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J4

“O homem ¢ ao mesmo tempo criatura ¢ criador do
meio ambiente, que Ihe da sustento fisico e lhe oferece
a oportunidade de desenvolver-se intelectual, moral,
social e espiritualmente. A longa e dificil evolucédo da
raca humana no planeta levou-a a um estagio em que,
com o rapido progresso da ciéncia e da tecnologia,
conquistou o poder de transformar de inumeras
maneiras e em escala sem precedentes 0 meio
ambiente. Natural ou criado pelo homem, é o meio
ambiente essencial para 0 bem estar e para gozo dos
direitos fundamentais, até mesmo o direito a propria
vida.”

(Declaragéo de Estocolmo sobre o Ambiente Humano,
1972)
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RESUMO

A palmeira de oOleo Africana ou Dendé (Elaeis guineensis) € a principal cultura
produtora de 6leos vegetais no mundo. O rendimento maximo da extracdo de 6leo em seus
cultivares depende da polinizacdo efetiva pelos insetos. O composto organico volatil metil-
chavicol (MeC) desempenha um papel fundamental na atracdo dos insetos polinizadores as
flores femininas e masculinas na espécie Africana. O maior obstaculo para o desenvolvimento
da inddstria de 6leo de palma na América Latina esté relacionado a uma doenga, denominada
de Amarelecimento fatal (AF), cujo agente etioldgico é desconhecido. A espécie de palma
Americana ou Caiaué (Elaeis oleifera), endémica das Américas Central e do Sul, é uma
variedade do dendezeiro que apresenta resisténcia ao AF, assim como os hibridos
interespecificos que resultam dos cruzamentos entre Oleifera e Guineenses (O x G).
Entretanto, as plantas hibridas O x G apresentam uma baixa taxa de polinizacdo. Esta
condicdo impde a necessidade de polinizacdo manual assistida 0 que ocasiona 0 aumento nos
custos de producgéo (mé&o de obra) nestes palmares. Em parte, esta baixa taxa de polinizagdo
pode ser explicada pela auséncia de biossintese do MeC na espécie E. oleifera, ocasionando
niveis significativamente baixos do composto MeC nos hibridos O x G. O objetivo deste
estudo foi investigar os mecanismos moleculares que distinguem as espécies Africana e
Americana quanto a biossintese do MeC. Através da analise comparativa em bases de dados
disponiveis na internet (MPOB e NCBI) foi identificado no genoma da espécie Africana, um
conjunto de genes que codificam enzimas que poderiam catalisar a biossintese do MeC em
duas etapas distintas e relacionadas a partir do substrato acetato p-cumaril. As analises de
alinhamento das sequéncias génicas mostraram que 0s genes chavicol O-metiltransferase
(COMT2 e COMT4) da palma Americana apresentam mutagdes do tipo frame-shift nas
sequéncias que podem impedir a producdo de enzimas da via biossintética do MeC. Neste
contexto, sugere-se que a espécie Americana perdeu a capacidade de sintetizar o composto
MeC, devido a ocorréncia de pressfes seletivas negativas desconhecidas ao longo do tempo.
Para validar os resultados das analises in silico, foram sequenciados fragmentos de 900 e 465
pares de base (pb) do gene COMT2 e COMT4 que pudessem confirmar a variagdo natural
presente entre as duas espécies de dendezeiro. O sequenciamento destes fragmentos na
espécie E. oleifera demonstrou ndo ser valida a hipotese de que a ocorréncia de mutacGes
estaria associada a alteracBes na biossintese do MeC. Dessa maneira, os resultados obtidos

sugerem a ocorréncia de outros fatores responsaveis pela diferenca de producéo do MeC entre



as espécies de dendé. Este estudo estabelece uma base experimental para futuras investigacdes
referentes aos desafios na compreensdo dos fatores relacionados a producdo diferenciada
deste volétil atraente de polinizadores em E. guineensis.

Palavras-chave: gene, metil-chavicol, polinizador, sequenciamento de DNA, 6leo de palma



ABSTRACT

African oil palm, Elaeis guineensis is the major oil producing crop in the world. The
realization of the maximal yield potential of existing cultivars depends on effective
pollination by the insects. It is believed that the organic volatile molecule methyl chavicol
(MeC) plays a central role in guiding the pollinating insects towards female and male flowers
of the African oil palm species. The obstacle for the oil palm industry development in Latin
America is a disease fatal yellowing, whose etiologic agent is unknown. The American oil
palm, Elaeis oleifera that is a wild palm endemic to Central and North of the South America
is resistant for fatal yellowing, as well as the interspecific oil palm hybrids known as OxG
hybrids. The shortcoming of the OXG palms is low fertility however, it needs the
implementation of the manual assisted pollination, increasing the labor intensity of the crop.
In part, low fertility can be explained by the fact that E. oleifera does not synthesize MeC,
whereas OXG have significantly lower MeC production. Thus, the goal of this research project
was to investigate the molecular mechanisms that distinguish African and American oil palm
species in regard of MeC biosynthetic ability. Using similarity searches in (MPOB and NCBI)
we identified in the African oil palm genome a set of candidate genes that encode enzymes
that could catalyze the two-step biosynthesis of MeC starting from p-coumayl acetate.
Sequence alignment analysis showed that the orthologous genes chavicol O-methyltransferase
(COMT2 and COMT4) in American oil palm carry frame-shift causing mutations that prevent
enzyme production. In that scenario, the American oil palm species lost the ability to
synthesize MeC due to as such unknown negative selective pressure in a wild. To validate the
results from in silico analyzes were sequenced fragments of 900 and 465 base pairs (bp) of the
COMT2 and COMT4 gene which could confirm this natural variation between the two
species. Sequencing of these fragments in E. oleifera demonstrated isn’t true the hypothesis
that the occurrence of mutations would be associated with alterations in the biosynthesis of
the MeC. Thus, the molecular analysis obtained suggest the occurrence of other factors
responsible for MeC's production of difference between the species of palm. This study
establishes an experimental basis for future research related to challenges in understanding the
factors related to the differentiated production of volatile attractive to pollinators in E.

guineensis.

