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Resumo

Os butiazais tém sofrido severa erosdo devido ao abandono e perda de habitat resultante dos avancos da
atividade agricola, pecuaria e urbanizacdo. A conservacdo e o plantio dos butiazeiros podem ser
incentivados pela adicdo de valor econbmico aos produtos que a mesma gera. Pirénios
(endocarpo+semente) de butia tém potencial para uso como matéria prima para biodiesel, mas ha poucos
estudos nessa direcdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade de duas espécies de bultia,
Butia odorata e B. catarinensis, no rendimento de 6leo bruto e identificar genes relacionados a via de
producdo de 6leo. Pirénios de ambas as espécies foram avaliados em quatro sitios de coleta: Laguna e
Osoério para B. catarinensis, e Palmares do Sul e Arambaré para B. odorata. Utilizando o método de
Soxhlet para extragdo e determinagdo do teor de 6leo em pirénios pesados em quantidade padronizada
para cada progénie, identificou-se alta variabilidade no rendimento de 6leo entre progénies. A
variabilidade foi maior dentro das areas (possiveis populacdes) de coleta do que entre elas, Laguna
possui teores entre 17,34 a 40,17% e Palmares do Sul de 0% a 27,68% de Gleo. Este trabalho é o primeiro
que traz informacdo sobre a variabilidade desta caracteristica entre butiazais. O estudo constatou
variabilidade nas caracteristicas biométricas avaliadas. O nimero de passagens pelo moedor para total
moagem apresentou grande amplitude, para o uso industrial dos pirénios, a facilidade de moagem
representa menor gasto energético e duracdo do procedimento. Os pirénios de Laguna sdo pequenos, e
tém, em geral, alto rendimento de 6leo, requerem menor esforco para moagem. Os pirénios de Palmares
do Sul sdo maiores e produziram menos 06leo, o que provavelmente esta relacionado a alta predacdo que
as plantas daguela area estdo sujeitas. Utilizando bancos de dados publicos e o genoma de Cocos
nucifera, desenharam-se primers para a amplificagdo dos genes WRINKLED 1 e LEAFY COTYLEDON
1, que sdo conhecidos por regular a sintese de 6leo em outras espécies, nas palmeiras matrizes que foram
coletadas em cada area. Ap6s amplificadas foram encaminhadas para sequenciamento e geragdo futura
de marcadores genéticos. Este trabalho indica a possibilidade de sele¢do de gendétipos de Butia como
fontes sustentaveis de 6leo para biodiesel, aumentando valor econdmico e consequente conservacgao das
espécies nativas do género Butia.

Palavras-chave: butia. Oleo. variabilidade. WRINKLED 1. LEAFY COTYLEDON 1. pirénio.
biometria.



Abstract

Butia palm groves have suffered severe erosion due to abandonment and habitat loss resulting from
advances in agriculture, livestock farming and urbanization. Conservation and cultivation of butia palms
can be encouraged by adding economic value to their products. Pyrenes (endocarp + seed) of butia have
potential for use as raw material for biodiesel, but there are few studies in this direction. This study
aimed to evaluate the variability of two species of butia, Butia odorata and B. catarinensis, in crude oil
yield and to identify genes related to the oil production pathway. Pyrenes of both species were evaluated
in four collection sites: Laguna and Osdrio for B. catarinensis, and Palmares do Sul and Arambaré for
B. odorata. Using the Soxhlet method for extraction and determination of oil content in weighted pyrenes
in a standardized quantity for each progeny, high variability in oil yield was identified among progenies.
Variability was greater within the collection areas (possible populations) than between them. Laguna
has oil contents ranging from 17.34% to 40.17% and Palmares do Sul from 0% to 27.68%. This is the
first study to provide information on the variability of this characteristic among groves. The study found
variability in the biometric characteristics evaluated. The number of passes through the grinder for
complete grinding showed a wide range. For industrial use of the pyrenes, the ease of grinding represents
less energy expenditure and duration of the procedure. The pyrenes from Laguna are small and generally
have a high oil yield, requiring less effort for grinding. The pyrenes from Palmares do Sul are larger and
produced less oil, which is probably related to the high predation to which the plants in that area are
subject. Using public databases and the Cocos nucifera genome, primers were designed to amplify the
WRINKLED 1 and LEAFY COTYLEDON 1 genes, which are known to regulate oil synthesis in other
species, in the palm tree stocks collected in each area. After amplification, they were sent for sequencing
and future generation of genetic markers. This work indicates the possibility of selecting Butia
genotypes as sustainable sources of oil for biodiesel, increasing economic value and consequently
conserving native species of the Butia genus.

Keywords: butia. oil. variability. WRINKLED 1. LEAFY COTYLEDON 1. pyrene. biometrics.
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1.

Introducéo

Os butiazeiros sdo palmeiras que pertencem a espécies do género Butia, da familia Arecaceae,
ordem Arecales, classe Liliopsida das Angiospermas. O género Butia compreende 20 a 25 espécies,
variando na literatura (Cidon 2023), e tem sua origem na América do Sul, ocorrendo no Sul do Brasil,
no leste do Paraguai, nordeste da Argentina e noroeste e sudeste do Uruguai (Hoffmann et al. 2014). O
butiazeiro tem importancia ecologica, cultural e econémica no Brasil, sendo importante fonte de
alimento para o ecossistema em que se encontra. Todas as suas partes, de folhas a fruto, podem ser
utilizadas para producdo artesanal (Tozetti et al. 2022). No entanto, estas espécies tém sido
negligenciadas e sua diversidade genética esta sob severa erosao (Nazareno e Dos Reis 2013; Mistura
et al. 2016), devido a substituicdo dos butiazais por espécies agricolas anuais, reflorestamento com
espécies exdticas ou USO excessivo para pecudria e especulagdo imobilidria. Agregar uso e valor aos
produtos de uma espécie é uma forma de estimular sua conservacao e plantio (Sosinski et al. 2019), pois
permite a obteng&o de renda pelo produtor. A ampliacdo das fontes de alimento enfatizando as espécies
Cinderella (Leakey 2012), e métodos de domesticacdo de novo sdo Gtimas estratégias para assegurar
producdo sustentavel, renda e alimento (Gepts 2023). Espécies Cinderella foram definidas por Leakey
(2012) como arvores que apresetavam importancia na alimentacéo e medicina de povos originais, mas
gue foram desconsideradas pela ciéncia.

Como uma medida buscando reduzir a dependéncia dos combustiveis fosseis, em 2008 houve a
introducdo compulsoria do biodiesel na matriz de combustiveis no Brasil. O biodiesel tem sido
reconhecido como uma alternativa renovavel e verde ao diesel. Os teores iniciais de adi¢do de biodiesel
ao diesel eram de 2%, e se previa aumento deste para 15% em 2022. No entanto, devido ao custo elevado
das matérias-primas, esse foi reduzido a 10% (BOLETIM DE BIOCOMBUSTIVEIS E QUALIDADE
DE PRODUTOS, 2022). No mundo, as principais matérias-primas para biodiesel sdo sementes de colza
(Brassica napus) e girassol (Helianthus annuus) (EUA), soja (Glycine max) (Argentina, Brasil), 6leo de
palma (Elaeis guineensis) e Jatropha (Indonésia) (Mizik e Gyarmati 2021). A producao de biodiesel na
Malasia e Indonésia permitiu melhorias na qualidade de vida e aumento de vagas de emprego (Dey et
al. 2021). Nos ultimos anos, na regido centro norte o investimento em pesquisas para o uso da macatba
(Acrocomia aculeata) como “feedstock™ tem aumentado e se espera melhoria na qualidade de vida das
populagdes involvidas com a cultura (Manir 2023). Coloca-se a perspectiva de que 0 mesmo possa
ocorrer no Brasil nas areas que possuem butiazais.

A principal restricdo a comercializagdo do biodiesel é seu alto custo em compara¢do com o
diesel, pois 70 a 95% do custo de producdo advém do preco das matérias-primas (Ramos et al. 2019).
Assim, a busca por outras fontes, especialmente subprodutos/descartes de outros processos produtivos
é essencial. Conhecido popularmente como coquinho do butid, o pirénio é subutilizado, sendo
descartado ou usado artesanalmente na confec¢do de colares e pulseiras. O teor de 6leo do coquinho,
perfazendo até 57,8% de lipidios totais segundo estudo anterior (Faria et al. 2008), apresenta potencial
alto para uso na producdo tanto de biodiesel como de outros produtos a base de dleo, como
biocombustiveis de aviagdo e bioquerosene. O butia mostra promessa como “feedstock”, pois sua
producdo de oleato de metila, desejavel para biodiesel, é proporcionalmente alta (20%) (Vieira et al.
2016). O butia apresenta elevada producéo de &cidos graxos saturados (Kobelnik et al. 2016). Oleos
com alto teor de cadeias carbbnicas saturadas sao menos suscetiveis a oxidacdo, gerando um biodiesel
mais estavel (Prabhu et al. 2023), porém esses dleos se solidificam em temperaturas mais altas, o que
pode gerar dificuldade na fluidez do biocombustivel (Zuleta et al. 2012), podendo requerer misturas.

