brondani et al., 2003),
pupunha (Martinez et al., 2002; Billote et al., 2004; Rodrigues et al., 2004),
andiroba (Vinson et al., 2005), pinus (Salzer et al., 2009), arnica (Haber et al.,
2009) e cana-de-acucar (Oliveira et al., 2009), entre outros.

Em Myrtaceae, foram isolados microssatélites para as espécies:
Eucalyptus grandis e E. urophylla, a partir das quais foram desenvolvidos 20
loci (Brondani et al., 1998); Melaleuca alternifolia, conhecida como arvore do
cha, que ocorre apenas na Australia e cujo éleo tem diversas aplicacdes
industriais, com 102 loci isolados (Rossetto et al., 1999); Melaleuca cajuputi,
espécie arborea que distribui-se no norte da Australia através da Peninsula da
Malasia até a Indochina, com 11 Joci desenvolvidos (Miwa et al., 2000);
Eucalyptus globulus, com 12 loci isolados (Steane et al., 2001); E. leucoxylon,
tendo oito /oci desenvolvidos (Ottewell et al., 2005); Calothamnus quadrifidus,
arbusto lenhoso endémico do sudoeste australiano, com 10 /loci desenvolvidos,
(Elliott & Byrne, 2005); Psidium guajava, a goiaba, espécie domesticada de
grande importancia econémica, com 23 loci desenvolvidos (Risterucci et al.,
2005); Metrosideros boninensis, planta endémica em risco de extincao das
llhas Bonin, no Japao, sendo isolados nove loci (Kaneko et al., 2007);
Metrosideros polymorpha, espécie arbdérea mais dominante no Havai, da qual
foram desenvolvidos 15 loci (Crawford et al., 2008) e Eugenia uniflora, a
pitanga, com nove loci (Ferreira-Ramos et al., 2008). Para Myrciaria dubia
recentemente foram desenvolvidos oito /loci microssatélites génicos (EST-

SSRs), obtidos a partir de seqiéncias ESTs (Expressed Sequence Tags ou
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Etiquetas de Sequiéncias Expressas), sintetizadas a partir do cDNA (Rojas G.

et al., 2008).

2.5. Diversidade genética em plantas

A diversidade genética tem sido definida como a riqueza de espécies
dentro de um ecossistema e também como o nivel de variabilidade génica
existente dentro de cada populacdo (Nei, 1973). O desenvolvimento e a
manutencdo da estrutura genética ocorrem devido as interacbes de um
conjunto complexo de fatores evolucionarios, como variagbes no conjunto
génico, organizacao destas variacées dentro de gendtipos, distribuicdo espacial
dos gendtipos, sistema de reproducdo, dispersdo das progénies, selecao,
deriva, mutacao, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e
reposicdo dos individuos que dardo origem a futuras populagdes (Hamrick,
1983; Loveless & Hamrick,1984; Holsinger & Gottlieb, 1991; Hamrick et al.,
1992).

A variabilidade genética intrapopulacional tem sido quantificada em
termos de numeros de alelos por locus (A), porcentagem de locus polimérficos
(P), heterozigosidade observada (H,) e esperada (H,) sob equilibrio de Hardy-
Weinberg e indice de fixacdao (f) (Hamrick, 1983). Estas estimativas
caracterizam e comparam os niveis de diversidade genética dentro de cada
populacado. Além disso, o indice de fixacao (f) tem sido utilizado como uma
medida de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada populacao

(Rodrigues, 2006).
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A heterozigosidade € considerada uma medida adequada para
quantificar a variacao (Weir, 1996); entretanto, a freqiéncia de heterozigotos
também é um importante indicador da diversidade genética, uma vez que cada
heterozigoto carrega alelos diferentes, e, portanto, representa melhor a
diversidade existente (Weir & Basten, 1990).

A estimativa da freqiéncia de um alelo particular em uma populagéo,
chamada de frequéncia génica ou alélica, € considerada fundamental em
estudos evolutivos, pois a mudanca genética de uma populacdo pode ser
avaliada pela mudanca nas duas freqiéncias génicas (Nei, 1987).

De acordo com Loveless & Hamrick (1984), as populagdes de plantas
ndo sao organizadas aleatoriamente em grupos de gendétipos, mas sao
estruturadas no espago e no tempo. Essa estrutura pode ser expressa entre
plantas geograficamente distintas, dentro de um grupo local de plantas, ou
mesmo na progénie dos individuos. Portanto, em situagbes em que hi uma
selecdo diferenciada em estagios do ciclo de vida, podem ocorrer diferengas
genéticas significantes entre classes de idade, refletindo numa alteragédo da
estrutura genética no tempo. Em outra situacdo, a adaptacdo em um
microambiente é uma caracteristica comum de populacdes de plantas e sua
existéncia pode levar a uma distribuicdo nao aleatéria de gendtipos dentro de
populacdes, o que leva a uma alteracao da estrutura no espaco.

A estrutura genética é o resultado da acao conjunta de forcas evolutivas
como a mutagdo, migracdo, selecao e deriva que operam dentro de um
contexto histérico e bioldégico de cada espécie de planta. Essas forcas violam
as condicdes de equilibrio de Hardy-Weinberg. A mutagcdo, a migracado e a

sele¢do tendem a mudar, de maneira previsivel, a frequiéncia génica tanto em
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quantidade como em direcdo. Essa estrutura pode se manifestar entre
populacées geograficamente distintas dentro de um grupo de plantas, ou
mesmo nos individuos de uma progénie.

Em resumo, a estrutura genética pode ser definida como sendo a
distribuicdo ndo aleatéria de alelos ou de gendtipos no espaco e no tempo,
prescindindo dos processos meidticos que também podem afetar as
freqUéncias alélicas e genotipicas.

Alguns fatores ecoldgicos que influenciam a estrutura genética das
populacées podem ser determinados por outros aspectos de sua histéria de
vida, como a estratégia reprodutiva, o sistema reprodutivo, 0 mecanismo de
polinizacdo, a forma de dispersdo da semente, existéncia de dorméncia da
semente, o tamanho e a densidade da populacao (Loveless & Hamrick, 1984;
Garnier-Géré & Ades, 2001; Crnokrak & Merila, 2002; Latta & McKay, 2002;
Latta, 2004).

Para medir a estrutura genética de populagdes, tém sido utilizadas
comumente trés metodologias: as estatisticas F (Wright, 1951), os coeficientes
de coancestria de Cockerham (Cockerham, 1969) e a diversidade génica (Nei,
1973). As estatisticas F fornecem os indices de fixacdo de alelos ou coeficiente
de endogamia para o conjunto das populagcbes (F;r), média intrapopulacional
(Fis) e interpopulacional (Fs7), com base em medidas de probabilidade de
identidade por descendéncia (Wright, 1965; Nei, 1977). A analise de
Cockerham baseia-se na variancia das freqléncias génicas em diferentes
niveis hierarquicos, além de possibililitar a obtencdo de estimativas de
endogamia, a partir de uma base nao viesada (Cockerham, 1969; Weir, 1996).

A diversidade génica em populagcbées subdivididas permite a comparacédo da
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2.5. Diversidade genética em plantas

variabilidade genética contida entre e dentro das populacdes, os niveis de
heterozigosidade esperados para o total e a média das populacoes, e a
obtencdo de uma estimativa de divergéncia a partir de uma base diferente das
qgue fundamentam as duas estimativas anteriores (Nei, 1973; 1977; 1987).

Para a avaliacdo da variabilidade genética em germoplasma ¢é
necessaria a disponibilidade de marcadores polimérficos e seletivamente
neutros do ponto de vista do efeito ambiental, que possibilitem a medicao da

estrutura genética.
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3 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE MICROSSATELITES EM
CAMU-CAMU (Myrciaria dubia (H.B.K.) MCVAUGH)

RESUMO

Loci microssatélite gen6micos foram desenvolvidos para analise da
variagcdo genética em camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh). Uma
biblioteca genémica enriquecida foi construida, da qual foram seqtienciados
192 clones, destes 80 continham sequéncias de microssatélites, sendo os
motivos mais comuns, GA e CT, e na sua maioria classificados como perfeitos
simples, variando num tamanho de sete a 23 repeticbes, sendo 98,1%
dinucleotideos e 1,9% trinucleotideos. Das seqiéncias contendo
microssatélites, 36 (45%) apresentaram tamanhos e posicdo de sequéncia
repetitiva adequados para o desenho dos primers na regido flanqueadora,
sendo 14 sequéncias selecionadas para desenho dos pares de primers.
Destes, 12 (85,7 %) tiveram sucesso na amplificagdo, produzindo fragmentos
do tamanho esperado, com nove (75 %) demonstrando polimorfismo. Entre os
primers polimorficos, o numero de alelos por locus variou de trés a 10, com
uma média de 6,9 alelos por locus. A heterozigosidade observada (Hp) variou
de 0,211 a 0,897, apresentando uma média de 0,531. A heterozigosidade
esperada (Hg) variou de 0,39 a 0,832, com média de 0,679. Os valores de
poder de discriminagdo estimado (D;) foram maiores que 0,75 em seis loci,
estando préximo a este valor em um /locus. Os valores de D foram superiores
em sete Joci, demonstrando alto conteudo de informacdo e eficiéncia em
detectar a variacao genética. Os microssatélites descritos neste estudo sao
Uteis para andlises de diversidade e estrutura genética em populacées de
camu-camu, possibilitando a avaliagao da variabilidade genética e organizacao
do germoplasma.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, marcadores microssatélite, diversidade

genética, Myrtaceae
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROSATELLITES IN CAMU-
CAMU (MYRCIARIA DUBIA (H.B.K.) MCVAUGH)

ABSTRACT

Genomic microsatellite loci were developed for variability genetic
analysis of camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh). An enrichment
genomic library was constructed and 192 clones were sequenced, of which 80
containing microsatellite sequences, with the GA and CT motifs being the most
common, and in the majority were classified in simple perfects, ranging in size
seven to 23 repeats, of these 98.1% were dinucleotides and only 1.8%
trinucleotides. From the sequences containing microsatellites, 16 (45%) had
size and good repeat sequence position for primers design in flanking regions,
and 14 sequences were choose for primer pair design. Of these, 12 (85.7%)
had success in the amplification and produced fragment of the expected size,
with nine of them showing polymorphism. From the polymorphic primers the
alleles number per locus ranged from three to 10, with a mean of 6.9 alleles per
locus. The observed heterozygosity (Ho) ranged from 0.211 to 0.897, presented
a mean of 0.531. The expected heterozygosity (Hg) ranged from 0.39 to 0.832,
with a mean of 0.679. The estimated discriminating power (D,) were greater
than 0.75 in six loci, with near value in one more Jlocus. The D values were
higher in seven loci, confirming high information content and efficiency on
detecting genetic variation. The microsatellite described in this study are useful
in camu-camu diversity analysis and genetic structure, in an enable evaluation

genetic variation and germplasm organization.