Key-words: gene, pollinators, methyl chavicol, DNA sequencing, oil palm



1. INTRODUCAO

O 6leo de palma é considerado a cultura oleaginosa mais produtiva no mundo (Singh
et al. 2013), e vem impulsionando a atencdo do governo e instituigdes de pesquisa devido a
crescente demanda por Gleos vegetais para a industria alimenticia, cosmética e na producao
de combustiveis (Becker, 2010; Homma et al. 2000; Veiga e Furia, 2000).

O género Elaeis (tribo Cocoeae), familia das Arecaceae (Dransfield et al. 2008) é
uma das mais antigas familias datadas no periodo Cretaceo (Purseglove 1972 in Singh et al.
2013). O género consiste em duas espécies, Elaeis guineensis Jacq. e Elaeis oleifera (Kunth)
Cortés, (Zeven 1965 in Singh et al. 2013).

A palmeira Africana ou Dendé (E. guineensis) é encontrada no Sul da Africa e
representa uma das mais importantes fontes de Oleos vegetais no mundo (Barcelos et al.
2002). A espécie Americana ou Caiaué (E. oleifera) é distribuida na América Central e
Ameérica do Sul e vem sendo considerada como recurso genético promissor para programas
de melhoramento devido a resisténcia de algumas anomalias na América Latina. Nos
ultimos anos, hibridos interespecificos (OxG), obtidos do cruzamento entre a palma
Americana e a palma Africana, vém aumentando substancialmente na América Latina por
causa de sua aparente resisténcia a doencas (Torres et al. 2010).

O obstaculo para o desenvolvimento do cultivo do dendezeiro na América Latina
esta relacionado a uma patologia devastadora, denominada de Amarelecimento Fatal (AF).
Tal anomalia vem dizimando os plantios de dendé, forcando produtores e melhoristas a
buscarem fontes de resisténcia nas espécies Americanas que sdo resistentes ao AF, assim
como os hibridos interespecificos.

As interacBes entre polinizadores e o dendé sdo necessarias para uma elevada
producdo de frutos, consequentemente, para a producdo de 6leo. Numerosas espécies de
insetos estdo envolvidas na polinizacgdo do dendezeiro, mas 0s principais agentes
polinizadores sdo besouros (Coleoptera, Curculionidae), entre os quais se destaca o
Elaeidobius kamerunicus, conhecidos popularmente por gorgulhos (Lajis et al. 1985).

O principal composto organico volatil (COV), presente nas flores de dendé foi
identificado como I-metoxi-4 (2-propenil) benzeno, também conhecido como metil-chavicol
(MeC), desempenha um papel fundamental na atracdo de polinizadores, principalmente, os

gorgulhos. Todavia, os hibridos OxG apresentam deficiéncia com a baixa polinizacao,



resultando a necessidade de polinizacdo manual assistida (Corley e Tinker, 2008). A baixa
polinizacdo nos hibridos pode ser explicado, devido as inflorescéncias de E. oleifera, ndo
apresentar liberacdo de MeC suficiente para atragdo de insetos polinizadores. O
conhecimento e o avanco nos estudos de biologia molecular em compreender a biossintese

de MeC nas espécies de palma serd um desafio para estudos futuros.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos moleculares que distinguem as espécies Africana e

Americana quanto a biossintese de metil-chavicol.

1.1.2 Objetivos especificos
e Efetuar andlises de bioinformatica do genoma do dendezeiro para identificar
genes ortdlogos envolvidos na biossintese de metil-chavicol.

e Realizar sequenciamento de novo dos genes envolvidos na biossintese do

metil-chavicol.



1.2 PROBLEMA E HIPOTESE

1.2.1 Problemas: Questdes bioldgicas

A eficiéncia na polinizagdo da palmeira Africana (E. guineensis) depende de uma co-
evolucdo entre planta e inseto polinizador, como o Elaeidobius kamerunicus (Corley e
Tinker 2008). Acredita-se que o metil-chavicol (MeC) é o principal composto volatil,
emitido das flores masculinas e femininas da palma Africana, responsaveis por atrair
espécies de gorgulhos (Lajis et al. 1985; Hussein et al. 1989). Todavia, a palma Americana
(E. oleifera), ndo emite quantidade significativa de MeC para atracdo de insetos
polinizadores (Gomes, 2011). Deste modo, quais seriam as mudancas evolutivas no genoma
das palmeiras, que poderiam esclarecer a divergéncia natural na capacidade de ambas as
espécies sintetizarem o MeC?

Os hibridos interespecificos (OxG), provenientes do cruzamento de ambos o0s
progenitores ndao produzem o MeC nos niveis que caracterizam E. guineensis (pisifera)
(Gomes, 2011). Contudo, sé@o menos atraentes para os gorgulhos (Tan, 1985). Desse modo, a
deficiéncia na sintese de MeC na espécie Americana, apresenta-se como semi-dominante
nos hibridos.

As analises de padrBes biogeograficos presentes nas palmeiras, da tribo Cocoeae,
género Elaeis spp., sugere que a tribo é de origem Gondwana vicariance, e sua
diversificacdo, pode ter coincidido com o rompimento continental a milhares de anos (Hahn,
2002). Estudos palinoldgicos, registraram um fdssil de pélen no periodo Mioceno e nas
camadas do delta no Nilo semelhante ao pélen de E. guineensis (Zeven, 1964).

Zeven (1964), sugeriu que Elaeis spp., teve origem na Africa e estendeu-se para a
América do Sul, quando os continentes foram unidos. Ambas as ideias da Africa e da
América do Sul sdo consistentes uma vez que as primeiras espécies de Elaeis sofreram
especiacdo geografica com o rompimento de Gondwana, ha cerca de 60 milhdes de anos
atras (Zeven, 1964; Hahn, 2002). E interessante especular que o ancestral de Elaeis em
Gondwana (Elaeis gondwaneae), utilizava o MeC como atrativo de insetos polinizadores,

esta consideracdo é relevante para as questdes bioldgias abordadas neste estudo. Se E.



gondwaneae sintetizava MeC e dependia de gorgulhos para a polinizacdo, contudo, as
espécies Americanas perderam essa caractetistica de atrair insetos polinizadores.