Existe variabilidade morfoldgica entre pirénios (endocarpo+semente), dentro do género Butia
(Soares et al. 2014) e mesmo dentro de espécies, possuindo formas e tamanhos variados (Moura et al.
2010). Em outra espécie analisada para conteido de 6leo, correlagdo positiva foi encontrada entre peso
de semente e seu comprimento, espessura e contelldo de éleo em pinhdo-manso (Jatropha curcas)
(Kaushik et al. 2007). Em outras espécies oleaginosas, como a soja, foram encontrados resultados
contrastantes, alguns positivos e outros negativos, em relacéo a correlacdo entre o tamanho da semente
e o rendimento de dleo (Tinius et al. 1993; Marega Filho et al. 2001; Xu et al. 2022). A partir dessas



informacBes da literatura, considera-se importante utilizar medidas biométricas de pirénios para
verificar a existéncia de correlacdo entre o tamanho do pirénio e a porcentagem de 6leo extraida.

No género Butia, a regulacdo génica da producdo de acidos graxos na semente ainda nao é
conhecida. Na planta modelo, Arabidopsis thaliana, a regulacéo é dependente do gene WRINKLED1
(WRI1), que codifica um fator de transcricdo da familia AP2-EREBP (APETALAZ2-ethylene responsive
element-binding protein) (Cernac e Benning 2004). WRI1 liga-se as sequéncias promotoras de genes do
final da rota glicolitica e da rota biossintética de acidos graxos, atuando como amplificador da expressao
(To et al. 2013). Por sua vez, WRI1 tem sua expressao regulada por outros fatores de transcri¢do, como
LEC1 (LEAFY COTYLEDON 1) e LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2), ABI3 (ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3) e FUSCA3 (FUS 3), também conhecidos como reguladores mestres do processo de
maturacdo (Baud e Lepiniec 2010). Esses ultimos foram encontrados abundantemente na semente de
palma (Elaeis guineensis), havendo alta expressédo de LEC1 no inicio da acumulag&o de 6leo e de ABI3
no seu final (Singh et al. 2013). A superexpressdo de WRI1 em diversas espécies levou ao aumento do
conteudo de 6leo na semente, sugerindo que sua maior expressao seja essencial para garantir elevado
teor de Oleo (Sagun et al. 2023). O gene CoWRI1, de Cocos nucifera, espécie pertencente a mesma
familia que o butia, quando superexpresso em A. thaliana e Oryza sativa, aumentou a expressao de
genes relacionados a sintese de acidos graxos e o contedo de lipideos da semente destas espécies.
Ressalta-se aumento do &cido palmitico (C16:0) em sementes transgénicas de ambas as espécies, porém
em Arabidopsis houve também aumento do acido esteérico (C18:0) e reducédo dos acidos oleico (C18:1)
e eicosanoico (C20:1), enquanto em arroz houve aumento do &cido linolénico (C18:3) e reducdo do
oleico (C18:1) (Sun et al. 2017). Em Cocos nucifera ndo foram identificados genes alvos para CowRI1
(Sun et al. 2017), apesar deste ser capaz de interagir com genes de Arabidopsis.

Considerando que a regulacdo da rota da producédo de 6leo em Butia ndo foi ainda elucidada, é
importante elucidar genes envolvidos no género. A identificacdo neste género de homologos do gene
WRI1 e dos genes que codificam os fatores de transcricdo que o regulam, ou dos genes com 0s quais
interage, auxiliara no entendimento da regulacdo da rota empregada na sintese de acidos graxos, e na
avaliacdo se essa é similar a descrita em A. thaliana. Acessar a variagdo nucleotidica destes genes entre
as espécies de butia ou entre individuos de cada espécie, além de indicar variabilidade, pode ser utilizada
para buscar correlagdes com a producédo de 6leo em futuros estudos de mapeamento associativo. Esse
conhecimento pode futuramente auxiliar na selecdo genética de genotipos mais adequados em
empreendimentos de utilizacdo de butia para producdo de biodiesel, além de avancar o conhecimento
cientifico basico em espécies nativas.

Neste trabalho, duas espécies do género Butia presentes no Rio Grande do Sul foram objeto de
estudo: Butia odorata e B. catarinensis. Ambas as espécies de Butia sdo plantas monoicas, protandricas
e predominantemente alégamas, sendo diploides com 2n = 2x = 32 cromossomos (Corréa et al. 2009).
B. odorata comumente possui estipe solitario e ereto com folhas pinadas, de coloracdo verde-
acinzentada, bractea peduncular lenhosa e lisa, flores amarelas, esverdeadas ou arroxeadas e frutos
geralmente mais largos que compridos, com mesocarpo doce-acidulado e epicarpo de coloracdo amarela
a laranja-avermelhado ou purpura (Tozetti, Farina, e Raguse-Quadros 2022; Soares et al. 2014). Butia
catarinensis e B. odorata foram até 2010 consideradas B. capitata, mas uma revisao taxonémica resultou
nessa separacao (Noblick 2014). Por sua vez, B. catarinensis é uma palmeira de estipe solitario de altura
baixa (até dois metros, eventualmente 4m no méximo), diferenciando-se pelo porte de B. odorata, que
atinge alturas até superiores a 10m. Ainda, estas espécies se diferenciam pelos frutos, que sdo menores
e mais alongados e pelos endocarpos, que sao oblongos ou estreito-ovéides em B. catarinensis, enquanto
que no B. odorata séo redondos ou, ligeiramente ovdides (Soares et al. 2014). A bractea peduncular da
inflorescéncia em B. catarinensis tem apice apiculado, entretanto em B. odorata essa possui apice agudo
(Noblick 2014).



B. catarinensis ocorre no Rio Grande do Sul (RS) entre os municipios de Torres e Osério,
crescendo nas restingas em solos arenosos e rochosos e campos litoraneos, e no litoral de Santa Catarina
(SC). B. odorata ocorre no RS no litoral dos municipios Palmares do Sul, Viamé&o e Porto Alegre até o
sudeste do Uruguai, crescendo em restingas (Soares et al. 2014). B. odorata é muito cultivada em
pomares do centro e sul do RS, e mesmo mais ao sul no exterior, pois possuem adaptagdes importantes
como tolerancia ao frio (Noblick 2014). Contudo a expanséo de terra de lavoura e pastagem tem limitado,
ou mesmo dizimado o estabelecimento de butiazais, potencialmente conduzindo a uma perda de
diversidade genética e de recursos para animais silvestres (Barbieri 2015).

Considerando tratar-se de espécies alégamas e ndo melhoradas e com relatos de cruzamentos
férteis entre individuos das duas espécies, espera-se variabilidade alta entre individuos, possivelmente
similar a variabilidade entre popula¢6es. Ndo ha dados na literatura sobre a variabilidade na producéo
de dleo, os poucos estudos existentes com o género utilizaram frutos aleatdrios sem identificacdo de
butiazal de origem.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade potencial em butiazeiro para produgdo de 6leo e desenvolver marcadores
moleculares associados a genes da via de producédo do 6leo.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar o grau de variacdo fenotipica para contetdo de dleo de pirénios de butiazais das
espécies Butia odorata e Butia catarinensis;

e Verificar se variaveis biométricas de pirénios de butias se correlacionam com o contetdo de
Oleo;

e Identificar se ha predag&o por larvas nos pirénios, se é similar entre locais de coleta e seu
impacto no rendimento de 6leo;

e Identificar genes ortélogos aos da via de biossintese do 6leo em butias e desenvolver marcadores
moleculares para sua amplificacéo.

3. Justificativa

A importancia desse trabalho pode ser justificada de varias maneiras. Primeiramente, se associa
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) da Organizagdo de Nagdes Unidas (ONU),
particularmente aos ODS oito, 12 e 15 que estipulam, respectivamente: crescimento econémico
inclusivo e sustentavel; padrdes de consumo e produgdo sustentaveis; e protecdo, restauragdo e uso
sustentavel dos ecossistemas terrestres e reversdo da degradagdo de habitats e perda de biodiversidade.