Key-words: Myrciaria dubia, microsatellite markers, genetic diversity,

Myrtaceae
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3.1. Introdugéo

3.1. INTRODUCAO

O camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) é endémico da regiao
Amazdnica, destacando-se entre todas as espécies frutiferas conhecidas pelo
alto conteudo de vitamina C existente em seus frutos, superior as demais
espécies. Apesar de pouco utilizada no pais, ja possui mercado consumidor
internacional estabelecido, no qual é consumido principalmente na forma de
bebidas.

Os frutos de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) sao os que
possuem o maior conteudo de acido ascorbico conhecido. No entanto, a planta
€ ainda nao-domesticada, e a caracterizagdo da variabilidade genética pode
acelerar o programa de melhoramento genético e expandir o aproveitamento
da espécie. Esta avaliacdo pode ser mensurada com o uso de marcadores
moleculares altamente polimérficos, como os microssatélites. Para camu-camu
foram desenvolvidos marcadores EST-SSRs (Rojas G., 2008), mas nao
existiam até o momento marcadores microssatélites genémicos, que sdo mais
apropriados para estudos genéticos de populacgao.

Os microssatélites podem ser extremamente informativos em estudos de
genética populacional, podendo determinar relagdes dentro e entre populagdes
e estruturagdo genética (Zhou et al.,, 1999; Zane et al., 2002; Steane et al.,
2006; Payn et al., 2008).

Quando a técnica para isolamento de microssatélites foi desenvolvida,
era extremamente onerosa, demorada e relativamente ineficiente para
organismos que possuem menor freqiéncia de microssatélites que o0s

mamiferos, como as plantas (Billot et al., 1998; Soranzo et al., 1998; Ouborg et
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3.1. Introdugéo

al., 2000; Hughes et al., 2002; Latouche-Hallé et al., 2002; Zane et al., 2002;
Squirrell et al., 2003). No entanto, foram surgindo novos e eficientes métodos,
como a construcdo de bibliotecas genémicas enriquecidas (Edwards et al.,
1996), 0 que levou a redugcdo dos custos. Desta forma, foi viabilizada a
aplicacdo dos microssatélites para varias espécies, incluindo organismos que
ndao sao modelos (Oliveira et al, 2006), abrindo a possibilidade de
caracterizacdo genética de espécies das quais ndao havia qualquer
conhecimento prévio de suas sequéncias (Edwards et al., 1996; Rossetto et al.,
1999).

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar marcadores
microssatélites para Myrciaria dubia a partir de biblioteca gendmica

enriquecida.
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3.2. Material e métodos

3.2. MATERIAL E METODOS

Para o isolamento de microssatélites a partir da biblioteca genémica
enriquecida foi utilizado DNA de um acesso por populagdo de Uatuma,
Cauamé e Candeias. A caracterizagdo dos loci desenvolvidos foi realizada
utilizando 41 acessos da populacdo de Uatuma. O DNA foi extraido a partir de
100 mg de folhas, sendo estas maceradas na presenca de nitrogénio liquido e
foi entdo seguido o método CTAB 2% descrito por Doyle, J. J. & Doyle, J. L.
(1987) com modificacbes. Apbés a extracdao, o DNA foi quantificado em

eletroforese com gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

3.2.1. Desenvolvimento dos microssatélites a partir de Biblioteca

Enriquecida

3.2.1.1. Construcao da biblioteca enriquecida

O desenvolvimento dos microssatélites foi realizado de acordo com
protocolos descritos por Farias et al. (2003). A enzima de restricdo Sau3Al foi
utilizada para digerir o DNA em uma condigdo de 37°C por 240 min, visando
obter fragmentos de DNA genémico entre 200 a 1000 pares de bases.

Os produtos da restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, contendo 0,1 ug/ml de brometo de etidio e visualizados em luz
ultravioleta. No gel de agarose os fragmentos de 200 a 800 pb foram
selecionados e purificados com kit de purificacdo GFX (GE Healthcare). A

estes fragmentos foram ligados adaptadores no sitio de restricdo da enzima
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3.2. Material e métodos

(EriBh1Blunt— 5 CGG AAT TCA GTG GAT CCT GCC 3’; Er1Bh1GATC Sticky
— 5 GAT CGG CAG CAT CCA CTG AAT TCC 3)).

A sonda (CTyp) foi marcada em reagado contendo sonda-oligo (40 puM),
tampao terminal transferase (5X), Biotina dUTP (1 mM) e terminal transferase
(20 U/pl), formando um complexo biotina-sonda. Este complexo foi entdo ligado
as esferas magnéticas Dynabeads® M-280 streptavidin (Dynal Biotech,
Hamburg). Este segundo complexo (sonda-biotina-avidina-beads) foi utilizado
na etapa de hibridizacdo, onde se ligaram as repeticoes de microssatélites
correspondentes do DNA gendmico.

A selecdo dos fragmentos ricos em repeticdes, realizada pela ligacao
dos fragmentos digeridos de DNA ao complexo sonda-biotina-dynabeads, foi
efetuada por protocolo com as seguintes etapas: (1) lavagem das esferas
magnetizadas que foram misturadas aos oligonucleotideos biotinilados
formando um complexo esferas-oligonucleotideos; (2) hibridizacdo do DNA
digerido pré-desnaturado (10 min a 95°C) junto com a solugdo esferas-
oligonucleotideos para a hibridizacdo por 4 h; (3) lavagem do complexo para o
isolamento do DNA contendo as repeticdes de microssatélites.

Os fragmentos de DNA enriquecido foram amplificados via PCR, e os
produtos purificados usando kit de purificacdo para produto de PCR
(Amersham, Quiack).

O produto do PCR foi entdo ligado a um vetor de clonagem
imediatamente apds a purificacdo (Sistema TOPO TA cloning Vector Kit® —
Invitrogen) e inseridos, por meio de eletroporacdo, nas células competentes

fornecidas pelo proprio kit.
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3.2.1.2. Selecao, seqlienciamento de clones positivos e desenho de

primers

As células transformadas foram cultivadas em meio de cultura solido (LB
com ampicilina) com X-gal, e incubadas a 37°C durante a noite. Apds o
crescimento, as colbnias foram organizadas em placas contendo meio SOB
sélido com ampicilina. Cada clone crescido foi transferido para placa especifica
de crescimento bacteriano com 96 pocos, com o auxilio de um palito estéril
para inocular em cada poc¢o, e incubados a 37°C durante a noite. Apds a
incubacao, foi adicionado glicerol 50% para armazenamento a -20°C.

A confirmacdo de que os plasmideos possuiam insertos de diferentes
tamanhos foi feita através de PCR com primers universais M13. Para
sequenciamento dos clones positivos, foi retirada 1 ul das células para a
reacdo de PCR de colénia, numa reacdo com volume final de 12 pl, contendo:
1,25 pl de dNTPs (2,5 mM), 1,25 ul de tampao para PCR 10X (10mM de Tris-
HCI, 50 mM KCI, pH=8,3), 1 ul de primer M13 Forward (2pmol/ul) ou de primer
M13 Reverse (2pmol/ul), 0,2 ul de enzima Taq polimerase (5U/ul) e 1,5 ul de
MgCl> (25 mM). Para a amplificacdo foi utilizado termociclador programado
para 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 92°C por 1 min, 50°C por 40 s e
72°C por 1 min 30 s, e uma etapa final de 72°C por 5 min. Os produtos de PCR
foram purificados com enzimas EXO (exonuclease) e SAP (Shrimp
Phosphatase Alcaline), utilizando 0,17 ul de EXO e 0,33 pl de SAP para 3 ul de
produto de PCR, em termociclador a 37°C por 30 min seguido de 80°C por 15
min. Para a reagdo de sequienciamento foi utilizado 3,5 pl deste produto

purificado, 2 pl de primer M13 (Forward ou Reverse) e 2 ul de Dye ET
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Terminator (Amersham Bioscience), em uma reacao de volume final de 9,5 pl,
utilizando termociclador programado para 35 ciclos de 94°C por 20 s, 50°C por
15 s e 60°C por 1 min. O produto desta reacéo foi purificado pelo método de
precipitacdo com acetato de amoénia e etanol 70% e verificado em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio, na presenca de um marcador de
peso molecular conhecido. O seqlenciamento deste produto foi realizado em
seqlienciador automatico MegaBace™ 1000 (GE Healthcare, England).