A co-evolucao entre planta e polinizador é pensado como uma interacdo
ecologica/benéfica, que constituem um dos principais fatores da mudanca evolutiva
(Armbruster, 2014). Na América do Sul, como poderia haver alguma selecao ecoldgica que
substituiria os beneficios da dependéncia da polinizagdo pelos gorgulhos? Uma alternativa
seria que E. gondwaneae ndo produzia o composto MeC como atrativos de polinizadores
(caracteristica dominante na espécie Africana), assim, quais seriam as alteracdes

moleculares na evolucédo desda espécie?

1.2.2 HipoOteses

Nesta secdo, serdo abordados exemplos relevantes de outros grupos taxondmicos de

plantas nas causas moleculares para a varia¢ao natural.

1.2.2.1 Fatores de regulacéo

As flores Clarkia breweri emitem uma mistura de compostos volateis, como linalol,
enguanto que outra espécie estreitamente relacionada, como a C. Concinna ndo emite esse
composto. Notavelmente, os genomas de ambas as espécies contém um gene para a sintese
de linalol, mas o gene € altamente expresso em flores de C. breweri, 0o que ndo se verifica
em C. concinna.

A emissdo de linalol a partir de flores de C. breweri (incluindo outros compostos de
aroma, como eugenol e isoeugenol, ndo presentes em C. concinna) € atrativo de
polinizadores, entretanto, estes insetos ndo visitam regularmente as flores de C. concinna
(Koeduka et al. 2009a).

A razdo para a falta de expressdo do gene linalol sintase em C. concinna, poderia esta
relacionado a uma mutacdo, no gene que codifica o fator de regulacdo na transcri¢do. Por
exemplo, ANTHOCYANIN2 (AN2), definido como MYB ¢é o principal fator de transcri¢éo

que determina a cor da flor de Petunia integrifolia e Petunia axillaris, respectivamente.



As analises de sequenciamento na variacdo de AN2 em P. axillaris apresentou perda
da func&o dos alelos. Os resultados mostraram que o AN2 é um dos principais determinantes
na atracdo de polinizadores. Entretanto, alteragdes genéticas em um Gnico gene, causa uma
grande alterac@o na biologia da polinizacdo, podendo surgir um novo tipo de polinizador e,
consequentemente, envolver um numero limitado de genes relacionados a sintese de linalol
(Hoballah et al. 2007). A divergéncia neste estudo sera referida como uma “deficiéncia na

expressao estrutural do gene”.

1.2.2.2 Mutagdes naturais de genes estruturais

A co-evolucdo entre 0 odor e o polinizador na América do Sul em plantas de Petlnia,
fornece um exemplo de divergéncia genética. As flores de P. axillaris sdo brancas e emitem
uma mistura de compostos volateis, como os benzenoides e fenil-propenos, e sdo
polinizadas por uma diversidade de espécies de esfingideos. Algumas variacbes na
composicao de P. axillaris foram notadas e, em particular, foram observadas que as flores da
subespécie P. a. parodii, ndo emitem eugenol e isoeugenol, enquanto, que as flores de P. a.
axillaris liberam estes compostos volateis (Hoballah et al. 2007; Kondo et al. 2007).

Ambos, os compostos isoeugenol e eugenol em P. hybrida sdo biossintetizados a
partir de acetato cumaril em reacdes catalisadas pela isoeugenol sintase (PhIGS1) e eugenol
sintase (PhEGS1), respectivamente, através do intermediario meteto-quinona. Analises
moleculares de clonagem e sequenciamento do gene mostraram que P. axillaris subsp.
parodii, apresenta um gene funcional eugenol sintase (EGS) que expressa nas flores, mas o
seu gene isoeugenol sintase (IGS), contém uma mutacdo, tornando-o inativo (Koeduka et al.
2009a).

A mutacdo em genes estruturais podera explicar a variacao natural e as diferencas na
emissdo de volateis, entre diferentes acessos de uma mesma espécie e/ou espécies
estreitamente relacionadas, que sera denominado neste estudo como “mutagao do gene

estrutural”.



1.2.2.3 Deficiéncia do fluxo metabdlico

A espécie Petlnia axillaris subsp. paradii, apresentam genes que Sa0 expressos nas
pétalas das flores, tais como o eugenol sintase (EGS) e eugenol O- metiltransferase
(EOMT). No entanto, as espécies ndo sintetizam eugenol e metil-eugenol.

Segundo Kondo et al. (2007), o acetato cumaril (substrato do eugenol sintase) é
convertido por uma enzima ainda desconhecida, definida como enzima X para acetato
diidrocumaril. Assim, a enzima (X) compete com EGS para 0 mesmo substrato, na medida
em que as espécies sdo incapazes de produzir eugenol. Nesse mecanismo, a via do fenil-
propeno é encaminhado para a sintese do acetato diidrocumaril, por meio do eugenol.

O acetato cumaril e acetato coniferilico sdo os precursores na biossintese de fenil-
propenos para a sintese do metil-chavicol, eugenol e lignina, respectivamente. A deficiéncia
do fluxo metabdlico, devido a competicdo da biossintese de metil-chavicol com a lignina,

poderia explicar a deficiéncia da sintese do MeC na palma Americana.



2. REFERENCIAL TEORICO E FUNDAMENTACAO CIENTIFICA

2.1 DESCRICAO E CARACTERIZACAO BOTANICA DAS ESPECIES DE OLEO
DE PALMA

2.1.1 Elaeis guineensis Jacq.

O dendezeiro (Elaeis guineensis) Jacg. € uma palmeira originaria da Costa Ocidental
da Africa (Golfo da Guiné), sendo encontrada em povoamentos subespontineos desde o
Senegal até a Angola. No Brasil foi introduzido no século XVII pelos escravos e adaptou-se
bem ao clima tropical umido (Figura 2a) (Trindade, 2005; Muller e Andrade 2010).