O estudo sobre os genes envolvidos na regulacéo da producédo de 6leos nas espécies de butiés,
com perspectiva de viabilizar o uso do coquinho para o biodiesel encaixa-se nos trés ODS citados, pois
produz conhecimento sobre a diversidade genética de butids, aumentando o conhecimento relativo a
presencga e expressao de genes ortdlogos aqueles de espécies modelos. Gerando, portanto, base para
futuramente agregar novo valor monetério a espécie, podendo levar a maior area de preservagdo e
recuperacdo. A realizacdo de futuros projetos de melhoramento, baseados nesse conhecimento inicial,
deve permitir o desenvolvimento de gendtipos para producdo em grande escala.

O oferecimento de fontes alternativas para a producdo de biodiesel, tanto em termos de
qualidade de 6leos produzidos, quanto de uso de subproduto de outra atividade, pode reduzir o custo da
producdo deste, uma vez que o custo da matéria-prima é o maior atual limitador da producdo de
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biodiesel. O éleo produzido por butias pode ser uma fonte importante de energia considerada verde para
substituir derivados de petr6leo na indistria de transportes.

Naturalmente, cabe também mencionar a importancia dos butias nos ecossistemas, servindo de
alimento para ampla gama de espécies que utilizam ndo sé o fruto, mas também o coquinho. A amplia¢éo
do conhecimento basico sobre essas espécies gera a perspectiva de incremento de uso com aumento de
renda e consequente da maior preservacdo das mesmas.

4. Material e métodos

4.1 Material vegetal

O material vegetal (frutos de butiazeiros) foi coletado em butiazais localizados em Laguna (SC)
e Osorio (RS) para a espécie Butia catarinensis, e em Arambaré (RS) e Palmares do Sul (RS) para a
espécie Butia odorata, (Figura 1). Cada planta amostrada (individuo) foi referenciada com o uso de GPS
(Apéndice 1). No total foram amostradas 23 palmeiras reprodutivas, que constituiram amostras de 23
progénies. Um cacho de cada planta foi cortado e etiquetado para transporte, posteriormente 0s pirénios
foram removidos manualmente ou por meio de jato de agua. Os pirénios foram secos em temperatura
ambiente e armazenados a 10°C.
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Figura 1: Mapa demonstrativo dos locais de coleta dos pirénios. Os pinos amarelos indicam a posi¢ao
aproximada de cada local.
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4.2. Extracdo e quantificacdo de 6leo de pirénios

Os pirénios de cada planta foram reunidos em amostras padronizadas com 30g, pesadas em
balanca digital de precisdo. O numero de pirénios por amostra foi contado e registrado como variavel
neste estudo. As amostras foram moidas em moedor de impacto (DeLeo). A moagem se deu em passadas
de 5 min para evitar sobreaguecimento do moinho. O nimero de passadas necessario para a moagem
completa foi registrado. Amostras de 6g de farinha foram secas em estufa a 105°C overnight, destas
foram retiradas duas amostras de 2g por planta (replicatas técnicas) e empacotadas em papel filtro. A
extracdo de 6leo (gordura bruta, GB) foi realizada utilizando o Aparelho de Soxhlet, conforme Prates
(2007). A amostra foi adicionada a cAmara com sifdo, adicionando-se 40 ml de éter anidro aos balGes
de Soxhlet, os sifdes conectados aos balfes e ao destilador. A temperatura das placas de aquecimento
foi ajustada para 60°C e a extragdo ocorreu por 8 h. O dleo extraido foi pesado ap6s secagem em
temperatura de 60°C e ap6s secagem a 105°C por 2 h (Figura 2). Foi utilizada a seguinte razdo de
proporcdo para quantificacdo do 6leo: % GB na MS = [(Peso final do baldo- peso inicial)/ peso da
amostra] x 100. A diferenca no calculo entre 60 e 105°C foi usada para calcular a umidade de cada
amostra. A média das duas replicatas técnicas foi utilizada como valor de cada butiazeiro (individuo).
A quantidade de 6leo por progénie de cada local foi analisada usando grafico de boxplot, anélise de
variancia e analise de médias Tukey (p= 0,05 e 0,1).

Amostras = 30g _ Moer amostra
Contagem manual "~ Passagensde 5 minutos
de sementes cada até total moagem

Q

Repetir e

contabilizar nimero ’

de passagens para
cada amostra

ApOs uma passagem

Peneirar amostra

' emestufaa
105°C
“overnight”

~ Separar 6g para
it

analise do teor
de dleo

Subamostrar

Pacotes adicionados aos baldes
para extragdao em Soxhlet
- Adigdo de 190ml de éter

Amostras de
. 2g pesadase
empacotadas
| (em duplicata)

Pesagem do
dleoe
calculo %

Figura 2. Fluxograma do processo de quantificacdo de dleo de pirénios de butia.
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4.3. Anélises de variaveis bioldgicas e biométricas

Utilizando balanga de precisdo, realizou-se a contagem do nimero de pirénios necessarios, por
progénie, para se alcancar 30 g. Destes, 6 g foram usados para extrair 0 6leo e o restante para refazer a
extracdo no caso de erros ou falhas na extracdo. Assim, indiretamente foi avaliado o peso médio dos
pirénios de cada planta. Nesses pirénios foi avaliada a ocorréncia de predacdo pela observacdo da
presenca de furos de saida da larva de besouro que teria consumido uma ou mais améndoas do pirénio.

Como indicado no item “extrag¢do e quantificagdo de d6leo de pirénios”, o passo final antes da
extracdo de Oleo € a moagem das amostras de 30g por uso de moedor de impacto, para evitar
sobreaquecimento do motor desse e para observar a resisténcia do pirénio a quebra, as amostras foram
moidas em passagens de 5min e o nimero de passagens necessarias para moer todos os coquinhos da
amostra foi anotado, por servir como indicacdo da dureza do endocarpo e de possiveis diferencas entre
individuos na caracteristica do tecido.

O programa Smartgrain (Tanabata et al. 2012) foi utilizado para calcular a area, o perimetro, o
comprimento, a largura, a circularidade e a distancia do centro a borda dos pirénios, para cada um dos
individuos. Foram utilizados 40 pirénios por individuo, exceto por individuos com nimero maximo
inferior de pirénios.

As varidveis numero de pirénios para 30g, predagdo e numero de passagens foram utilizados
para produzir gréaficos de boxplot para melhor compreender a variagdo entre progénies e entre locais de
coleta. Todos esses dados foram analisados utilizando R (R CORE TEAM, 2024) com o pacote corrplot
(Taiyun Wei et al. 2024) para avaliar a correlagdo entre estes e o contetdo de 6leo e produzir um
correlograma. Os dados biométricos foram analisados utilizando um gréfico de violino produzido no R
com o pacote ggplot2 (Wickham 2011).

4.4. Analises in silico para busca de genes da via dos acidos graxos

Sequéncias de diferentes espécies depositadas em bancos de dados de sequéncias de
nucleotideos, TAIR (https://www.arabidopsis.org/), NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Palm
Comparomics Hub (https://palm-genome-hub.southgreen.fr/) (Yang et al. 2021), com similaridade aos
genes de Arabidopsis thaliana, WRI1, LEC1, LEC2, ABI3 e FUSCA3 foram buscadas e alinhadas usando
0 programa BioEdit Sequence Alignment Editor com o algoritmo de maltiplo alinhamento do ClustalW.

Uma éarvore filogenética foi desenvolvida utilizando o programa MEGA (Kumar et al. 2018)
pelo método de maxima verossimilhanga seguido de teste de reamostragem bootstrap com 500
repeticdes para os genes WRI1 e LEC1.

Regibes de introns e exons foram identificadas para o gene WRI1 utilizando a sequéncia
completa de DNA e a de cDNA de Cocos nucifera oriunda do Palm Comparomics Hub no programa
Gene Structure Display Server (GSDS) (Hu et al. 2015).