Os fragmentos seqlenciados que possuiam microssatélites foram
selecionados para desenho dos pares de primers na regiao flanqueadora, com
auxilio do programa Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000) disponivel on line

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), baseado em algumas

caracteristicas como quantidade e proporcdo de C/G, tamanho do fragmento,

pareamento e formacao de estruturas secundarias pelos iniciadores.

3.2.2. Caracterizacao dos /oci microssatélites (SSR)

3.2.2.1. Teste de Polimorfismo

Aos primers desenhados foi adicionada uma sequéncia M13 (5-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3") a extremidade 5’ do primer Forward, e a uma
sequéncia M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") havia sido incorporada ao
fluorocromo FAM, de acordo com o método econémico descrito por Schuelke
(2000). O teste de polimorfismo e a PCR de genotipagem foram realizadas em
um volume total de 10 pl, contendo 1 pl de tampao de PCR 10X (100 mM

TrisHCI, 500 mM KCI, pH 8.4), 1 pl de dNTP (2,5 uM), 1 pl de MgCL, (25 mM),
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3.2. Material e métodos

0,25 pl de primer Forward M13 marcado com FAM ou HEX (5 uM), 0,5 pl
primer Reverse M13, 0,2 ul de Taqg DNA polimerase (Biotools), 1,8 ul de agua
Milli-Q, e 4 ul de DNA genémico (10 ng/ul). As amplificagdes foram realizadas
em termociclador nas seguintes condicbes: 94° C por 2 min, seguido de 25
ciclos de 94° C por 10 s, a temperatura de anelamento do primer T, por 20 s,
72° C por 30 s; extensao de 72° C por 10 min; 20 ciclos de 94° C por 10 s, 50°
C por 20 s, 72° C por 30 s; e uma extensao de 72° C por 30 min. O produto de
PCR foi diluido 5 vezes para utilizar 2 pl na genotipagem, contendo Tween
0,1% e padrao de genotipagem ET-400-ROX (GE Healthcare, England). Os
produtos de PCR foram injetados em seqiienciador automatico MegaBace™
1000 (GE Healthcare, England) e analisados com auxilio dos Programas
Genetic Profiler e Fragment Profiler (Amersham Biosciences), o qual gerou um

relatério com os gendtipos de cada individuo.

3.2.2.2. Caracterizacao genética dos loci microssatélites desenvolvidos

A eficiéncia do conjunto de primers desenvolvidos foi avaliada em 41
individuos da populagédo do rio Uatuma (Amazonas) por meio de uma analise
do Poder de Discriminacao Calculado (D) e Estimado (D) de acordo com
Tessier et al. (1999), a partir das freqiiéncias alélicas dos genétipos analisados,
sendo também determinados o numero de alelos (A), e estimada a
heterozigosidade esperada (Hg) e a heterozigosidade observada (H,) com o

programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram sequenciados 192 clones de fragmentos de DNA gendmico de

camu-camu. Destes, 80 continham sequéncias de microssatélites, sendo os

motivos mais comuns, GA e CT (Tabela 1), e na maioria classificados como

perfeitos simples (Tabela 2), variando de 7 a 23 repeti¢cdes, sendo 98,1 %

dinucleotideos e apenas 1,9 % trinucleotideos.

Tabela 1. FreqUéncia dos motivos de repeticdo de microssatélite encontrados em Myrciaria

dubia.

Motivo de repeticéo Freqléncia
GA/CT 61,1 %
AG/TC 35,2 %
GGC/CCG 1,9 %
AT/GC 0,9 %
CA/TC 0,9 %

Tabela 2. Porcentagem dos microssatélites encontrados em Myrciaria dubia de acordo com o

tipo de repeticao.

Tipo de repeticao Frequéncia
Perfeito Simples 84,8 %
Perfeito Interrompido 11,4 %
Composto 3,8 %

Das sequéncias contendo

microssatélites, 36 (45%) apresentaram

tamanho e posicdo de seqiéncia repetitiva adequados para o desenho dos

primers na regido flanqueadora, sendo 14 seqléncias selecionadas para

desenho de primers. Destes, 12 (85,7 %) tiveram sucesso na amplificacéo,
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produzindo fragmentos do tamanho esperado, com 9 (75 %) demonstrando
polimorfismo.

O numero de alelos por locus variou de 3 a 10, com uma média de 6,89
alelos por locus (Tabela 3). Essa média foi superior a encontrada em outras
espécies da familia Myrtaceae considerando apenas os /oci polimérficos, como
Melaleuca alternifolia, que apresentou média de 4,2 tendo n=5 (Rossetto et al.,
1999), Melaleuca cajuputi, com 5,72 utilizando n=31 de populacbes naturais
(Miwa et al., 2000), Psidium guajava, com 4,5 tendo n=16 (Risterucci et al.,
2005) e Metrosideros boninensis, onde a média foi de 4,56 em n=110
individuos de populacdes naturais (Kaneko et al., 2007).

A média do numero de alelos por locus foi inferior a encontrada na
mesma espécie em estudo, utilizando EST-SSRs em plantas do mesmo BAG
analisado, onde a média em oito /oci analisados foi de 12,75 (Rojas G. et al.,
2008); Metrosideros polymorpha apresentou média de 11,4 em n=23 de uma
populacao natural (Crawford et al., 2008); Calothamnus quadrifidus também
apresentou valor superior, de 12,8 em um n=22 de populacédo natural (Elliot &
Byrne, 2005) e Eugenia uniflora, utilizando n=84 de populacdo de fragmento
florestal de areas altamente impactadas por pratica agricola, teve média de
14,4 alelos por locus em sete microssatélites (Ferreira-Ramos et al., 2008).

A heterozigosidade observada (Hp) variou de 0,211 a 0,897,
apresentando uma média de 0,531. Foi inferior a encontrada em M. cajuputi,
com valor de 0,61 (Miwa et al., 2000), a de C. quadrifidus, que teve média de
0,664 (Elliot & Byrne, 2005) e a de M. polymorpha, com 0,665 (Crawford et al.

2008). A heterozigosidade observada apresentou-se superior a de M.
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boninensis, cujo valor foi de 0,369 (Kaneko et al., 2007) e por P. guajava, de
0,42 (Risterucci et al., 2005).

A heterozigosidade esperada (H,) variou de 0,39 a 0,832, com média de
0,679. Este valor é bastante préximo ao encontrado em M. cajuputi (Miwa et al.,
2000), na qual foi encontrada uma média de 0,66, sendo superior ao
encontrado em C. quadrifidus, que teve média de 0,528 (Elliot & Byrne, 2005),
e ao de M. boninensis, com 0,528 (Kaneko et al., 2007). Utilizando EST-SSRs
em camu-camu, Rojas G. et al. (2008) encontraram um valor maior para H,, de
0,797, assim como em M. polymorpha que apresentou 0,724 (Crawford et al.
2008), e em E. uniflora, na qual a média de 0,83 foi também superior (Ferreira-

Ramos, 2008).

Tabela 3. Caracteristicas de nove loci microssatélites de Myrciaria dubia (populagao do Rio
Uatuma, Amazonas, Brasil, n = 41): T,, temperatura de anelamento do primer A;
nimero de alelos por locus; D,, poder discriminatério estimado; D, poder
discriminatorio calculado; H,, heterozigosidade observada; H,, heterozigosidade

esperada.

N Locus Motivo (o%) rggzgee A D D Ho H.

1 Md01_GO03 (AG)sGG(AG); 56 229-245 9 0,77 0,82 0,310 0,641
2 MdO01_Fo04 (CT)g 56 211-229 3 0,38 0,40 0,381 0,390
3 MdO01_F09 (GA)12 56 171-185 8 0,83 0,88 0,897 0,780
4  MdO1_HO1 (GA)14 56 198-238 6 0,73 0,80 0,211 0,782
5 MdO01_BO05 (CT)14 56 195-235 10 0,85 0,93 0,621 0,832
6 Md01_CO03 (AG)o 56 144-170 10 0,78 0,91 0,690 0,727
7  Mdo1_C11 (GA)4o 56 178-184 3 0,54 0,60 0,556 0,569
8 MdO1_F02 (AG)sG(GA)4 56 186-192 5 0,75 0,89 0,586 0,661
9 Md02_C02 (AG)13G(GA); 56 194-206 8 0,82 0,90 0,523 0,731

Os valores de poder de discriminagcdo estimado (D;) foram

maiores que 0,75 em seis loci, estando proximo a este valor em um locus. Os
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valores de D foram superiores em sete loci, demonstrando alto contetdo de
informacao e eficiéncia em detectar a variacdo genética.