O sistema radicular do dendezeiro é do tipo fasciculado, formado a partir do bulbo
localizado na base do estipe, de onde saem raizes primarias verticais e horizontais. Sdo
muito rigidas e ndo possuem pélos absorventes (Concei¢cdo e Muller 2000; Cunha et al.
2009).

As folhas possuem bases pecioladas que permanecem aderidas a estipe por no
minimo 12 anos (Akani, 2007). Séo plantas mondicas e suas inflorescéncias sdo protegidas
por duas bracteas fibrosas (espatas) sdo espadices compostas por espigas formadas na axila
de cada folha. As inflorescéncias masculinas e femininas sdo produzidas em ciclos
unissexuais. A razdo sexual entre o nimero de inflorescéncias femininas e o nimero total de
inflorescéncias pode variar de 3 a 20 anualmente (Adam, 2005).

O dendé apresenta trés formas de frutos denominados de dura, pisifera e tenera
(Abdullah et al. 2011). O hibrido intraespecifico tenera é do tipo dura (Q) e pisifera (&) e
altamente preferido para o cultivo comercial (Bhore e Shan 2011). Os frutos da tenera
apresentam maior volume de mesocarpo e maior producdo de 6leo em relacdo a dura,
devido a espessura fina do endocarpo. A maior parte da producdo de 6leo de palma
comercial em todo o sudeste asiatico depende do cultivo de hibridos tenera (Bhore e Shan
2011).

Os frutos amadurecem entre 5 a 6 meses apds a fecundacdo das flores femininas. Sdo
do tipo drupa, séssil, formato ovoide, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e pesando de 3 a

30 gramas (Conceicdo e Muller 2000). Quando cortado transversalmente, o fruto pode ser



distinguido pelo epicarpo (casca do fruto), mesocarpo (polpa), contendo o 6leo de palma, e a
matriz fibrosa consiste no endocarpo (shell) e o nucleo (kernel/ améndoa) contém um 6leo
diferente, assemelha-se ao 6leo de coco (Figura 1) (FAO, 2002).

Figura 1: Fruto do dendé mostrando de fora para
dentro, o epicarpo, mesocarpo, endocarpo e o kernel.

As améndoas apresentam forma ovoide e ocupam toda a cavidade do endocarpo
composta por um tegumento fino de coloracdo amarela que se torna negro quando seco. O
embrido fica embutido em uma cavidade do endosperma logo abaixo do poro germinativo
(Muller e Andrade 2010).

Essa cultura é de suma importancia uma vez que apresenta grande potencial na
reducdo de mao-de-obra no campo. Todavia, a sua producéo vem sendo afetada por algumas
doencas, como o amarelecimento fatal (AF), responsavel por milhares de mortes de plantas
em paises produtores, como Brasil, Colémbia, Equador, Suriname, Costa Rica, Nicaragua e
Panamé (Franqueville 2001).
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2.1.2 Elaeis oleifera (H.B.K.) Cortés

Endémico da zona tropical umida da Ameérica Latina ocorre, em populacGes
espontaneas desde o sul do México até as areas amazonicas do Brasil e Coldombia (Corley e
Tinker 2008). Na Amaz6nia é muito frequente a ocorréncia da espécie sobre manchas de
solo denominadas “terra preta de indio” com caracteristica de alta fertilidade em virtude dos
elevados teores de fdosforo, calcio e matéria organica (Barcelos et al. 2002; Cunha et al.
2009).

A morfologia de E. oleifera é caracterizada por apresentar um tronco do tipo estipe,
cilindrico macico, caracterizado pelo crescimento anual entre 5 a 10 cm, até o0 maximo de 5
metros de altura. Por volta dos 15 anos de idade, o estipe curva-se sobre o solo
permanecendo a parte terminal ereta, mantendo a coroa foliar a 2-3 metros de altura, num
estagio denominado de procumbéncia (Figura 2b) (Corley e Tinker 2008). A plantula nos
primeiros dias ap6s a germinacdo desenvolve uma raiz primaria que é envolvida por finas
raizes laterais que vao aumentando de espessura e comprimento. As raizes de até um metro
de comprimento sdo formadas em toda a extensdo do tronco procumbente (Corley e Tinker
2008).

Nas folhas os foliolos sdo dispostos em um mesmo plano entre a raque, conferindo
aspecto crespo as folhas uma das principais diferencas entre a E. oleifera e E. guineensis
(Corley e Tinker 2008).

S8o espécies mondicas, ou seja, as inflorescéncias masculinas e femininas séo
produzidas na mesma planta. Tanto as inflorescéncias masculinas como as femininas
encontram-se envoltas por duas espatas externas que se rompem expondo a raque floral
(Cunha et al. 2009). A raque da inflorescéncia feminina mede de 15 a 20 cm de
comprimento e é nela que estdo dispostas em formato espiral as raquilas com 4 a 9 cm de
comprimento. A raque masculina mede de 10 a 15 cm de comprimento e suporta entre 40 a
200 raquilas com comprimento variando entre 8 e 14 cm (Corley e Tinker 2008).

O fruto é do tipo drupa de tamanho menor do que os frutos de E. guineensis. Os
frutos quando maduros podem apresentar coloracdo variando de amarela a alaranjada,

pesando entre 1,7 e 13,0 gramas (Corley e Tinker 2008).
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Essa espécie é considerada como recurso genético promissor para programas de
melhoramento de 6leo de palma para o provimento a tolerdncia e algumas anomalias na
América Latina como melhoria da qualidade do 6leo e crescimento lento (Barcelos et al.
2002). No entanto, as suas caracteristicas de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo séo

desconhecidas, e sua fenologia ndo tem sido descrita (Hormaza et al. 2012).

2.1.3 Hibridos interespecificos (OxG)

Os hibridos interespecificos (OxG) obtidos do cruzamento entre a palma Americana
e a palma Africana, vém aumentando na Ameérica Latina, devido a sua aparente resisténcia a
doencas (Torres et al. 2010) (Figura 2c).