4.5. Extrac@o de DNA, desenho, teste de primers e reacfes para sequenciamento

O DNA foi extraido de tecido foliar das vinte e trés plantas pelo método CTAB modificado
(Doyle e Doyle 1990) e a qualidade foi aferida por espectrofotometria (razdo A260/A280 em Nanodrop
Thermo Scientific) e gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

O desenho de pares de primers especificos para amplificacdo e posterior sequenciamento da
regido codificante dos genes em Butia catarinensis e B. odorata foi realizado utilizando a sequéncia
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completa de DNA COCNU_HT001R001_04 de Palm Comparomics Hub para WRI1 e a sequéncia
VOI1101000330.1:90159-90437 do NCBI para LECL1. O programa BioEdit Sequence Alignment Editor
foi utilizado, sendo os primers desenhados manualmente, e suas propriedades analisadas no programa
Netprimer (https://www.premierbiosoft.com/netprimer/), incluindo suas temperaturas de melting e
estrutura secundéria. Foram desenhados primers de forma a obter fragmentos que permitissem a
cobertura de toda a extenséo da regido codificante de cada gene.

Para testar os primers, foram preparadas reagdes de PCR em 25 pL contendo 1x tampdo para
PCR (20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KClI), 1,6 mM MgCI2, 0,12 mM dNTP, 0,2 uM de cada par de
primer e 1 U de Tagq DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia). As condi¢des de amplificagdo foram
avaliadas, inicialmente, via gradiente de temperaturas de pareamento, da seguinte forma: desnaturagédo
inicial a 94°C por 2 min; 38 ciclos a 94°C por 30 s (desnaturacdo), Gradiente: 64,3°C, 63°C, 61,1°C,
58,8°C, 56,9°C, 55,7°C por 30 s (pareamento com primers), e 72°C por 45 s (extensdo de fragmentos);
e extensdo final a 72°C por 7 min

As seguintes condic¢des foram utilizadas para a amplificacdo para todos os primers de WRI1 e
LECL1: desnaturagdo inicial a 94°C por 2 min; 40 ciclos a 94°C por 30's, 59°C por 30s, e 72°C por 45 s;
e extensdo final a 72°C por 7 min.

Os fragmentos foram analisados em 100 mL gel de agarose 1,2% contendo 4 pL. de brometo de
etideo, onde adicionou-se 5 puLL do produto final de cada reagdo adicionado de 2 uL de tampao de
carregamento (azul de bromofenol + xilenocianol + glicerina bidestilada 20%), para comparagdo de
tamanho foi adicionado 4 pL do ladder 100 kb (Ludwig Biotecnologia) ). A eletroforese ocorreu em 80
volts em tampdo TBE 1X. Apds a eletroforese, os géis foram imediatamente fotografados utilizando
transiluminador Loccus para verificar a presenga de amplicon (banda) e seu tamanho.

Os primers que permitiram a amplificacdo de banda unica por individuo foram utilizados para
andlise de todos os individuos. Para os individuos em que houve amplificacdo, o restante da reag&o foi
transferido para novos tubos e armazenados a baixa temperatura, posteriormente estes foram enviados
para sequenciamento em empresa terceirizada.

5. Resultados
5.1 Variagdo no teor de 6leo

Os teores de 6leo dos pirénios de cada areas sdo apresentados apds secagem a 60°C e 105°C
(Figura 3), permitindo calcular a umidade. Os valores obtidos apds secagem completa, consideram
100% de massa seca, sao também detalhados. O teor de 6leo encontrado variou entre as areas e dentro
delas (Figura 2). A maior variagao entre areas ocorreu entre Laguna e Palmares do Sul, onde as medianas
foram 30,05% e 8,33%, respectivamente e as médias foram 29,15 % e 11,09%, respectivamente. A
mediana e as médias dos teores encontrados em Arambaré (21,86% e 23,19%) e Osorio (28,97% e
28,52%) se assemelham mais as obtidas em Laguna. A espécie avaliada em Laguna e Osério foi Butia
catarinensis, enquanto em Arambaré e Palmares do Sul foi Butia odorata, considerando que somente
uma ou outra ocorrem naturalmente nas respectivas areas.

A maior variagdo dentro de uma &rea ocorreu em Palmares do Sul, onde a amplitude interquartil
foi de 22,95%, seguida por Laguna com 21,69%. Nos demais locais a amplitude interquartil foi menos
da metade, obtendo-se 8,57% em Osorio e 9,08% em Arambaré (Figura 2). Apesar de similar valor de
interquartil, a amplitude total entre os teores de 6leo obtidos em Osorio foi muito menor (22,96% a
33,17%) do que a em Arambaré (15,75% a 33,73%). Laguna possui teores entre 17,34 a 40,17% e
Palmares do Sul de 0% a 27,68% de 6leo. O valor minimo (zero) obtido em Palmares do Sul refere-se a
um individuo no qual todos os pirénios sofreram predacao, se desconsiderado esse individuo, 0 menor
teor de 6leo nos individuos dessa area é 3,96%. A variacdo dentro de areas, de modo geral, foi maior que
a variacao entre &reas, que nao apresentou diferenca significativa.
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Figura 3. Boxplot da producédo de 6leo de pirénios das espécies Butia odorata (Arambaré e Palmares
do Sul) e Butia catarinensis (Laguna e Osorio) expresso 100% seco (105°C) e seco ar (60°C). CV=29%
(n=4 a 8 butiazeiros), por ANOVA néo houve diferenca entre as médias das areas.

5.2 Variaveis bioldgicas e biométricas dos pirénios

Observou-se que para completar a amostra de 30g de pirénios houve grande variagdo no nimero
de pirénios necessarios entre 0s butiazeiros avaliados (20 a 88), o que indica diferenca no peso individual
de pirénios (0,34 a 1,50g). Os dados de nimero de pirénios necessarios para se alcancar 30g é
apresentado por locais de coleta (Figura 4A), onde Palmares do Sul apresentou a menor mediana com
28 pirénios e Laguna a maior com 51,50. Um individuo de Laguna foi estatisticamente considerado um
outlier, seu peso médio de pirénio foi de 0,34g, enquanto que o peso médio dos pirénios do local foi
0,59g. Laguna e Osoério apresentaram assimetria positiva. As medianas de Arambaré e Osério foram 43
e 37,5 pirénios, respectivamente. As médias de Arambaré (43) e Osoério (45) se assemelham mais a
obtida em Laguna (57,17) do que a de Palmares do Sul (27,25 pirénios). Laguna, butiazal de B.
catarinensis, se diferenciou de Palmares do Sul, B. odorata (p=0,05), no entanto Arambaré e Osério ndo
se diferenciam destes. Em B. Odorata, nos locais de coleta Arambaré e Palmares do Sul foi constatada
maior simetria e menor amplitude interquartil, sendo Arambaré (38 a 48,5) e Palmares do Sul (22 a
31,75), Ja 0s nimeros minimos e maximos de pirénios de Arambaré (24 e 62) demonstram que a varia¢ao
desse local de coleta foi muito maior do que a de Palmares do Sul (20 e 33), indicando uma maior
variagdo de peso entre os pirénios dos individuos de Arambaré (0,48 a 1,25g). Em B. catarinensis, Osorio
apresentou a maior variagdo de peso de pirénios, requerendo o minimo de 27 (individuo com peso médio
de pirénio de 1,11g) e m&ximo de 78 pirénios (individuo com peso médio de pirénio de 0,38g) para
compor a amostra de 30g, possuindo a maior amplitude interquartil (27,75 a 69,75) sendo o local de
coleta de maior dispersdo (Figura 4A).
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Figura 4. Caracteristicas dos pirénios das espécies Butia odorata (Arambaré e Palmares do Sul) e Butia
catarinensis (Laguna e Osorio) utilizados para extracdo de 6leo. (A) Boxplot do nimero de pirénios
necessarios para completar 30g de amostra, CV= 33%; (B) Boxplot da predagdo de pirénios (%),
CV=115%; (C) Boxplot do nimero de passagens de 5 min pelo moinho de impacto para total moagem
dos pirénios, CV=54%. (n= 4 a 8 butiazeiros). Letras diferentes indicam diferenca estatistica por teste
de Tukey (p=0,05).

Observou-se predagdo nos pirénios em todos os locais de coleta. Hipotetizou-se que a predacéao
poderia reduzir a quantidade de 6leo dos pirénios, portanto se decidiu quantificar a predacdo das
amostras. A predacao foi avaliada em porcentagem do nimero de pirénios amostrados que foi predada
(Figura 4B). Houve grande dispersdo em todos os locais e o coeficiente de variagdo foi extremamente
alto. Palmares do Sul apresentou a maior porcentagem numérica de predagdo, com amostras de dois
individuos com 100% de predacdo e média de predacdo no local de coleta de 75,7% e mediana de
92,42%, indicando assimetria negativa e maior tendéncia & predacao apesar da grande dispersao. A menor
média de porcentagem de predacdo ocorreu em Arambaré com 18,7%. Os locais de coleta Laguna (B.
catarinensis) e Arambaré (B. odorata) apresentaram, ambos, amostras onde nenhum pirénio tinha sinais
de predacdo, contudo a porcentagem méaxima de ambos os locais foi relativamente alta, com amostras
com 75% e 66% de pirénios predados, respectivamente. Arambaré apresentou a menor amplitude
interquartil de 0% a 27,72% (Figura 4B).