Os microssatélites descritos neste estudo apresentaram altos niveis de
diversidade genética, indicando que sdo extremamente Uteis para andlises de
diversidade e estrutura genética em populacées de camu-camu, possibilitando
desta forma a avaliacdo da variabilidade genética e a organizacao do

germoplasma.
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4 — ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA EM ACESSOS DE CAMU-
CAMU (Myrciaria dubia (H.B.K.) MCVAUGH) DO BANCO DE
GERMOPLASMA DO INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA
AMAZONIA - INPA UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

O camu-camu € uma espécie frutifera nativa da regiao amazénica com
teor de acido ascérbico extremamente elevado, fator responsavel pela sua
grande aceitacdo no mercado externo. E uma espécie ndo domesticada que
apresenta alta variabilidade fenotipica; para o programa de melhoramento
genético, sao etapas fundamentais e necessarias a caracterizagcdo molecular e
a avaliacdo do germoplasma existente. O objetivo deste estudo foi analisar a
diversidade genética intra e interpopulacional, avaliar as relagcbes e a estrutura
genética entre acessos de populacbes existentes no Banco Ativo de
Germoplasma do INPA. Sete loci microssatélite foram utilizados para analisar
214 acessos de 17 populagdes. Foi detectado um total de 135 alelos, com
média de 19,3 alelos por locus. As heterozigosidades observadas (H,) foram
inferiores as esperadas (He) em todos os loci, e os coeficientes de endogamia
(f) foram relativamente altos, indicando um excesso de homozigotos. A analise
de variancia molecular (AMOVA) mostrou que 79,39% do total da variacao
genética foi encontrada dentro dos individuos e 20,61% entre as populacgdes,
demonstrando a existéncia de estruturacdo genética. A diferenciacao genética
entre populagdes foi considerada intermediaria, com Fsr = 0,3346 e Rst =
0.32255. A correlacao entre distancias genéticas e geograficas demonstrou que
as populacdées ndo estdo estruturadas no espacgo. A variabilidade encontrada
podera ser aplicada a programas de melhoramento, auxiliando na escolha de
cruzamentos e na organizacao do BAG.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, microssatélite, estrutura genética,
diversidade genética
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GENETIC DIVERSITY ANALYSIS IN CAMU-CAMU (MYRCIARIA DUBIA
(H.B.K.) MCVAUGH) ACCESSIONS FROM INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA GERMPLASM COLLECTION USING
MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

The camu-camu is a native Amazonian region fruit species which
contains high score acid ascorbic, factor responsible for its wide acceptance in
foreign markets. It is a non domesticated species with high fenotipic variability;
for the improvement program it is needed and necessary the molecular
characterization and germplasm evaluation. The aim of this study was to
analyze the genetic diversity within and among populations, study the relations
and the genetic structure among populations acessions from the INPA active
germplasm collection. Seven microsatellite loci were used to analyze 214
acessions from 17 populations. A total of 135 alleles were detected, with a
mean of 19.3 alelles per locus. The observed heterozygosities (H,) were lower
than expected (H,) in all loci, and the inbreeding coefficients (f) were relatively
high, suggesting an excess of homozygotes. The analysis of molecular variance
(AMOVA) showed that 79.39% of the total genetic variation was found within
the individuals and 20.61% among populations, demonstrating the existence of
genetic structuring. The genetic differentiation among populations was
considered intermediate, with Fst = 0,3346 and Rsr = 0.32255. The correlation
between genetic and geographical distances showed that populations are not
structured in space. The variability found can be applied to improvement
programs, assisting in the choice of crossings and the organization of the BAG.

Palavras-chave: Mpyrciaria dubia, microsatellite, genetic structure, genetic
diversity
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4.1. INTRODUCAO

O camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) apresenta um grande
potencial econébmico nos diversos setores da industria, como a farmacoldgica,
a de cosméticos, a alimenticia, a de conservantes naturais e a de bebidas,
tendo sua utilizacdo j4& bem estabelecida nas industrias do mercado
consumidor internacional.

O camu-camu € uma das frutas amaz6nicas com maior aceitagdo nos
mercados externos, devido ao seu alto teor de acido ascérbico. E fato que o
fruto € mais conhecido e, conseqlentemente, mais consumido em outros
paises do que pela propria populacdo brasileira, onde existem pequenas
industrias nacionais que produzem produtos a base de camu-camu
exclusivamente para exportacao.

No Peru, entre os anos de 1998 e 1999, a exportacdo de camu-camu
alcancou suas maiores cifras, com 150 e 250 toneladas, respectivamente, que
foram exportadas principalmente para o Japdo e os Estados Unidos. Nos
ultimos anos a exportacdo tem diminuido, tendo supostamente como principal
causa, a falta de padronizacao no controle de qualidade do acido ascérbico que
os frutos coletados de populacdes naturais apresentam. Yuyama et al. (2002)
encontraram que o teor de acido ascorbico possui uma grande amplitude de
variacao entre frutos coletados em diferentes populacdes, observando também
que, em algumas populacdes, houveram grandes desvios padrao entre os
acessos coletados, devido a diferencas genéticas e diferentes graus de

maturacao dos frutos.
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4.1. Introdugao

Os estudos nesta espécie revelam que ha muitas variantes morfologicas.
No entanto, a andlise de variabilidade morfolégica como um método de
avaliacdo da diversidade genética é diretamente influenciado por efeitos
ambientais. As técnicas moleculares sdao uma op¢ao que nao esta sujeita a
variagdo ambiental.

Em um estudo na espécie utilizando-se isoenzimas, foram avaliados seis
loci, sendo dois destes polimérficos. Foram analisadas trés populacdes de
camu-camu: Iquitos, Uatuma e Cauamé. O teste exato utilizando dados de
distribuicao de frequiéncia alélica, e a distancia genética, demonstraram que as
populagdes de lquitos e Cauamé sdo semelhantes entre si, e distintas da
populacdo de Uatuma (Teixeira et al., 2004).

Rojas (2007), trabalhando com acessos de popula¢cées do mesmo BAG,
encontrou dois grandes grupos baseado nas distancias genéticas de Nei
(1978): o primeiro, composto pelas plantas oriundas de Rondbénia, Para,
Amazonas Oriental e fronteira entre Estado do Amazonas e Peru e 0 segundo,
formado por acessos de Roraima e Amazonas Ocidental.

Apesar de ja existir um mercado consumidor nacional, e principalmente,
internacional, 0 camu-camu € uma planta ainda nao-domesticada. A obtencéo
dos frutos é feita por extrativismo direto em populagbes naturais ou por cultivos
em sistemas de pouca tecnologia aplicada, onde nao é utilizado semente ou
clone de material melhorado. As espécies ndao domesticadas representam um
importante reservatério génico para o melhoramento. Por isso se faz
necessario um avango no conhecimento e uso da variabilidade genética e
selegcdo dos materiais com alta produtividade, rentabilidade e teor de acido

ascérbico. Para o camu-camu, que apresenta alta variabilidade fenotipica, a
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4.1. Introdugao

caracterizacao molecular e a avaliacdo do germoplasma existente sdo etapas
fundamentais e necessarias para o estabelecimento do programa de
melhoramento genético.

O objetivo do presente estudo foi analisar a diversidade genética intra e
interpopulacional, avaliar as relacbes genéticas a partir de uma matriz de
distdncia genética, estimar o fluxo génico e a estrutura genética de 17
populacdes de Myrciaria dubia provenientes de diferentes localidades utilizando

marcadores microssatélites.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Coleta de material genético e extracao de DNA

Foram utilizados acessos do Banco Ativo de Germoplasma de camu-
camu do INPA, provenientes de 17 localidades da regidao amazénica (Yuyama
et al., 2002b), totalizando 214 amostras. As plantas sdo provenientes dos rios:
Cauamé (RR), Urubu (RR), Trombetas (PA), Urupa (RO), Machado (RO),
Madeira (RO), Jamari (RO), Jaru (RO), Candeias (RO), Rio Tocantins, na
cidade de Maraba (PA), Uatuma (AM), Taruma (AM), Javari (AM — fronteira
com Peru), Araca (AM) e cidade de Iquitos no Peru, e das llhas Pirarucu e
Pirarara, proximo a cidade de Barcelos no Rio Negro (AM) (Figura 1).

O DNA foi extraido a partir de 100 mg de folhas, sendo estas maceradas
na presenca de nitrogénio liquido e foi entdo seguido o método CTAB 2%

descrito por Doyle, J. J. & Doyle, J. L. (1987) com modificagées.
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Figura 1. Localiza¢do dos pontos de coleta de acessos de camu-camu.
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4.2.2. Amplificacao dos /oci microssatélites

Aos sete pares de primers mais informativos (desenvolvimento citado no
Capitulo 2) foi adicionada uma sequiéncia M13 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-
3) a extremidade 5 do primer Forward, e a uma sequéncia M13 (5-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) foi incorporada a um fluorocromo (FAM, HEX),
de acordo com o protocolo descrito por Schuelke (2000).

A PCR foi realizada com um volume total de 10 ul, contendo 1 ul de
tampéo de PCR 10X (100 mM TrisHCI, 500 mM KCI, pH 8.4), 1 ul de dNTP (2,5
UM), 1 ul de MgCl, (25 mM), 0,25 ul de primer Forward M13 (2,5 uM), 0,25 ul
primer M13 marcado com FAM (2,5 uM), 0,5 ul de primer Reverse (2,5 uM), 0,2
Ul de Tag DNA polimerase (a 5U/ ul, Biotools), 1,8 pl de agua Milli-Q, e 4 ul de
DNA genbmico (a 10 ng/ul). As amplificagbes foram realizadas em
termociclador nas seguintes condigdes: 94° C por 2 min, seguido de 25 ciclos
de 94° C por 10 s, a temperatura de anelamento do primer T, por 20 s, 72° C
por 30 s; extensado de 72° C por 10 min; 20 ciclos de 94° C por 10 s, 50° C por
20 s, 72° C por 30 s; e uma extensao de 72° C por 30 min.

Os produtos de PCR gerados foram injetados com marcador de peso
molecular ET-400 (GE Healthcare, England) em seqienciador automatico
MegaBace™ 1000 (GE Healthcare) e analisados com auxilio dos Programas
Genetic Profiler e Fragment Profiler (Amersham Biosciences), o qual gerou um

relatério com os gendtipos de cada individuo.
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4.2.3. Analise Genética

As populagbes foram caracterizadas a partir das freqiéncias alélicas,
dos indices de diversidade genética intrapopulacionais e da distancia genética.