Os hibridos OxG geralmente apresentam caracteristicas intermediérias aos dois
genitores, (E. guineensis e E. oleifera) revelando assim a ag&o predominante aditiva dos
genes. Dentre essas caracteristicas, enfatiza-se a menor taxa de crescimento de tronco, o que
aumentaria o periodo de exploracdo econdmica dos plantios; producdo de 6leo com teor de
acidos graxos insaturados superiores ao do tenera, sendo, portanto, mais liquido nas
condicBes ambientais e apresentando-se mais apropriado ao consumo alimentar. Além, de
aspectos relacionados a resisténcia a doencas e pragas, as quais o dendezeiro é suscetivel
(Barcelos, 2001).

No entanto, apresentam problemas com a baixa polinizagdo, o que pode ser devido as
divisdes celulares anormais que sao frequentes durante a formacdo do gréo de pdlen, assim
como a baixa germinacdo do pdlen (Hardon e Tan, 1969). Segundo Corley e Tinker (2008),
problemas com o desenvolvimento do grdo de podlen, podem esta relacionado com as
proporcoes de flores femininas solitarias desenvolverem-se nas inflorescéncias masculinas
(andromérficas); por problemas na frutificacdo, devido as inflorescéncias serem menos
atraentes para insetos polinizadores ou por apresentarem baixos niveis ou falta de compostos
volateis adequados presentes nas inflorescéncias.

O cultivo de hibridos é uma importante alternativa para a produtividade na
exploracdo econdmica e principalmente por serem resistentes e/ou tolerantes a patologias e

pragas como o Amarelecimento Fatal (AF).
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Figura 2: Plantas adultas de Elaeis guineensis, Elaeis oleifera e hibridos interespecificos (OxG),
cultivados no municipio de Manicoré, estado de Manaus. (A) E. guineensis Jacq. apresentando folhas
superiores cortadas, devido a propagacéao clonal; (B) E. oleifera expondo tronco procumbente; (C)
Hibrido (OxG). Imagens cedidas da colecdo de germoplasma da EMBRAPA, Manaus.

22 O DENDEZEIRO COMO A MAIOR FONTE DE OLEO VEGETAL E
INDUSTRIAL

O comércio internacional de 6leo de palma comecgou na virada do século XIX e
tornou-se a principal mercadoria de navios negreiros ap6s a abolicdo da escravatura. O
estabelecimento do comércio de 6leo de palma na Africa Ocidental foi o principal resultado
da Revolucdo Industrial na Europa. A populagdo comegou a levar a sério a questdo do
saneamento basico, 0 que gerou um aumento na procura por sabdo, consequentemente, a

demanda por 0leos vegetais (FAO, 2002).
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A Nigéria foi o maior exportador até 1934, quando o pais foi superado pela Malasia,
entretanto, a Africa liderou 0 mundo na producéo e exportacio ao longo da primeira metade
do século XX. Os maiores produtores de 6leo de palma sdo a Indonésia e Malasia (FAO,
2002).

O dendé ¢ a oleaginosa com maior producdo por unidade de area e existem mais de
12 milhGes de hectares plantados de dleo de palma no mundo, com uma producdo de mais
de 45 milhGes de toneladas, o que deverd aumentar substancialmente devido ao crescimento
da procura do 6leo pela industria alimenticia e o uso de biodiesel na Europa e alguns paises
da Ameérica do Sul (Fedepalma, 2010). No entanto, apenas 5% da area total mundial é
utilizada para o cultivo, embora responda por 33% da producdo mundial de 6leo vegetal
(Singh et al. 2013).

No mercado mundial o 6leo de palma é considerado um lider de mercado,
constituindo cerca de 35% do comércio mundial de dleos e gorduras (Bhore e Shan, 2011).
No Brasil, os cultivos de 6leo de palma estdo mais concentrados no estado do Para, com
cerca de 80% da cultura no pais, e plantios adequadamente manejados produzem em média
de 4 a 6 toneladas (t) de 6leo/ha/ano (Chia et al. 2009). No estado também estdo as maiores
empresas nacionais produtoras de 6éleo de palma, distribuidas pelos municipios de Moju,
Tatilandia, Acara, Tomé Acu, Bonito, Igarapé-Agu, Santo Antbnio de Taua, Santa lzabel do
Pard e Castanhal. Quase toda a producdo é destinada a industria alimenticia, embora
atualmente, o mercado de combustivel seja a mais forte tendéncia (Becker, 2010).

A importancia do cultivo do dendezeiro na Amazonia e, notadamente, para o estado
do Par4, esta associada com varios aspectos, incluindo: alta producdo de 6leo vegetal que é
utilizado nas industrias de cosméticos e como combustivel alternativo; alta capacidade de
fixagdo de carbono e de protecdo do solo contra erosdo; importante alternativa para a
ocupacdo das areas desmatadas propicias para essa cultura (Homma et al. 2000; Veiga e
Furia, 2000).

A cultura do dendezeiro apresenta ciclo econdémico produtivo de 25 anos e, para uma
Otima producéo agroindustrial, o ideal seria que a producgéo de cachos fosse uniformemente
distribuida durante o ano (Bastos et al. 2001).

Os principais produtos produzidos por essas palmeiras sdo o0s 0leos de palma e de

palmiste, extraidos da polpa do fruto e da améndoa, respectivamente. Essa palmeira é a
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oleaginosa de maior produtividade conhecida no mundo, permitindo extrair entre 4 e 5
toneladas de oOleos de palma e de 1 a 1,5 toneladas de 6leo de palmiste por hectar/ano
(Muller e Alves, 1998).

O oleo de palma apresenta coloracdo amarelada e/ou avermelhada sabor adocicado e
aroma forte. E empregado na industria oleoquimica na producio de sab3o, sabonete, velas,
tintas, dentre outros. Na industria, apds o refino e desodorizagdo € utilizado como matéria-
prima na fabricacdo de margarina, manteiga vegetal, 6leo de cozinha (Kritchevsky, 2000;
Nagendran et al. 2000). O 6leo de palmiste normalmente € utilizado na inddstria de
cosméticos (Norizzah et al. 2004; Basiron, 2007).