A facilidade para pulverizar completamente a amostra de pirénios pode ser um fator importante
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na indastria, pelo tempo necessario, pela energia consumida e, consequentemente, podendo impactar no
custo do processo. O nimero necessario de passagens pelo moedor de impacto da uma estimativa desta
caracteristica e é apresentado na Figura 4C. O numero de passagens variou de duas a 18. Os individuos
de Laguna e Osorio apresentaram, em geral, pirénios com maior facilidade de moagem que os de
Palmares do Sul (p=0,05), havendo menor dispersdo que nos demais locais e distribuicdo simétrica e
unimodal, pois a mediana e a média coincidem em 3,5 passagens de 5 min pelo moedor para total
moagem. A maior mediana foi obtida em Palmares do Sul (6,5), onde houve maior dispersdo, indicada
pela amplitude interquartil (4 a 10,5 passagens), sugerindo maior diversidade na caracteristica de
resisténcia a moagem. A maior média foi obtida com os individuos de Arambaré (7,5 passagens),
salienta-se o maior distanciamento da mediana (5,5), indicando que os valores no topo da distribui¢do
estdo mais distantes do centro da amostra, ou seja, alguns individuos apresentam resisténcia bem mais
elevada que a tendéncia no local. Neste local de coleta, um individuo foi considerado outlier, requerendo
18 passagens no moedor de impacto. Em Osério também se obteve assimetria positiva, com tendéncia a
maior facilidade de moagem, porém com maior dispersdo que em Laguna (Figura 4C).

O formato dos pirénios variou consideravelmente entre locais de coleta. Os pirénios da espécie
Butia catarinensis sdo frequentemente ovoides, enquanto aqueles de B. odorata sdo mais arredondados,
pelo menos nas progénies avaliadas (Figura 5A). A variacdo total das areas dos pirénios foi
extremamente alta (10,56 mm? a 261,85 mm?), como pode ser visualizado nas Figuras 5A e 5B. Laguna
apresentou varios outliers que, mesmo diferenciando-se da tendéncia populacional, podem ter sido
excluidos da analise devido ao método de céalculo do boxplot ou mesmo pelo nimero de amostras (Figura
5B). Laguna demonstrou o maior nimero de outliers de pequena area e foi o (nico a apresentar assimetria
negativa, sugerindo tendéncia a pirénios com menor &rea. Ignorando outliers, Palmares do Sul
demonstrou a maior amplitude (88,16 mm? a 261,85 mm?), com intervalo interquartil com tamanho
superior aos dos locais de coleta restante.

Para entender melhor a dispersdo da area, analisou-se o comportamento dentro dos individuos
de cada local (Figura 5C). A dispersdo da area de pirénios nao foi homogénea entre individuos dentro
de locais, ou seja, alguns butiazeiros possuiam pirénios com pouca variagdo de tamanho, enquanto
outros apresentavam grande variacdo, vide Laguna 09 e Laguna 13, ou Oso6rio 14 e Osorio 17, como
exemplo. O comportamento individual observado demonstrou que os pirénios de Arambaré tinham
média préxima a média geral dos locais de coleta, enquanto que em Laguna a maioria dos individuos
apresentou média abaixo da média geral dos locais. Um individuo em especifico de Laguna (Laguna 13)
apresentou areas muito pequenas e pouca dispersao entre pirénios do individuo, o que ndo foi normal para
o restante dos individuos tanto de Laguna como dos outros locais de coleta que apresentavam uma
dispersdo maior nos valores de area entre os pirénios dentro de um individuo (pirénios de um mesmo
cacho). As médias de todos os individuos de Palmares do Sul se encontram acima da média geral dos
locais (Figura 5C).
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Figura 5. Biometria dos pirénios das espécies Butia odorata (Arambaré e Palmares do Sul) e
Butia catarinensis (Laguna e Osorio). (A) Pirénios dos diversos locais de coleta. O niumero acima do
pirénio indica o butiazeiro de origem; (B, C) area (mm?); (D, E) comprimento (mm); (F, G) largura (mm);
(H, ) razéo entre comprimento e largura dos pirénios. (B, D, F, H) boxplot da média dos butiazais dos locais
de coleta (n= 4 a 8 butiazeiros); (C, E, G, I) Grafico de violino dos pirénios de cada butiazeiro (amostra=

21 a 50 pirénios). A linha pontilhada indica a média geral de cada caracteristica dos pirénios. Letras e nimeros
que seguem o nome do local identificam a planta.
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Foi comparado também o comprimento, a largura, o perimetro e a distancia do centro ao apice.
A éarea, de modo geral, foi a caracteristica com maior variagdo dentro de cada progénie. A variacdo do
comprimento dos pirénios, de modo geral, foi simétrica, a exce¢do dos pirénios coletados em Laguna,
em que houve assimetria negativa, indicando tendéncia central da amostra para pirénios mais longos
(Figura 5D). Vérios butiazeiros de Laguna foram considerados outliers. Apesar da diferenca de formato
dos pirénios, as médias do comprimento foram similares entre Osério (16,28 mm) e Palmares do Sul
(16,27 mm), e entre Arambaré (13,71 mm) e Laguna (13,44). Arambaré teve a menor amplitude
interquartil, indicando comprimentos menores. O comprimento médio geral foi 15 mm (Figura 5E).
Quando analisada a variacdo dentro de cada butiazeiro, novamente destacou-se Laguna 13, que
apresentou os pirénios mais curtos e mais homogéneos (menor amplitude). Interessantemente, outros
individuos de Laguna tiveram elevada amplitude, como Laguna 01 e Laguna 09. A excecéo de Arambaré
19, todos os demais individuos do local apresentaram média e mediana do comprimento inferior & média
geral, o oposto ocorreu em Osoério, onde apenas Oso6rio 02 teve média do comprimento de pirénios
inferior a média geral (Figura 5E).

Os butiazais de B. catarinensis apresentaram as menores larguras (Figura 5F). A largura dos
pirénios foi menor numericamente para Laguna (8,25 mm), seguida por Osério (10, 36 mm), Arambaré
(11,5 mm) e por fim Palmares do Sul (12,63 mm). Butiazeiros foram identificados como outliers em
Laguna, com menor largura, e em Osorio e Palmares do Sul, com maior largura. Arambaré apresentou
distribui¢do simétrica, enquanto em Laguna esta foi assimétrica negativa e nos demais locais levemente
assimétrica positiva. A média geral de largura foi 10,67 mm. Quando analisada a varia¢ao dentro de cada
butiazeiro (Figura 5G), observou-se que todas as médias e medianas de largura dos pirénios de Laguna
ficaram abaixo da média geral, enquanto todos de Palmares do Sul ficaram acima. Laguna 13 também
apresentou as menores larguras, sendo um pirénio menor que os demais em ambas as dimensdes. A
amplitude foi bastante variavel entre plantas, como pode ser observado pelos diferentes formatos dos
violinos. De modo geral, maior amplitude na largura foi encontrada dentro dos butiazeiros de Palmares
do Sul (Figura 5G).

Como o formato do pirénio relaciona-se a relacdo entre as dimensées comprimento e largura, a
razdo entre estas grandezas foi calculada (Figura 5H). Valores préximos a 1 indicam formato mais
circular, enquanto valores superiores indicam alongamento da forma. Os pirénios da espécie B. odorata
obtiveram valores mais proximos de um que os de B. catarinensis. Em todos os locais a mediana se
mostrou muito proxima da média. A menor amplitude interquartil foi encontrada para Arambaré, porém
algumas plantas foram consideradas outliers. Laguna apresentou a maior amplitude (Figura 5H). Ao
avaliar a variabilidade dentro de cada individuo, observou-se que todos os butiazeiros de Laguna e
Osoério tiveram média e mediana acima da média geral (1,4), mas Laguna apresentou maiores amplitudes
que os butiazeiros de outros locais (Figura 51). Alguns pirénios de todos os individuos de Laguna tiveram
a razdo igual ou superior a 2, a excecdo de Laguna 13, que se mostrou mais arredondado, similar a
Osério 02. As menores médias e medianas foram obtidas pelos pirénios dos butiazeiros de Arambaré
(Figura 51).