O numero de alelos, alelos privados e as freqiiéncias alélicas por locus e
por populacdo foram calculados pelo programa Convert (Glaubitz, 2004). A
partir das frequéncias alélicas, os alelos foram classificados em comuns
guando apresentaram frequiéncias superiores a 20%, em intermediarios quando
ocorreram com frequéncias entre 5% e 20%, e em raros os que tiveram
freqUéncias inferiores a 5%. Em relacdo a distribuicdo nas populagdes, os
alelos que existem em apenas uma populacao foram classificados em privados,
0s que estdo presentes entre duas a seis populagdes, em esporadicos, e 0s
gue surgem em sete ou mais populacdes, em difundidos (Marshall & Brown,
1975).

O Teste Exato (Raymond & Rosset, 1995) foi utilizado para determinar a
existéncia de diferencas significativas nas frequéncias alélicas entre os
acessos e populacdes, tanto para cada locus como para o conjunto de /oci,
calculados por meio do Programa TFPGA (Miller, 1997).

Para determinacédo da estrutura genética entre e dentro das populagdes
foi realizada uma anadlise hierarquica da varidncia molecular (AMOVA,
Michalakis & Excoffier, 1996), utilizando o programa Arlequin v.3.01 (Excoffier
et al., 2005).

A diversidade genética intrapopulacional foi caracterizada pela
porcentagem de /loci polimorficos, pelo numero médio de alelos por locus, pela

heterozigosidade observada, pela heterozigosidade esperada em equilibrio de
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Hardy-Weinberg e pelo indice de fixacao, utilizando o programa Arlequin v.3.01
(Excoffier et al., 2005) para calculo destes valores. O parametros Hr e Gsr
foram calculados pelo programa Genetix versdo 4.05.2 (Belkhir et al., 2000). A
estatistica Rsr foi estimada por assumir o modelo de mutagao ‘stepwise’
(Slatkin, 1995), uma vez que as estatisticas-F de Wright (utilizando o programa
Rst CALC v.2.2 (Goodman, 1997), apds padronizacdo dos tamanhos dos alelos
pelo programa Rst Standardize v. 2.2 (Goodman, 1997), e sua significancia foi
testada por meio de permutacédo (10.000) e bootstrap para todos os loci, com
intervalo de confianca de 95%. Fsr calcula o nivel de estruturacao genética da
populacado pela quantificacdo da proporcao de variacao total que ocorre entre
populacodes.

O fluxo génico médio foi estimado considerando que Nm = (1/Fst— 1)/4
(Whitlock & MacCauley, 1999), tendo o numero absoluto de migrantes (M =
2Nm) baseado em Fgsr, usando o programa Arlequin v.3.01 (Excoffier et al.,
2005).

A divergéncia genética entre pares de populagdes foi avaliada pela
distancia genética de Rogers (1972) modificada (Wright, 1978), calculada pelo
programa TFPGA (Miller, 1997). A medida de distancia genética de Rogers
(1972) modificada (Wright, 1978) foi entdo utilizada para o agrupamento das
populacdes e para a construcdo de dendogramas pelo método de agrupamento
de médias nao ponderadas UPGMA (Unweighted Pair Group Method), também
utilizando o Programa TFPGA (Miller, 1997). A estabilidade dos agrupamentos
dentro do dendograma foi testada por procedimentos de reamostragem,

utilizando 10.000 bootstraps.
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Para analisar os padrbes de variagdo espacial, foi obtida uma estimativa
do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre matrizes de distancias
genéticas de Rogers (1972) modificadas (Wright, 1978) e de distancias
geograficas entre as populagdes. A significancia desta correlacdo matricial foi
testada pela estatistica Z de Mantel utilizando 10.000 permutacdes aleatérias

pelo programa TFPGA (Miller, 1997).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Diversidade alélica dos loci microssatélites em camu-camu

Os sete loci microssatélites testados revelaram 135 alelos nas 17
localidades, com uma média de 19,3 alelos por locus, 0 que evidencia que
estes marcadores desenvolvidos possuem alto conteudo de informagéo
genética, sendo bastante adequados para andlises genéticas em camu-camu.
O numero de alelos por locus variou de 16 em 02_C02 a 23 em 01_B05
(Tabela 1). Rojas Gonzalez et al. (2008), analisando a mesma espécie
utilizando oito loci EST-SSRs em 139 acessos, encontraram uma meédia de
12,75 alelos por locus, inferior a detectada neste estudo; o numero total de
alelos também foi menor, variando de sete a 21.

Esta média obtida foi semelhante a encontrada em Eucalyptus globulus,
que obteve 19,4 alelos por locus utilizando oito /oci microssatélites em dez
populacdes (Steane et al., 2006), e a E. grandis, com média de 19,8 alelos
encontrados em seis Jloci de 193 individuos (Kirst et al., 2005). A média
encontrada foi superior a de outras espécies de Myrtaceae, como E. urophylla,
com 10,1 alelos em 12 Joci aplicados a 19 populacdes (Payn et al., 2008) e
Eugenia uniflora, com 14,4 alelos em sete loci analisados em trés populacdes

(Ferreira-Ramos et al., 2008).
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Tabela 1. indices de diversidade genética a partir de sete loci microssatélites em 214 acessos
de Myrciaria dubia.

Locus A H, H, f Fir Fsr H; Gst

01_B0O5 23 0.9255 0.4381 0.3057 0.5322 0.3263 0.9184 0.3309
01_C03 19 0.8438 0.3585 0.3544 0.6428 0.4467 0.8005 0.4277
01_F02 17 0.8700 0.5288 0.2003 0.4522 0.3149 0.8634 0.3209
01_FO09 21 0.8959 0.6952 0.1405 0.3399 0.2320 0.8479 0.2412
01_G03 17 0.8492 0.3143 0.3334 0.5349 0.3022 0.8641 0.3116
01_Ho1 22 09182 0.5874 0.1316 0.4103 0.3210 0.9273 0.3345
02_C02 16  0.8432 0.4953 0.2618 0.4662 0.2769 0.8173 0.2829
Media 19,3 0.8780 0.4882 0.2408 0.4811 0.3166 0.8627 0.3214

O numero de alelos privados totais foi de 43 (Tabela 2), distribuidos em
dez das 17 populagdes, sendo que as plantas das localidades de Iquitos, Urubu
e Uatuma sdo as que apresentaram maior niumero de alelos privados,
respectivamente dez, dez e seis (Figura 2). Uma hipbtese para um maior
namero de alelos privados nas plantas de Iquitos e Urubu é que tenha sido
causado por deriva genética. O Anexo 1 mostra as freqiéncias alélicas dos
sete loci nos 214 acessos, enquanto o Anexo 2, as freqiéncias dos alelos

privados em cada populacéo.

Tabela 2. Classificacdo dos alelos encontrados em acessos de 17 localidades do BAG camu-
camu (Myrciaria dubia), de acordo com sua freqiéncia e distribuicdo em sete loci
microssatélites.

Comum Intermediério Raro Total
Privado 0 0 43 43
Esporéadico 0 22 39 61
Difundido 7 24 0 31
Total 7 46 82 135
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Figura 2. Nimero de alelos privados para as 17 populagées analisadas de Myrciaria dubia.

Os valores de heterozigosidade observada (H,) foram inferiores a
heterozigosidade esperada (He) em todos os loci, indicando um excesso de
homozigotos, 0 que concorda com os dados de Rojas Gonzalez (2007). Os
coeficientes de endogamia (f) foram relativamente altos, variando de 0.1316 no
locus 01_HO1 a 0.3544 no locus 01_CO03 (Tabela 2) e significativamente
diferentes de zero (p<0,001), também indicando déficit de heterozigotos. Uma
alta taxa de endogamia pode existir devido a desvios de panmixia, e/ou deriva
genética, pela fragmentagcdo da populacdo original, ou efeito do fundador
(efeito gargalo), neste caso, possivelmente decorrente do baixo numero
amostral coletado em algumas localidades. Outra possibilidade a ser
considerada é a de que, devido as altas taxas de mutacdo que ocorrem em

microssatélites, os valores do coeficiente de endogamia podem estar
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superestimados por existéncia de homoplasia, onde os alelos sédo idénticos por
estado, mas nao por descendéncia (Slatkin, 1995).

As estimativas de diversidade total (Hr) foram altas em todos os loci
(Tabela 2), variando de 0.8005 em 01_C03 a 0.9273 em 01_HO01, enquanto o
Fir obteve valores de 0.3399 em 01_F09 a 0.6428 em 01_CO03. As estimativas
de diferenciacao genética entre populacées Gsr, apesar de serem na maioria
mais elevadas, apresentaram um comportamento semelhante ao Fsr, tendo o

locus 01_CO03 os maiores valores.
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4.3.2. Diversidade genética inter e intrapopulacional

O conhecimento da variacdo genética entre e dentro de populagdes é
fundamental para a adocao de estratégias efetivas para a conservacédo do
germoplasma da espécie. A analise de variancia molecular (AMOVA — Weir,
1996) mostrou que 79,39% do total da variacao genética foi encontrada dentro
dos individuos e 20,61% entre as populacées, com valores significativos

(p<0,001).

Tabela 3. Estimativas das estatisticas F de Wright, de Rst e do niumero de migrantes por
geracao (Nm) em 17 populagbes de Myrciaria dubia do BAG. Intervalo de confianga
(IC) de 95% de probabilidade.