A composic¢do do 6leo de E. guineensis e E. oleifera difere apenas na composicao
dos &cidos graxos. Em E. guineensis predomina o acido palmitico, ja na E. oleifera a maior
concentracdo € de &cido oléico, que é um acido graxo insaturado e confere maior fluidez ao
6leo (Asemota, 2004). A E. oleifeira apresenta 6leo de baixo rendimento e ndo apresenta
preferéncia para o cultivo comercial, apesar de conter mais de 69% de &cido oléico (Bhore e
Shan, 2011).

A temperatura ambiente para o 0leo de E. guineensis apresenta uma fracdo liquida
préxima de 50%, enquanto, que em E. oleifera a fracdo é superior a 80%. Portanto, o 6leo
produzido por hibridos interespecificos (OxG) apresenta uma fluidez maior pela presenca do
acido oléico, reduzindo significativamente os gastos com os processos de refinamento do
6leo (Asemota, 2004).

2.2.1 Amarelecimento Fatal (AF)

O dendé é susceptivel a uma diversidade de doencas patogénicas, entre elas o
Amarelecimento Fatal (AF), o que tem gerado grande perda no negécio de dleo da palma
sul-americana. E considerada uma enfermidade devastadora e misteriosa, devido seu agente
etioldgico ser desconhecido (Boari, 2008).

Tal anormalidade vem dizimando os plantios de dendé, forcando produtores e
melhoristas a buscarem fontes de resisténcia em espécies relacionadas como o Caiaué. Sua

incorporacdo aos programas de melhoramento genético de Palma de Oleo traz, entdo,
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enormes expectativas para o incremento da producdo e qualidade de dleo, e
consequentemente, para a sustentabilidade para a palmicultura no pais (Rios et al. 2012).

O AF se caracteriza, inicialmente, pelo ligeiro amarelecimento dos foliolos basais
das folhas intermediarias (3, 4, 5 e 6) e, mais tarde, pelo aparecimento de necroses nas
extremidades dos foliolos que evoluem para a seca total dessas folhas (Boari, 2008).

Um dos principais sintomas do AF ¢ a seca da folha flecha e, eventualmente, pode
ocorrer a remissdo temporéria da planta, seguida do declinio generalizado e morte. Van
Slobbe e Souza (1991), relataram que, geralmente, as plantas morrem com 7 a 10 meses
apos o aparecimento dos primeiros sintomas, quando ndo ocorre a remissdo. A partir da
morte da folha flecha, ndo h& mais a producdo de cachos. Além disso, o sistema radicular
ndo se desenvolve apos o0 aparecimento dos primeiros sintomas do AF e, se houver remissdo

de folhas, a produtividade de cachos € muito baixa (Figura 3) (Boari, 2008).

Figura 3: Elaeis guineensis apresentando Amarelecimento Fatal (AF). Plantas mantidas no banco de
germoplasma da Biopalma, situada no municipio de Moju, estado do Pard. (A) Remoc¢édo da area
afetada pela anomalia. (B) Aspecto do sistema radicular saudavel (raiz superior) exibindo
crescimento de raizes secundérias (em branco) e raizes afetadas pela doenca (raiz inferior).

Nos tecidos da estirpe e meristema das plantas com AF, ndo sdo observados
apodrecimentos ou necroses do sistema vascular (Boari, 2008). O sistema radicular se
apresenta necrosado logo no inicio do aparecimento do amarelecimento dos foliolos das
folhas intermediarias. Os cachos originados de folhas ndo afetadas apresentam-se normais
(Ayala, 2001; Bernardes, 2001).
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Numeros de pesquisas em campo demonstram que a incidéncia, a gravidade e 0s
sintomas do AF estdo intimamente associados a condi¢des abioticas (Chinchilla, 2010), além
de mudancas abruptas na disponibilidade de &gua, tanto a seca causada pelo déficit de &gua
em solos argilosos e a anoxia causada pelo excesso de agua no solo (Reyes et al. 2013). Isto
pode ser proposto devido aos periodos de estresse serem mais acentuados na presenca de
fendmenos como La Nifia/ EI Nifio, que parecem esta relacionados ao AF como foi relatado
na Colombia (Cadena et al. 2004).

Plantas sob estresse abiotico, reajustam o seu metabolismo para tornar eficiente o uso
de agua e carbono, a fim de evitar a falta de nutrientes. No entanto, o avanco do AF é
irreversivel e a auséncia de minerais significa, naturalmente, um colapso completo de
funcdes da planta, além de ser uma resposta de defesa, e quando as plantas apresentam
deficiéncia nutricional, estas sdo altamente suscetiveis ao ataque de patdgenos (McDowell et
al. 2011).

Neste cenario, planta que sofre caréncia de nutrientes relacionada a presenca de
fatores abidticos, sucumbiria ao AF causado por combinacGes de um ou mais agentes
patogénicos para diferentes palmeiras. Uma explicacdo diferente pode estar relacionada com
as mesmas origens genéticas de resisténcia aos estresses abioticos e biodticos (Atkinson e
Urwin, 2012).

2.3 BIOSSINTESE DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COVs) EM OLEO
DE PALMA

2.3.1 A funcdo dos metabdlitos das plantas na ecosfera

As plantas desenvolveram um incrivel arsenal de mecanismos metabdlicos naturais
de defesa e interagdo com o meio ambiente. A biossintese de metabolitos € realizada por
rotas especificas do organismo (Dudareva et al. 2013).

O metabolismo consiste nas modifica¢fes de moléculas organicas nas células que sdo

catalisadas por enzimas. Convencionalmente é dividido em metabolismo primario e



17

secundario. Entretanto, as vias metabdlicas sdo interligadas, havendo uma alteracdo em uma
das vias, consequentemente, acarretara modificagdo na outra.