O perimetro dos pirénios foi estimado matematicamente. A média geral foi de 44mm. Laguna
apresentou a menor media numérica (39mm) e Palmares do Sul a maior (50mm) (Figura 6A). No
entanto, as medianas de Laguna e Arambaré tiveram valor similar, da mesma forma que as medianas
de Osorio e Palmares do Sul. A distribuicdo dos dados de Laguna mostrou-se assimétrica negativa. A
dispersdo foi similar entre Laguna, Osorio e Palmares do Sul, contudo os valores superiores de Palmares
do Sul alcangaram 67mm de perimetro e Laguna alcancou 56mm. Ao analisar o perimetro dos pirénios
em cada progénie, observa- se maior dispersao em individuos de Laguna e Palmares do Sul (Figura 6B).
Como esperado, Laguna 13 apresentou a menor dispersao e menor perimetro médio de pirénio entre
todas as plantas analisadas. Palmares N6 apresentou a maior média e mediana, contudo, também uma
grande dispersao com assimetria positiva.



19

>
o

~
[=]

(o2}
o

E—so Em

g® £ <0 h ‘* \ |
‘Eso _Eso | A o A V I [ % Q [
& 20 [-mmmmmmmmmnnn T §4°<>¢YV%;QV Qo\} 8 6 :YHV

=

o
w
o

Perim

20

o

Arambare Laguna Osorio Palmares

(o]
o

I
)

w
w
.
(mi
w
n

——

; ‘4
— i |
- ——
e —— S =

=

——

N
—

1,5

Distdncia centro ao dpice (mm)

A ‘ (W
l/

RO AR

o
tn

Vi)

W

Distdncia do centro ao apice do Pi
-

(=]

Arambare Laguna Osorio Palmares

Arabaré SN =
PalmaresSN ~ =— -
Laguna01 &=
Arabaré 02 =
Osério 02 &=
Arabaré 06 —
Palmares 06 =
Palmares N6 —
Arabaré 08 = =
Arabaré09
Arabaré 14 e
Osério 14 £
Arabaré 15 T
Osodrio 15 =
Osério17 S——
Arabaré19 E——=
Laguna 05
Laguna 06 E
laguna09 S— =
Laguna 12 =
Laguna 13 C)j

Figura 6. Perimetro (mm) (A, B) e Distancia do centro ao apice (mm) (C, D) dos pirénios das espécies
Butia odorata (Arambaré e Palmares do Sul) e Butia catarinensis (Laguna e Osério). (A, C) boxplot da
média dos butiazais dos locais de coleta (n= 4 a 8 butiazeiros); (B, D) Gréfico de violino dos pirénios de
cada butiazeiro (amostra= 21 a 50 pirénios). A linha pontilhada indica a média geral do perimetro dos
pirénios. Letras e nimeros que seguem o nome do local identificam a planta.

A distancia do centro ao apice dos pirénios foi similar entre os locais de coleta, apresentando
média geral de 0,98mm. As médias variaram de 0,81 em Arambaré a 1,09 em Osério. A distribuicao
dos dados em todos os locais apresentou uma leve assimetria positiva. A avaliagdo da distribuicdo das
caracteristicas em cada progénie demonstrou comportamentos bastante diferenciados entre os
butiazeiros (Figura 6C e 6D).
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5.3 Correlagdo das variaveis

A andlise de correlacdo entre as caracteristicas avaliadas é apresentada na Figura 7. Das
variaveis biométricas medidas, foi criado um correlograma apenas considerando a &rea de pirénios, pois
ja se verificou anteriormente que ha uma alta correlacdo positiva (proxima de 1,0) entre area, perimetro,
comprimento e largura de frutos/pirénios. O correlograma apresentou correlagdo positiva de 0,43 entre
area do pirénio e predacgdo, possivelmente apontando que butiazeiros que produzem pirénios maiores
podem ser mais atrativos para o besouro, e de 0,32 entre area do pirénio e nimero de passagens,
sugerindo pirénios maiores serem mais duros/resistentes que pequenos, mas ndo houve correlacdo entre
namero de passagens e percentual de predacdo. O nimero de pirénios necessarios para completar 30 g e
a area destes tiveram correlacdo negativade 0,61, o que era esperado pelo fato de que quanto mais pirénios
sdo necessarios para alcancar o peso menor/mais leves estes seriam. O ndmero de pirénios também
apresentou correlacdo de 0,38 com o nimero de passagens, apontando que pirénios maiores/mais pesados
podem ser mais resistentes. O conteldo de 6leo apresentou correlagdo negativa com percentual de
predacdo (0,42), o que significa que a predagdo pode ter levado ao consumo de massa das améndoas. A
andlise também mostrou relacdo negativa do contetido de 6leo com o numero de passagens (0,34) e com
a area individual dos pirénios (0,25).

w
O
T
(]
© w
@ C
x g
©
*
Passagens | .0.03 ©
o
o
Area | 043 0.32 o
<

Oleoar  ©0.41 033  -0.24

Oleo100 | 042 034 025

. Oleoar
Oleo100

Coquinhos | -0.11 | 0.38 . 014 0.5

| — |
-1 -08-06-04-02 0 02040608 1

Figura 7. Correlograma das caracteristicas avaliadas em pirénios de butia das espécies Butia odorata
e Butia catarinensis de todos os locais de coleta. Coquinhos = Nimero de pirénios em 30 g.

5.4 Analises in silico e filogenias

Para os genes LEC2, ABI3 e FUSCA3 foram realizadas comparagdes entre sequéncias de
diversas espécies, porém ndo foi obtida informagéo em Cocos nucifera ou outra Arecaceae. Devido a
maior dificuldade de alinhamento, optou-se por concentrar esforgos nos genes WRI1 e LEC1, em que
sequéncias estavam disponiveis.

As arvores filogenéticas (Figura 8) produzidas demonstram que as sequéncias de WRI1 e LEC1
ndo diferenciam muito entre espécies, ndo formando clusters separados entre mono e dicotileddneas,
sugerindo que os primers obtidos delas teriam boa chance de serem efetivos na ampliagéo dos genes nas
espécies de Butia, considerando a baixa varia¢do nucleotidica mesmo entre espécies mais distantes.



21

A WRINKLED1 B LEAFY COTYLEDON 1

Cocos nucifera whole genome shotgum sequence

— Elaeis guineensis 68

92

. Arabi is thalian
35 Musa acuminata 53 abidopsis thaliana
Glycine max Jatropha curcas
Cocos nucifera L Elaeis guineensis

. . , —— Cocos nucifera Pal ics Hub
Arabidopsis thaliana f aim comparomics Au

0,20 020
Figura 8: Arvores filogenéticas de sequéncias de WRINKLED1 (A) e LEAFY COTYLEDON 1 (B)

Foi possivel analisar e diferenciar éxons e introns da sequéncia de WRI1 (Figura 9) de Cocos
nucifera sendo identificados sete éxons e seis introns, usados como base para desenhar 0s seus primers.
O mesmo ndo foi possivel para LEC1 por falta de informagdo do mDNA de LEC1 nos bancos de dados
utilizados, neste caso o alinhamento foi feito manualmente entre uma érea de alta verossimilhanga. Os
primers desenhados estdo apresentados na Tabela 1.

F1 F2 F3 F4

\ \ / N\

COCNU_HTOOIROOI_04 S—
5

L L L 1 I L
Obp 500bp 1000bp 1500bp 2000bp 2500bp

Legenda

Exon  — Intron

Figura 9: Esquema representativo do gene WRINKLED 1. Em amarelo as regides codificantes. As
setas indicam a posigdo dos primers forward desenhados, visando cobrir o méximo possivel alguns
éxons e introns.
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Tabela 1: Primers desenhados a partir de sequéncias de Cocos nucifera para amplificacdo de segmentos
de WRINKLED 1 e LEAFY COTYLEDON 1.