Fst Fis Fir Rsr Nm
Estimativa 0,33463 0,27914  0,52036 0.32255 0.52506
Limite superior (IC 95%) - - - 0.4410 0.5430
Limite inferior (IC 95%) - - - 0.3152 0.3168

O indice de fixacdo para o conjunto das populacbes (Fr) foi 0,5204
(Tabela 3), assim, existe uma probabilidade de 52,04% de que os alelos de um
individuo do BAG sejam idénticos ao de outro individuo. O indice de fixagdo
intrapopulacional (F;s) foi 0,2791, o que significa que 27,9% dos cruzamentos
ocorrendo dentro das populagcées sao endogamicos. Sendo esta uma medida
de endogamia localizada devido ao sistema reprodutivo, indica a existéncia de
possiveis cruzamentos entre individuos aparentados ou a ocorréncia de
autofecundacao (autogamia), sendo que este fenémeno foi encontrado por
Peters & Vasquez (1986; 1987; 1988), Cruz & Resende (2008) e Bacelar-Lima
(Com. Pessoal) analisando o sistema reprodutivo de camu-camu; Maués &

Couturier (2002) verificaram que ha sobreposicao temporal das fases sexuais
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nas flores, o que facilita e propicia a ocorréncia de autopolinizagdo. Os
marcadores EST-SSRs na mesma espécie demonstraram um valor de Fir
muito préximo, 0,502, enquanto que o Fis apresentou um valor superior, de
0,377 (Rojas Gonzalez, 2007).

A diferenciacdo genética entre populacdes, relacionada com a
variacao genética total, foi considerada intermediaria, com Fsr= 0,3346 e Rsr =
0.32255 (Tabela 3), sendo semelhantes entre si e significativamente diferentes
de zero. A estimativa Fsr € um método indireto para se calcular o fluxo génico,
assumindo a estrutura genética populacional sob o modelo de ilhas de Wright
(1951) e a existéncia de equilibrio entre migracao e deriva genética. Segundo
Govindajaru (1989) o fluxo génico pode ser dividido em trés niveis: quando
Nm>1 é considerado alto, intermediario quando 0,25< Nm<0,99 e baixo quando
Nm<0,25. O valor encontrado de Nm foi de 0,525 (Tabela 3), indicando uma
taxa intermediaria de migrantes entre as populacoes. Apesar de se saber que
seus frutos fazem parte da alimentagdo de peixes e considerar que a espécie
também €& hidrocérica, ndo ha conhecimento efetivo sobre o sistema de
dispersdao de sementes; desta forma, torna-se inviavel inferir sobre a
participacdo que os gametas, propagulos ou individuos que trocam genes

possuem no fluxo génico.
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Tabela 4. Estimativas dos parametros genéticos baseados em sete loci de microssatélites para
17 populagbes de Myrciaria dubia do BAG: nimero de acessos analisados por
populacao (N), nimero total de alelos (A;), nimero médio de alelos por acesso (A),
heterozigosidade esperada (H,), heterozigosidade observada (H,) e indice de fixa¢do

(.

Localidades N A A; H. H, f

Cauamé 13 47 3,62 0.80044 0.63736 0.2037
Pirarara 6 21 3,5 0.62626 0.80556 -0.2863
Javari 5 25 5 0.75185 0.40000 0.4679
Jamari 5 13 2,6 0.47873 0.56000 0.1697
Machado 7 21 3 0.63292 0.56463 0.1078
Urubu 39 63 1,63 0.73784 0.47224 0.3599
lquitos 30 49 1,65 0.69280 0.57182 0.1746
Madeira 2 12 6 0.66667 0.00000 0

Maraba 6 25 4,2 0.66605 0.66667 0.0009
Araca 6 19 3,2 0.61487 0.25000 0.5934
Jaru 8 21 2,72 0.62002 0.15476 0.7503
Candeias 25 41 1,6 0.65428 0.34857 0.4672
Taruma 7 31 4,4 0.73438 0.49320 0.3284
Pirarucu 4 21 5,25 0.69388 0.75000 0.0808
Trombetas 5 16 3,2 0.59184 0.51429 0.1310
Urupa 5 21 4,2 0.64875 0.18571 0.7137
Uatuma 41 74 1,8 0.69735 0.65517 0.0604

O numero total de alelos variou de 12 em Madeira a 74 em Uatuma,
podendo esta quantidade ser reflexo do niumero amostral utilizado, uma vez
que estas duas populagbes possuem respectivamente o menor e o maior
numero de acessos analisados.

As populagbes de Javari, Pirarucu e Madeira obtiveram os maiores
nameros de alelos por acesso, respectivamente 5, 5,2 e 6. As populacdes que
tém as maiores quantidades de acessos foram as que apresentaram o menor

namero de alelos por acesso, sendo Candeias (A; = 1,6), Urubu (A; = 1,63),
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Iquitos (A; = 1,65) e Uatuma (A; = 1,8). Rojas Gonzalez (2007) também
encontrou em Uatuma e Candeias os menores valores de alelos por acesso.

A heterozigosidade esperada foi menor em Jamari (He, = 0.47873) e
maior em Cauamé (H, = 0.80044), enquanto que a heterozigosidade observada
variou de 0 em Madeira a 0.80556 em Pirarara. Os acessos de Pirarara foram
diferenciados, apresentando o maior nivel de heterozigosidade observada (H, =
0.80556), sendo, juntamente com Pirarucu e Jamari, as Unicas populacoes a
terem heterozigosidade observada superior a esperada; tiveram também o
menor coeficiente de endogamia (f = -0.2863).

De modo geral o fluxo génico entre as populacdes foi intermediario,

concordando com os niveis de médios a altos de Fsr (Tabela 5).

Tabela 5. Fluxo génico [M (numero absoluto de migrantes) = 2Nm — diagonal abaixo] e matriz
de divergéncia (Fsr — diagonal acima) entre 17 populacdes de Myrciaria dubia do
BAG, a partir de sete loci microssatélites.

Populagice  Cauamé  Pirarara  Javari  Jamari | Machads Urubu  lquites  Madeira Marabd  Aracd Jarg Candeins Tarumd Pirarucy Trombet, Urupd  Uatumd
Cauamé "™ DAFETS 11451 0 Eaiie ndSEET 0EFSEE 0.F9EN AdEEFTY 03EEEE 0,0%F0F  AEITAE nTEE 0 dwsez 0 1562d 05215d  0.37d9E 031453
Firarara EETETY " LEFEIE 0FTTIY 049934 0EE1F 04T 0, TdAE 0EdEES 0,F995E  FEEET 0F0EAT  0Z9E9T L] o528l 03T 2,151
davari 0366 0 FEa0g TN 0,7d7ed 060964 0FT0d QEE00F ez 113862 0dTeE 0 TEREE 1,505EE 1351% 03615 nAE0AE 0, TZE0Y 05491
Jamari 171725 056931 0577 " 009329 0361 034373 EdTEE O523ITE 0,09FE1 0F0FEE 1,244dT 0, EEATT 0 FaRaE 1,00d9d  0,2d59d 0, 44556
Machade 109595 100132 o016 5,35935 "0 ndEEEE 0d0EES 0EFEE 041089 0 14FZE 0, FEE9 0,FREFE OFFEEE 0FEHT 0, d0onsE 0 05E
Lrubu Z03d35 19%96a 13499 TR 106751 " 0AZ00E  0EMTE 0213dE 00FEF 0,TEEZE 0986 01391 021669 0 0d00EE 0,EEdEE
lquitos 1LETHIE  A0E0EE 1,999d 14543 124196 416565 " 0aEdes 0 EEEE 0 1Eed 0 d9IT 10521 0 d3FET  03RESE NOFETE 047301 0,5F6EF
Padeira 0F51T 0EETAE  0ENFIT 0,EFEE 0,735 033057 05407z "t 10103d 094521 B EETIE MO 0ATH0E 0EESZE 155998 119979 052177
Mlarabd 129247 077321 042437 0,954 121747 234237 128323 04943 T nEe1E 1ETTE 0,7#EET 02ZETEE 03522 nERIEE  0FEEZE 0 993
Aracd z5edsd  A2EF1F2 4,042 B reded I AadE 5303ad zEszEd 0527H 133386 TUUT 0 gz 0EEZ0T 01F2dE 0FE2EE 220714 0,419% 009257
dary DETE0d 0 dEed DEZETI QEZZiE 057492 0F2dd 40636 00TaTT 0293 0,7 UM Fetad  zeddes ZE213E F05id zdee?  dzeTid
Candeias DEIIEE A EZHEEZ 02TEAT 0 4017E 057708 071769 0,4511F 1954652 063395 07656z 045533 U0 nEIITE 035417 NEGEIT 06dTEE 0 ZAEEE
Tarumi A B R B Py L Bel TR L bt 148865 FEa30z 115242 nEIOT 4 #6393 ETTRAT 0222TE 0azexe nIZEIT 026991 05403 01230z
Pirarucu F200ZE inf 053038 0#3755 147722 230741 436439 0. 7dEZ1 41996 5036z 049074 141175 153199 " nA235E 032544 0 ddEe
Trombetas 09537 nagod 050972 049754 1,24%25 inf STE3E9 02eRR: QE0ZEE Z.413Ed 01635 0,59568 135063 11047 " 0,M1E 003
Llrup:: 123346 1,34T6F 069243 203305 inf 124745 105707 041674 052327 4,473EF 02351 nITMTT 092d5E 1,5364 L 02292k
Ulatumi 152938 329 09057 {12144 0ATEHT st 09339 09RET 11906k G 40MzE 040745 1,25352 406237 54985 1%,402213 24304 "0
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4.3.3. Distancias genéticas

As distancias genéticas de Rogers (1972) modificadas (Wright, 1978),
apresentadas na Tabela 6, variaram de um minimo de 0,3243 (entre os
acessos de Pirarara e Pirarucu) a um maximo de 0,7445 (entre os acessos de

Jamari e Madeira).