Os principais compostos do metabolismo primario consistem nos carboidratos,
proteinas, lipideos, aminoacidos, acidos nucléicos (DNA e RNA) que séo essenciais a vida
do organismo, por meio da via fotossintética. Essa rota metabdlica atua como precursor para
a biossintese dos compostos do metabolismo secundério.

O metabolismo secundério envolve um arsenal de metabdlitos especializados. Nas
plantas atuam em diversas fungdes, como defesa contra o ataque de herbivoros e patogenos,
na atracdo de polinizadores, dispersores de sementes, estresses abioticos e bioticos, dentre
outros (Muhlemann et al. 2014). Os principais grupos constituintes desse metabolismo sao
os alcaloides ou compostos nitrogenados, os fendis e terpenos ou terpenoides (Dudareva et
al. 2013).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios, 0s quais variam em quantidade,
qualidade e local de producdo de uma espécie para outra, sendo sua sintese desencadeada

por eventuais mudangas no meio em que se encontram (Ferreira e Aquila, 2000).

2.3.1.1 O papel dos metabolitos volateis nas interacdes entre planta e meio ambiente

As plantas sintetizam uma diversidade de compostos organicos volateis (COVs), que
sdo envolvidos na defesa contra as condigdes adversas do ambiente em resposta ao estresse
bidtico ou abidtico e permitem a comunicacdo entre a planta e 0 meio ambiente. A liberacdo
de COVs florais assume fungéo de atracdo de polinizadores (Koeduka et al. 2009b) e defesa
(Gang et al. 2001) contra florivoros e patdgenos (Muhlemann et al. 2014).

Os volateis sdo um grupo relativamente grande de produtos vegetais naturais,
consistem em um liquido lipofilico com baixo peso molecular. A propriedade fisica destes
compostos lhe permite atravessar livremente a membrana celular e ser liberado para 0 meio
ambiente (Pichersky et al. 2006). A biossintese de COVs ocorre nas raizes, caules, folhas,
frutas, sementes e flores (Muhlemann et al. 2014).

Os volateis vém sendo identificados em 90 diferentes familias de plantas ambas as
angiospermas e gimnospermas, respectivamente (Knudsen, et al. 2006). Nas plantas, a

formacdo de compostos orgénicos volateis é especialmente mais regulada. Os COVs séao
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liberados predominantemente de flores na maioria das plantas com flores (Knudsen et al.
2006), tecidos vegetativos, como folhas e caules em coniferas, e folhas de ervas, tais como
horteld-pimenta e manjericdo, representam a principal fonte de emissdo de COV nestas
especies (McConkey et al. 2000; Vassao et al. 2006).

Em todos os 6rgdos das plantas, a producdo e liberacdo de COV exibem perfis
semelhantes de desenvolvimento, aumentando durante as fases iniciais (quando as folhas sdo
jovens e ndo estdo totalmente expandidas, quando os frutos ainda ndo estdo maduros, ou
antes, das flores estarem prontas para a polinizacdo) e diminuem ou permanecem
relativamente constantes, posteriormente (Dudareva et al. 2000; Vassao et al. 2006).

Nos tecidos vegetais sdo produzidos pequenas quantidades de COVs que podem ser
induzidos por danos mecanicos e herbivoros ou infecgdo de patdgenos (Arimura et al. 2004).
Volateis liberados a partir de frutas e sementes e/ou esporos atrai varios animais dispersores
que sdo essenciais para a dinamica espacial de populacbes das plantas nos ecossistemas
(Dudareva et al. 2013).

Os volateis sdo afetados por fatores abiéticos como umidade do solo e ar, intensidade
luminosa, fotoperiodo e nivel de fertilizacdo (Gouinguené e Turlings, 2002). Estas variacdes
oferecem aos inimigos naturais informacdes ndo somente a respeito da presa, mas também
sobre a planta e seu estado fisiolégico (Pinto-Zevallos et al. 2013).

Os COVs induzidos apds o ataque dos herbivoros tém despertado o interesse na
comunidade cientifica, uma vez que eles ndo s6 guiam os inimigos naturais em direcao a
planta hospedeira da presa, mas também na mediacdo de varias interacdes ecoldgicas que
tém potencial para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas (Pinto-
Zevallos et al. 2013).

2.3.1.2 Biossintese do composto volatil metil-chavicol nas plantas

A biossintese de COVs depende da disponibilidade de carbono, nitrogénio e enxofre
para 0 metabolismo primario e € importante para 0 metabolismo secundario. Com base em

sua origem biossintética, todos os COVs sdo divididos em varias classes, incluindo o0s
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terpenoides, fenil-propenoides/benzenoides, derivados de é&cidos graxos saturados,
aminoacidos, dentre outros compostos quimicos (Dudareva et al. 2013).

Os fenil-propenos sdo uma classe de compostos volateis encontrados em todas as
gimnospermas e angiospermas (Koeduka et al. 2009b). E um grupo pequeno de moléculas
fenolicas, derivadas do género fenil-propanoide que é a chave dos elementos flavonoides
muito importante de ervas e temperos (Gang et al. 2002).

O fenil-propanoide e os compostos benzénicos representam a segunda maior classe
do COV em plantas (Knudsen et al. 2006) e séo exclusivamente derivados do composto
aromatico fenilalanina (Phe) e apresentam uma ampla variedade de fungdes (Muhlemann et
al. 2014).

A fenilalanina é transformada em coenzima A (CoA) e convertida em acetato
cindmico por desaminacdo, seguida por metilacdo e hidroxilacdo para gerar o acetato p-
cumaril (Figura 4) e outros como o fenil-propano (C6-C3), que séo as duas principais vias
na biossintese de monoligndis e flavonoides (Ferrer et al. 2008).