Prime ID Sequéncia 5°-3’

WRI1-1F TCCTCCATCTACTCCCCTCC
WRI1-1R TAAGGGCAGCCAAGTCATGA
WRI1-2F AGCCTTTAATGATGAGTTGGACG
WRI1-2R AGATGTACTTGCAGCCAAAGTC
WRI1-3F GAGGCCAGGCTTGGCAA
WRI1-3R CCCTTTATATTCTAAAGCAGCTAAATC
WRI1-4F CAACTCAAGAGGAGGCTGC
WRI1-4R TGCCAGCATACCCCATTACA
LEC1-1F CACGAAACTATGGTGGCTC
LECI1-1R TTACTGCTTGTAGGGAGCATAGG

5.5 Marcadores para genes

Na analise de gradiente dos primers desenhados foi possivel estabelecer uma Unica temperatura
de 59°C como adequada para o pareamento de todos os pares de primers desenhados durante as PCRs,
a excecdo do conjunto de primers para o primeiro fragmento de 1000 pb, cuja amplificacdo néo foi
possivel (Figura 10). Em alguns butiazais houve menor sucesso na amplificacdo dos fragmentos, por
exemplo, quando utilizados os primers de WRI1-3, seis dos dez individuos de Laguna ndo amplificaram,
enquanto em Arambaré um de seis ndo amplificou, dois de dez de Palmares do Sul ndo amplificaram e
todos de Os6rio amplificaram (Figura 11). Utilizando os primers de LEC1, apenas dois de dez individuos
de Laguna amplificaram, dois de dez individuos de Palmares do Sul ndo amplificaram, apenas um de
dez de Oso6rio ndo amplificou e dois de sete de Arambaré ndo amplificaram. A falta de amplificagdo em
alguns individuos pode dever-se a existéncia de mutacfes na regido de pareamento dos primers, que
precisa ainda ser confirmada, ou simplesmente devido a irregularidades na concentracdo de DNA
utilizado como amostra (Figura 11). Nesse caso, esses primers podem ser usados como marcadores
genéticos. Os fragmentos amplificados foram encaminhados para sequenciamento. O sequenciamento
permitira confirmar a identidade da sequéncia amplificada e comparar as sequéncias dos diferentes
butiazeiros identificando se ha existéncia de diferencas nucleotidicas.
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Figura 10: Amplificacdo de fragmentos de sequéncias putativas dos genes WRK1 e LEC1 de Butia
catarinensis em gradiente de temperatura, a partir de primers desenhados usando sequéncias de Cocos
nucifera.
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Figura 11: Amplificacdo de fragmentos de sequéncias putativas dos genes WRK1 e LEC1 em geno6tipos
de Butia catarinensis e B. odorata, a partir de primers desenhados usando sequéncias de Cocos nucifera.
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6. Discussdo

A ampliacdo do conhecimento basico sobre espécies Cinderellas, como o Butia odorata € 0
Butia catarinensis, gera a perspectiva de incremento de uso com aumento de renda e consequentemente
maior preservacdo destas. O 6leo produzido por pirénios de butias pode ser uma alternativa como fonte
de energia verde (Vieira et al. 2016), auxiliando a reduzir o custo da matéria-prima para producédo de
biodiesel. Os trabalhos de quantificacdo de éleo de sementes de butid presentes na literatura, até o
momento, ndo trazem informagao sobre a variabilidade desta caracteristica entre butiazais (Faria et al.
2008; Vieira et al. 2016; Gallon et al. 2023), informacéo essencial para permitir futura selecdo de
genotipos.

A composicao de sementes depende de fatores ambientais e genéticos e da interacéo destes (Ceh
et al. 2020). Diferentes gendtipos comumente produzem diferente contetdo de 6leo e perfil de acidos
graxos, como observado em Cocos nucifera (Laureles et al. 2002). Da mesma forma, o0 ambiente pode
causar variagdes grandes na composicao de dleo de sementes (Bellaloui et al. 2013; Liu et al. 2022), por
exemplo, Rotundo e Westgate (2009) relataram diferenga de 23% entre valores maximos e minimos de
6leo em soja em meta analise. No presente trabalho foram avaliados butiazeiros de quatro butiazais, dois
da espécie Butia odorata (Palmares do Sul e Arambaré) e dois da espécie Butia catarinensis (Laguna e
Osorio). Devido ao longo periodo necessario para crescimento e inicio da fase reprodutiva da espécie, a
analise das espécies em um mesmo ambiente ndo foi factivel ao corrente trabalho. Assim, ndo foi
possivel avaliar adequadamente os efeitos da interagdo espécie - ambiente sobre a produgdo de d6leo no
presente estudo.

O contetdo de 6leo nos pirénios na média geral dos locais de coleta foi de 23%. Em outros
trabalhos, considerando apenas as sementes sem 0s endocarpos, de B. capitata obtidas em Pelotas (RS),
houve um rendimento de 52% de 6leo (Vieira et al. 2016), e de 57,8% em sementes obtidas em Minas
Gerais (Faria et al. 2008), enquanto em sementes de B. odorata, obtidas de empresa em Santa Maria
(RS) que utiliza 0 mesocarpo, o rendimento foi de 40% (Gallon et al. 2023), ambos usando o método de
Soxhlet para extracdo. No presente estudo optou-se pelo uso do pirénio, buscando a redugdo do nimero
de etapas de processamento em caso de futuro uso industrial, pois a separacdo do endocarpo das
améndoas (sementes) é complexa para grandes volumes. Era esperado, portanto, que os valores
percentuais de contetdo de 6leo obtidos desta forma fossem menores do que aqueles obtidos da extracdo
direta da semente, uma vez que o endocarpo de frutos costuma ter teores menores de 6leo que as
sementes, sendo constituido principalmente de holocelulose (Melo 2015).

Em Laguna, um butiazeiro alcangou contetdo de 40% de 6leo nos pirénios, mas houve grande
variacdo deste parametro entre butiazeiros deste local (Figura 3). De modo geral, observou-se uma leve
tendéncia de maior conteido de 6leo na espécie Butia catarinensis, principalmente devido a baixos teores
em butiazeiros de Palmares do Sul (Butia odorata), onde ocorreu a maior taxa de predagéo de pirénios.
A variabilidade observada para os caracteres analisados entre locais de coleta (populagdes) nao foi
superior & variabilidade encontrada dentro dos butiazais. Esse comportamento, em termos de variagdo
genética, j& foi anteriormente observado no género Butia (Buttow et al. 2010).

Os baixos teores de 6leo e elevado percentual de predacdo encontrados em butiazeiros em
Palmares do Sul sugerem que o consumo da semente pela larva de besouro causa uma perda na biomassa
da semente e assim diminui o teor de dleo do pirénio. Avaliacdo de predacdo em pirénios de B. odorata
identificou que insetos (Revena plaumanni, Pachymerus bredwelli) podiam ocupar, eventualmente, todo
espaco da semente (Tonietto and Schlindwein 2016; Tonietto et al. 2021). Encontrou-se uma correlacao
negativa de 42% entre esses fatores (Figura 20). Interessantemente, parece haver uma relacdo de
tamanho de pirénio com a porcentagem de predacdo, tendo sido encontrada correlacao positiva de 43%.
Butiazeiros de Palmares do Sul apresentaram as maiores areas de pirénios, o individuo com menor
tamanho médio de area em Palmares do Sul € maior entre 0s menores de todos os locais de coleta.
Investigar o fator de atratividade pode ser importante para entender a sua significancia ecolégica.
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Os pirénios de butiazeiros da espécie B. catarinensis tendem a apresentar uma razdo
comprimento/largura maior que os da espécie B. odorata, o que lhes confere um formato mais alongado
em vez de arredondado, 0 que nem sempre ocorre, no entanto, conforme (Matos 2022). Varia¢des nas
dimensBes comprimento e largura, bem como na distancia do centro ao apice do pirénio dentro da mesma
planta foram observadas. Essas diferencas dentro da planta podem dever-se a variacbes do ambiente
durante o desenvolvimento dos frutos ou mesmo a posic¢ao destes. A maturacdo dos frutos de
B. odorata segue uma ordem, iniciando primeiro a maturacdo dos frutos em posi¢fes mais distais das
raquilas e raguis (Rosa et al. 1998). Em diversas espécies os frutos maiores sdo aqueles que iniciam e
finalizam primeiro o seu desenvolvimento (Haverroth et al. 2021). Ndo se encontrou referéncia na
literatura da correlacdo entre tamanho do fruto como um todo e do pirénio.

Considerando o uso industrial dos pirénios, a facilidade de moagem dos mesmos é um fator
importante, pois representa gasto energético e duragdo do procedimento. O nimero de passagens pelo
moedor para total moagem apresentou grande amplitude, mas novamente os pirénios dos butiazeiros de
Laguna apresentaram maior adequacéo. E possivel que pirénios mais resistentes possuam diferencas
quimicas (deposicdes de lignina, holocelulose) ou fisicas (espessura) diversas dos demais. A dureza do
endocarpo das frutas é controlada geneticamente, e genes envolvidos tém sido identificados em péssego
(Qui et al. 2022). O numero de passagens apresentou correlacdo negativa de 34% com o teor de 6leo.