Tabela 6. Distancias genéticas de Rogers (1972) modificadas (Wright, 1978) entre 17
populagdes de Myrciaria dubia do BAG, a partir de sete loci microssatélites.

Fopulagie  Cauamé  Pirarara Javari Jamari Machade Ureba lquites  Madeits Marabd Aracd Jarg Candeizg Tarumd  Piraruew  Trombet, Urepd Ustumd
Comamd =

Pirarara 0,581 =

davari 04344 06471 ™

damari 04331 0538 LUFY )

Machadao 04457 05264 06223 05733

Uruby 03615 05025 0465 06253 05424 ==

lquites 04613 0535 05744 06603 05642 04425 "

Madeira 05325 0ET33  0ESES 07445 05364 06037 0QET3T "

Marabd 04725 0B35S 0531  0E561 05542 0514 0,553 06637

Arach 04587 05183 06T 051 04072 0524 05743 06122 0561 "=

dary 04551 05247 0533 04713 04377 05244 05374 06201 0S5TAE 04365 vt

Candeias 04005 05134 05403 06035 05257 053744 05273 05733 05346 05153 0465 "

Tarumi 04214 0533 05572 0153 0528 04666 04333 06355 05121 04671 04337 05056 Ut

Firarucu 10,5735 05243 05757 0513 05046 04403 0545 06333 0555 05027 04557 042 0515 ==

Trembetaz 050553 06304 06112 06343 05573 0531 05428 06735 05345 053253 05675 05252 04508 Q5261 U7

Urups 0437 0513 06087 0563 05132 0491% 0573 06455 O5ME 0552 04215 043842 0546 04653 0,604 "=
Uatumi 03558 05054 04357 05853 0452 03575 04333 OE4T 04352 04436 045 0,415 03363 0423 0464 04525 "
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Figura 3. Padrao de divergéncia genética entre as 17 populagdes de Myrciaria dubia do BAG,
baseado no agrupamento UPGMA utilizando as distancias genéticas de Rogers
(1972) modificadas (Wright, 1978). Dados provenientes de sete loci microssatélites.

A diferenciagao entre populacées e uma certa relacdo com as regioes
geograficas pode ser observada no agrupamento pelo método UPGMA
baseado nas distancias genéticas de Rogers (1972) modificadas (Wright,
1978). As populacdes de Pirarara e Pirarucu agruparam-se, assim como as de
Urubu e Cauamé, e Taruma com Uatuma, sendo que estes trés agrupamentos
formam um UGnico grupo juntamente com Candeias. Jaru e Urupa estao
relacionados em um agrupamento separado, assim como Machado e Araca em
outro.

Verificou-se que a maioria das populagdes, principalmente as
provenientes de Rondbnia, agrupou-se aleatoriamente, e nao de acordo com
as areas geograficas de origem. A hip6tese previamente formulada de que as
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populacées geograficamente mais distantes também apresentariam maiores
distancias genéticas foi descartada pelos resultados de analise de correlagao,
que demonstraram nao existir relacao entre estes parametros.

Pode-se supor que algumas inconsisténcias encontradas podem ser
devido ao baixo numero amostral para algumas populacées ou resultantes de
equivocos durante a coleta ou mesmo na identificacédo individual das plantas no
BAG. A auséncia de relacdo é confirmada pela analise de correlagao entre as
distancias genéticas e as distancias geograficas pelo Teste de Mantel (Figura
4). A correlagdo matricial foi baixa e negativa (r=0,233), indicando que a
variabilidade genética ndo esta estruturada no espaco. Os EST-SSRs em
camu-camu, considerando as distancias genéticas de Nei (1978), encontraram

uma correlagao de 0,33 (Rojas Gonzalez, 2007).
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Distancias genéticas

Figura 4. Representagéo da correlacao entre a matriz de distancias geogréficas e a matriz de
distancias genéticas
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Os resultados sugerem que a proximidade geografica entre as
populacdes de origem € um indicativo fraco de similaridade genética, portanto
nao serve como base para inferéncias quanto a estrutura genética para os
acessos mantidos no BAG. A inexisténcia de relacdo significativa entre
distancias genéticas e distancias geogréaficas também foi encontrada para
populacdes brasileiras de Oryza glumaepatula (Karasawa, 2005) e populacoes

de Eucalyptus urophylla distribuidas por ilhas da Indonésia (Payn et al., 2008).
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4.4. CONCLUSAO

Os microssatélites desenvolvidos para camu-camu demonstraram ser
suficientemente informativos, sendo semelhantes ou mesmo superiores em
relacdo aos loci isolados para outras espécies de Myrtaceae.

Considerando apenas que O camu-camu € uma espécie nao-
domesticada, poderia-se supor um nivel de polimorfismo ainda mais elevado;
ainda assim, os resultados encontrados demonstraram a existéncia de alta
variabilidade genética na espécie, apresentando elevados indices de
diversidade total.

Os resultados obtidos sugerem que esta espécie possui tendéncia a
autogamia.

Futuras coletas para inclusdo de plantas no BAG devem fornecer
namero de individuos suficiente para garantir uma representatividade da
populacdo de origem. No caso de coleta acrescentando plantas das
populacdes representadas no BAG, o aumento do numero amostral poderia
confirmar ou mesmo modificar os resultados encontrados.

Os acessos que apresentam a maior diversidade genética sao os
provenientes de Pirarara, Pirarucu, Uatuma e Maraba.

O programa de melhoramento deve considerar que a estrutura genética
dos acessos do BAG de camu-camu nao esta organizada no espago, e que
algumas populacées possuem um elevado numero de alelos privados. As
estratégias de conservagcdo de reservas genéticas devem garantir também a

manutencao dos alelos raros.
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Os dados gerados pelos microssatélites, marcadores moleculares
seletivamente neutros, devem ser usados em combinacdo com informacgdes
fenotipicas para caracterizar as reservas genéticas, desta forma selecionando
0S acessos ou populacées mais apropriados a serem utilizados em programas

de melhoramento e de conservacao da espécie.
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Anexo 1. Freqiiéncias alélica dos sete loci microssatélites estimados a partir de 214 acessos de 17 populagdes de Myrciaria dubia.

Locus Alelo Cauamé Pirara Javari Jamari Machado Urubu Iquitos Madeira Marabd Aracé Jaru Candeias Tarumd@ Piraru. Trombet. Urupd Uatuma Total Private?
179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0143 Jaru
181 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0143 Jaru
187 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0263 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0262
189 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0071 Iquitos
191 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0095 Iquitos
193 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Iquitos
195 0.1154 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.2105 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.1951 0.1286
197 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1579 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.1585 0.0857
199 0.0385 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0658 0.0500 0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0357
201 0.2308 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0526 0.0333 0.0000 0.2500 0.6250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0610 0.0833
203 0.1538 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.1184 0.1167 0.0000 0.2500 0.2500 0.0000 0.2500 0.0000 0.2500 0.0000 0.2000 0.1341 0.1286

01_BO05 205 0.1154 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0263 0.2333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2857 0.2500 0.6000 0.0000 0.0122 0.0762
207 0.0385 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.3026 0.0667 0.0000 0.1667 0.1250 0.0000 0.0000 0.3571 0.0000 0.4000 0.0000 0.0122 0.1024
209 0.0769 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0395 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250 0.0714 0.2500 0.0000 0.2000 0.0366 0.0619
211 0.1538 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0732 0.0405
213 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2857 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0095 Machado
215 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.2143 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.6000 0.0244 0.0310
219 0.0000 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0119
221 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0366 0.0095
229 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2083 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0286
235 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2083 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0488 0.0381
237 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1341 0.0262 Uatuma
239 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2083 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0286
133 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0366 0.0071 Uatuma
137 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.8333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0165
139 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0094
141 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Urubu
143 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.8333 0.0000 0.0000 0.1600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1463 0.0755
145 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0189
147 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0071
149 0.1154 0.0833 0.0000 0.0000 0.2857 0.0769 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250 0.0400 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0244 0.0519
151 0.3462 0.8333 0.0000 1.0000 0.5714 0.1026 0.0000 0.0000 0.0000 0.6667 0.8750 0.6800 0.4286 0.0000 0.0000 0.6000 0.2073 0.3066

01_co03 153 0.1923 0.0833 0.2000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0401
155 0.1154 0.0000 0.3000 0.0000 0.0000 0.2692 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0825
157 0.0385 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.2051 0.8500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.1722
159 0.0385 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.1923 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0800 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1585 0.0825
161 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1026 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.4000 0.3537 0.0991
163 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Urubu
165 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0118
167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0024 Uatuma
169 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0094 Araca
177 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0024 Uatuma
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Locus Alelo Cauamé Pirara Javari Jamari Machado Urubu Iquitos Madeira Marabd Araca Jaru Candeias Tarumd@ Piraru. Trombet. Urupa Uatuma Total Private?
167 0.0385 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Cauamé
169 0.2692 0.2500 0.0000 0.5000 0.3571 0.0000 0.0345 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250 0.0366 0.0769
171 0.1538 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0120
175 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2857 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0096 Taruma
177 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0690 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0288
179 0.0385 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.4605 0.1379 0.0000 0.0000 0.3333 0.2500 0.5600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0732 0.2043
181 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.2857 0.0789 0.1207 1.0000 0.0000 0.3333 0.2500 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500 0.0000 0.0793
183 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0144