A variagdo na amplificacdo de fragmentos dos genes WRI1 e LEC1 pode dever-se a um possivel
polimorfismo nos genes no local de pareamento dos primers em individuos do mesmo local de coleta,
ou também pode ser devida a qualidade e quantidade do DNA de algumas amostras. 1sso ainda precisara
ser otimizado. Tratando-se de genes envolvidos na regulacéo da sintese de lipideos, esse polimorfismo
pode estar relacionado com a variagéo no teor de 6leo entre cada individuo da mesma populagéo (local
de coleta). Assim, esses primers poderiam ser utilizados como marcadores geneticos para selecéo.
Mesmo se monomorficos em gel, o sequenciamento podera permitir a identificacdo de variacOes
nucleotidicas e seu uso como marcadores (Nazareno and Reis 2011), bem como o desenvolvimento de
marcadores SNP. Esses marcadores poderdo ser utilizados para analisar a variabilidade de outras
populagdes, e caso haja associagdo com o cardter, auxiliar na escolha de genétipos mais adequados para
producdo de 6leo. Esse estudo, no entanto, estd aquém do alcance possivel ainda. Provavelmente,
andlises feitas por sequenciamento em larga escala de regiGes gendmicas préximas ou que englobem
estes genes dardo subsidios para mapeamento associativo em futuros estudos pretendidos pelo grupo de
pesquisa em que este trabalho se insere.

A alta variabilidade em tamanho/peso e teor de 6leo aponta para existéncia de variagdo genética
para o carater entre e dentro das populac@es, havendo a possibilidade de se encontrar gendtipos com
maior potencial para o0 uso na producdo de 6leo. A identificagdo e selecdo destes gendtipos pode ser
usada para triagem da producéo dos butiazeiros para melhor uso dos pirénios em butiazais consolidados.
Pirénios oriundos de butiazeiros com baixo teor de 6leo poderiam ser segregados para producgdo de
biocombustiveis a partir de pirélise (Mumbach et al. 2022), tecnologia robusta que por processo de
conversdo térmica decompde biomassa lignoceluldsica em biocombustiveis de valor agregado.
Marcadores genéticos também podem permitir a escolha de individuos como planta-matriz e a rapida
avaliagdo da progénie para formagao de futuros butiazais com maior potencial produtivo, aumentando
o interesse pelo cultivo deste género. Mesmo se os polimorfismos ndo estiverem associados ao carater
producdo de 6leo, podem ser Uteis em estudos genéticos e ecoldgicos. A disponibilidade de marcadores
genéticos para 0 género Butia é insipiente (Buttow et al. 2010; Gaiero et al. 2011; Nazareno and Reis
2011), e considerando a continua fragmentagdo das popula¢des de Butia, é iminente a necessidade de
métodos de caracteriza¢do genéticos mais robustos para conservacao da diversidade (Cidén et al. 2023).
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7. Consideracoes finais

O género Butia tem muito a oferecer tanto em rela¢do ao ecossistema em que esta inserido
guanto economicamente. Este estudo demonstra que ha variabilidade entre e dentro dos butiazais das
espécies Butia odorata e B. catarinensis quanto a producao de 6leo, a atragdo de predadores, a resisténcia
do endocarpo e as caracteristicas biométricas dos pirénios. Ha, portanto, grande quantidade de
diversidade genética a ser identificada e explorada em estudos sobre diversidade. Sendo possivel
selecionar individuos com aptiddo a producdo de 6leo, além de outros possiveis usos para o subutilizado
pirénio e para a planta como um todo.

A resisténcia do endocarpo gera aumento no nimero de passagens necessarias pelo moinho, que
apresentou correlagdo negativa com o teor de 6leo, indicando que maior dureza do endocarpo, além de
prejudicar o processamento, também afetando o rendimento de 6leo. O conteido de 6leo apresentou
correlagdo negativa com percentual de predacdo, o que sugere que a predacéo pode levar ao consumo
da massa das améndoas. Ainda, segundo a analise de correlagdo, pirénios menores rendem mais 6leo.

E possivel clonar genes e desenvolver marcadores genéticos para o género Butia a partir das
sequéncias conhecidas de outras palmeiras, como Cocos nucifera. Este desenvolvimento de marcadores
genéticos é essencial para o estabelecimento de estratégias para a manutengdo da diversidade genética
do género. Foi possivel amplificar sequéncias homdlogas aos genes WRINKLED 1 e LEAFY
COTYLEDON 1, reguladores da sintese de 6leo em plantas, a partir das quais sera possivel desenvolver
marcadores moleculares.

A importancia da preservacao da biodiversidade e dos ecossistemas/habitats em declinio é um
topico que tem crescido em importancia com a maior ocorréncia dos fendmenos climaticos extremos e
aumento das flutuagdes gerais de temperatura. Este trabalho amplia as informag6es sobre variabilidade
no género Butia e busca mobilizar em favor de novos usos dos produtos deste género, agregando valor
econdmico para protecdo destas espécies nativas.
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Apéndice
1. Coordenadas geograficas dos individuos de Butia sp amostrados no estudo.

Individuo Coordenadas
Laguna 01 -28.504809, -48.75847
Laguna 05 -28.50559, -48.75873
Laguna 06 -28.50593, -48.75891
Laguna 09 -28.50594, -48.75811
Laguna 12 -28.50604, -48.75709
Laguna 13 -28.50665, -48.75623
Arambaré SN -30.88091, -51.4865
Arambaré 02 -30.88802, -51.48752
Arambaré 08 -30.89903, -51.48706
Arambaré 09 -30.89858, -51.48663
Arambaré 14 -30.89751, -51.48568
Arambaré 19 -30.90318, -51.49045
Oso6rio 02 -29.90553, -50.24755
Osorio 14 -29.90381, -50.24626
Osorio 15 -29.9037, -50.24658
Oso6rio 17 -29.77633, -50.1607
Palmares SN -30.28314167, -50.48172333
Palmares 06 -30.28528167, -50.47844333
Palmares NO6 -30.28412167, -50.48149000

2. Codigo de R utilizado para producéo de imagens
#ANALISE DA BIOMETRIA DE FRUTOS

dados

attach(dados)

names(dados)
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boxplot(Area ~ Progenie)
hist(Area)
require(ggplot2)
require(dplyr)
require(tidyverse)
?fct_inorder
(grafico = ggplot(data = dados, aes(y=, x= fct_inorder(Progenie))) +
geom_violin(linewidth = 0.5) +
geom_boxplot(aes(color = Populacao), width=0.2, outlier.size = 0.8, outlier.alpha = 0.6, show.legend = FALSE) +

scale_x_discrete(labels=c("Arambarel4" = "ARA14", "Arambarel5" = "ARA15", "Arambare19" =
"ARA19","Arambare2" = "ARAQ02", "Arambare6" = "ARAO06", "Arambare8" = "ARA08","Arambare9" = "ARA09",
"SN" ="ARASN", "Lagunal" = "LAG1","Osorio14" = "0S0O14", "Osoriol5" = "OSO15", "Osoriol7" = "OSO17",
"Osorio2" = "0S002","Osorio6" = "0S006", "Palmares6" = "PAL06", "PalmaresNovo" = "PALNO"))+

theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, size =6, hjust = 1))+ stat_summary(fun = mean, geom = "point", shape
=8, size = 0.5, color = "gray60") + labs(y=bquote("Perimetro coquinho" (mm”2)), x="Progénie") +
geom_hline(aes(yintercept = mean(Perimetro)),linetype = "dashed",color = "gray60", linewidth =
0.4)+scale_y_continuous(limits = ¢(0,100), breaks = seq(0,100,10))+ theme_light() )+ annotate("text", x=1, y=155,
label = "ghi")

grafico

#EXPORTAR O GRAFICO EM ALTA RESOLUCAO
jpeg('C:/temp/Documents/Universidade/R/figs/Distancia.jpeg’, units="in", width=10, height=6, res=600)
grafico

dev.off()

#MEDIAS POR PROGENIE

dados

media = tapply(dados$Area, dados$Progenie, mean)
media

#CORRELOGRAMA

attach(correlacao )

M = cor(correlacao_)

library(corrplot)

dev.new()

(corrplot(M, method = ‘circle’))

(corrplot(M, method = 'number’))

testRes = cor.mtest(M, conf.level = 0.95)

corrplot(M, method = "circle’, type = 'lower’, insig="blank’,

addCoef.col ='black’, number.cex = 0.8, order = 'AOE', diag=FALSE)