01_FO02 185 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1585 0.0312 Uatuma
187 0.3462 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.2368 0.0000 0.0000 0.4167 0.0000 0.0000 0.1000 0.1429 0.5000 0.5000 0.0000 0.2195 0.1659
189 0.0769 0.4167 0.0000 0.5000 0.3571 0.0000 0.2759 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.3200 0.0000 0.5000 0.5000 0.6250 0.1220 0.1875
191 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.0000 0.1034 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3415 0.0841
193 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.2237 0.2586 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0769
195 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0O.00O0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0120 Javari
197 0.0000 0.0000 0.3000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0O.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0072 Javari
199 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0O.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0122 0.0024 Uatuma
201 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 O0O.00O0 ©0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0048 Javari
161 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2586 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0357 Iquitos
163 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0048 Iquitos
165 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0517 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0071 Iquitos
167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0862 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0143
169 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000 0.1951 0.0500
171 0.1923 0.5000 0.0000 0.5000 0.0000 0.4231 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1800 0.0714 0.3750 0.0000 0.2000 O0.1463 0.1810
173 0.3462 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0513 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.4200 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000 0.0976 0.1048
175 0.3462 0.5000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0385 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.2143 0.2500 0.0000 0.2000 0.0854 0.0857
177 0.0385 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0641 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.4286 0.0000 0.0000 0.0000 0.2561 0.0857
179 0.0385 0.0000 0.3000 0.5000 0.4000 0.0256 0.0000 0.5000 0.3333 0.5000 0.5000 0.2000 0.1429 0.3750 0.5000 0.2000 0.1707 0.1667
181 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.6000 0.0000 0.0000 0.5000 0.3333 0.5000 0.3750 0.1200 0.1429 0.0000 0.5000 0.0000 0.0366 0.0929

01_FO09 183 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0095 Maraba
185 0.0385 0.0000 0.2000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0O.00O0 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0122 0.0095
187 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 O0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Urubu
189 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0071
199 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0690 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0095 TIquitos
207 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0048 Urubu
209 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2179 0.2414 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0738
211 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.2586 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0357 TIquitos
213 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0897 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 Urubu
215 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Urubu
143 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0024 Machado
225 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0048 Urubu
227 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0071
229 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0732 0.0190
231 0.0385 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3333 0.0000 0.0400 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.4512 0.1214
233 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3571 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.4375 0.0000 0.2500 0.0000 0.0000 0.2500 0.0854 0.0738
235 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0366 0.0310

01_GO03 237 0.3462 0.0000 0.0000 ©0.7000 0.0000 0.0897 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.4375 0.0000 0.3333 0.0000 0.2500 0.6250 0.1707 0.1357
239 0.3077 0.1667 0.6000 0.0000 0.0714 0.6923 0.0000 0.5000 0.1667 0.0000 0.0000 0.7800 0.0000 0.2500 0.2500 0.1250 0.0976 0.3024
241 0.0000 0.0000 0.4000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0517 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.3750 0.2500 0.0000 0.0488 0.0595
243 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2857 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0143
245 0.0769 0.5833 0.0000 0.0000 0.0714 0.1538 0.1552 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.3750 0.2500 0.0000 0.0366 0.0976
247 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5862 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0833
249 0.1538 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0256 0.1379 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0333
251 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0048 Maraba
253 0.0769 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 O0.0000 O0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 O0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0048 Cauamé
255 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©0.0000 0.0048 TIquitos
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Locus Alelo Cauamé Pirara Javari Jamari Machado Urubu Iquitos Madeira Marabd Araca Jaru Candeias Tarumd@ Piraru. Trombet. Urupd Uatuma Total Private?
193 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0485
195 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0513 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0146
199 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3333 0.0000 0.0200 0.5000 0.0000 0.5000 0.0000 0.3537 0.1092
201 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0121
203 0.0000 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0366 0.0413
205 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0385 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1800 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0364
207 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.5256 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0800 0.0000 0.2500 0.0000 0.5000 0.0488 0.1359
209 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0513 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0170
211 0.3846 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0461
213 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0049 Cauamé
01_HO1 215 0.2308 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.1282 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0600 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0244 0.0801
217 0.0769 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0769 0.4286 0.0000 0.0000 0.0000 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1019
219 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.2500 0.0000 0.5000 0.1667 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.5000 0.0000 0.3537 0.1505
221 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.3750 0.0000 0.0000 0.0122 0.0291
223 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0049 Cauamé
225 0.0769 0.0000 0.4000 0.0000 0.0000 0.0513 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0267
227 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0243
229 0.0000 0.0000 0.4000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0170
231 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0122 0.0073
233 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.3125 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0121 Jaru
235 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0256 0.0357 0.0000 0.0000 0.3333 0.0625 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0488 0.0461
237 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.0244 0.0340
181 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0047 Javari
183 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0023 Urubu
185 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0385 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0093
189 0.0000 0.0000 0.4000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.4000 0.0244 0.0234
191 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0023 Urubu
193 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0641 0.0000 0.5000 0.2500 0.0000 0.3125 0.2000 0.2143 0.0000 0.0000 0.4000 0.0732 0.0935
02_co02 195 0.3846 1.0000 0.1000 0.9000 0.5000 0.1795 0.0833 0.5000 0.0000 0.6667 0.3750 0.0400 0.1429 0.5000 0.0000 0.2000 0.1220 0.2196
197 0.3077 0.0000 0.0000 0.0000 0.5000 0.1282 0.1500 0.0000 0.1667 0.3333 0.0000 0.0000 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0976 0.1168
199 0.1538 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.1154 0.4833 0.0000 0.1667 0.0000 0.3125 0.2800 0.0000 0.5000 0.3000 0.0000 0.3902 0.2407
201 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.2436 0.0833 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.2143 0.0000 0.0000 0.0000 0.1463 0.0981
203 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1282 0.1333 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.4200 0.2143 0.0000 0.7000 0.0000 0.0854 0.1379
205 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0333 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0600 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0244 0.0257
207 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0256 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0366 0.0140
209 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0023 Iquitos
211 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0070
213 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0023 Urubu
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Anexo 2. Alelos privados e freqiéncia com que ocorrem em cada populacao.

Locus Alelo FreqlUéncia Populagéo
01_B05 179 0,3750 Jaru
01_B05 181 0,3750 Jaru
01_B05 189 0,0500 lquitos
01_B05 191 0,0667 lquitos
01_B05 193 0,0167 lquitos
01_B05 213 0,2857 Machado
01_B05 237 0,1341 Uatuma
01_Co03 133 0,0366 Uatuma
01_Co03 141 0,0128 Urubu
01_Co03 163 0,0128 Urubu
01_Co03 167 0,0122 Uatuma
01_Co03 169 0,3333 Araca
01_Co03 177 0,0122 Uatuma
01_FO02 167 0,0385 Cauamé
01_F02 175 0,2857 Taruma
01_F02 185 0,1585 Uatuma
01_F02 195 0,5000 Javari
01_F02 197 0,3000 Javari
01_F02 199 0,0122 Uatuma
01_FO02 201 0,2000 Javari
01_F09 161 0,2586 lquitos
01_F09 163 0,0345 lquitos
01_F09 165 0,0517 lquitos
01_F09 183 0,3333 Maraba
01_F09 187 0,0128 Urubu
01_F09 199 0,0690 lquitos
01_F09 207 0,0256 Urubu
01_F09 211 0,2586 lquitos
01_F09 213 0,0897 Urubu
01_F09 215 0,0128 Urubu
01_G03 143 0,0714 Machado
01_GO03 225 0,0256 Urubu
01_GO03 251 0,1667 Marabé
01_G03 253 0,0769 Cauamé
01_GO03 255 0,0345 lquitos
01_HO1 213 0,0769 Cauamé
01_Ho1 223 0,0769 Cauamé
01_Ho1 233 0,3125 Jaru
02_C02 181 0,2000 Javari
02_C02 183 0,0128 Urubu
02_C02 191 0,0128 Urubu
02_C02 209 0,0167 lquitos
02_C02 213 0,0128 Urubu
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Anexo 3. Agrupamentos das popula¢ées determinadas pelo programa Structure.

23(3)  I43)  23(3)  48(6)  B5(6) o7(8)  4106) FI(E)  49(6) 40(G) 69(6) 13(1)  A4(6) EBO(6) A1(6) G67(6) 94(6) OOME) T4() 37(6) B3(E) 118
m03)  21(3)  52(6)  BHE) TAE)  46(B) 42(B) BI(R) BA(E) 5B(A) 14B(12) 53(6) 68(A) A5(A) 4B(E) B4(R) GO(B) 73(6) GG(B)  T1(6)  47(H)
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g 7 13607 278 2504 120011)
ATHIT 127
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A7) 18B(1T) 201(17) 182(1

11209 108(%)  78(7)  96(7y  106(r) BB(7) 98(ry  O6(7)  90(7) 10Z(7y 101(7) 817} 85(T) BTy BE(7)  B4(T) 79(7)‘ 3‘5(5)I 3IU(5)‘ 3‘2(5)
309 10 100(3) BO(7)  Q47)  B3(7) BA(7Y BT TT) W7y 103(7) 104(7) QA7) 100{7) 9877 VA7) BO{T)  35(5)  34i5)  31(H) 335

‘\‘24(1"\) 1‘72(1‘5)
T21(11) 126(

1 17‘\(1‘6) 11119}
22(11) 168(16) 11

‘\U?(B‘) 1‘42(1‘2) '\‘31(‘ 12y 16(2) 101} i 1201 TE1(14 10013 B(1) TT3(16) 163(14) 200(17) 133(12) 128(12) 170(16) 4(1) 3
145(12) 143(12) 1503 17y 19 2(1) 142y 18(2)  B(1) TB2(14) 8{1) 160¢14) 111y 135(12) 70(6)  5{1) 30(6)  43(6)
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