Os fenil-propenos dependem da estrutura do carbono e sdo divididos em trés
subclasses: fenil-propanoides (Cg-C3), benzenoides (Cs-C1) e compostos relacionados aos
fenil-propanoides (Cs-C2) (Muhlemann et al. 2014). Os fenil-propenos incluem o eugenol e
o metil-chavicol (MeC), sintetizados por organismos vegetais e emitidos pelas flores que
servem como atrativos para insetos polinizadores (Koeduka et al. 2009b), e suas
propriedades antimicrobianas e aromaticas sdo utilizados pelos seres humanos como

pesticidas e conservantes de alimentos.



20

mRNA AAA AAA
Proteina
O CHa
NAD( PYH NAD( P)+ 5 SAM SA

OCH;

Acetato p- cumaril Chavicol Metil-chavicol

Figura 4: Sintese de metil-chavicol (MeC) nas plantas de Manjericdo e Petinia. O fator de transcricao
MYB, inicia a expressdo dos genes eugenol sintase (EGS) e chavicol O-metiltransferase (COMT)
(seta em azul). A biossintese do MeC depende da fenilalanina (Phe), esse aminoacido é convertido
em acetato p-cumaril, ap0s vdrias etapas enzimaticas, neste estudo sera dado énfase na via
biossintética de MeC. A partir desse substrato o EGS sofre oxidacdo, a partir do seu co-fator
enzimatico NAD(P)H para NAD(P)* e forma o composto chavicol. O COMT sofre metilagdo, por
meio do seu co-fator enzimatico SAM para SA, e assim forma o composto volatil MeC. NAD(P)H
(dinucledtido de nicotinamida e adenina fostato) e SAM (S-adenosilmetionina).

Outro componente principal dos 6leos essenciais é o0 t-anetol presente nas sementes
de anis (Pimpinella anisum) Apiaceae e erva-doce (Foeniculum vulgare), utilizados como
fumigante contra mosquitos (Chang e Ahn, 2002).

Varios componentes do fenil-propeno sdo classificados diferentemente um do outro
em dois aspectos: os radicais ligados ao anel fenil e a posicdo da dupla ligacdo na cadeia

lateral propenil. O chavicol apresenta uma para-hidroxil funcional no anel fenil, mas a dupla
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ligacdo na cadeia propenil estd entre Cg e Cy (Koeduka et al. 2009b). A sintese de alguns
fenil-propenos encontrados em plantas, como o t-anetol, metil-chavicol, metil-eugenol e
metil-isoeugenol, requerem metilacdo para o grupo para-hidroxil em seu anel fenil,
respectivamente (Dudareva et al. 2013).

O principal COVs contido nas flores de dendé foi identificado como I-metoxi-4 (2-
propenil) benzeno, também conhecido como metil-chavicol (MeC), responsavel por atrair
insetos polinizadores (Lajis et al. 1985). A estrutura quimica do MeC consiste em um anel
benzeno substituido por um grupo metoxi e propenilo. O MeC é um isémero de ligacdo
dupla e componente comum nas plantas (Bidri et al. 2012).

A enzima eugenol sintetase (EGS) utiliza o substrato acetato cumaril para converté-
lo em seu respectivo produto por meio da via intermediaria da quinona (Koeduka et al. 2008;
Koeduka et al. 2006; Louie et al. 2007). O EGS esta intimamente relacionado com varias
outras redutases dependentes de NADP(H) envolvidos na biossintese de fenil-propanoide em
plantas (Koeduka et al. 2009b).

O eugenol natural produz apenas um produto, o eugenol ou isoeugenol, mas estudos
de mutagénese in vitro de alguns residuos no sitio ativo, a estrutura cristalograficas mostrou
uma influencia na posicdo da ligacdo do substrato em uma enzima que produz uma mistura
de regides isoméricas de fenil-propeno (Koeduka et al. 2008).

A toxicidade de COV em concentracdes elevadas para as células em geral, torna-os
Uteis como compostos de defesa e, consequentemente, sdo encontrados em tecidos
vegetativos de varias espécies de plantas. Devido a sua toxicidade eles podem ser
sequestrados em estruturas especializadas ou emitidas rapidamente a partir da planta, por
exemplo, o eugenol e o metil-chavicol sdo sintetizados e armazenados nos tricomas
glandulares na superficie das folhas de manjericdo (Ocimum basilicum) (Gang et al. 2001;
Lijima et al. 2004). Foi reportado que nas glandulas de manjericdo duas enzimas (90%
idénticas) de chavicol O-metiltransferase (COMT) e eugenol O-metilransferase (EOMT)
catalisam a formagdo de metil-chavicol e metil-eugenol para chavicol e eugenol,
respectivamente (Gang et al. 2001). As regides conservadas de DNA ou motivos de EOMT e
COMT desempenham importante papel na catalise de metabolitos secundarios. COMT
apresenta pouca atividade com t-anetol, enquanto, 0 EOMT sua atividade é quatro vezes

maior com eugenol do que com o chavicol (Wang e Pichersky, 1998).
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Genes que codificam a biossintese de enzimas de fenil-propenos foram identificados
a partir de vérias espécies (Koeduka et al. 2009a). Entretanto, as enzimas de 6leo de palma
envolvidas na biossintese de MeC e sua expressdo na célula sdo desconhecidas (Koeduka et
al. 2009b).

2.3.2 Polinizadores

A polinizacdo é caracterizada pela transferéncia de grdos de pdlen de anteras de
flores masculinas para o aparelho reprodutor de flores femininas (estigma), permitindo assim
a fecundacdo da planta. Pode ser realizada por fatores abioticos, tais como chuva e vento ou
fatores bioticos por animais polinizadores e dispersores de sementes. Muitas angiospermas
dependem de polinizadores, principalmente insetos, que estdo entre 0s mais importantes
polinizadores pela quantidade de plantas que podem visitar, e consequentemente, promover
a fecundacdo e a formacéo de frutos (Gomes, 2011).

Os polinizadores buscam por algum tipo de recompensa nas flores, seja aumento
(pblen e néctar), abrigo para acasalar e/ou ovopositar (Gomes, 2011). O ganho para as
plantas e polinizadores conduz a evolucdo de adaptacGes de plantas a diferentes
polinizadores (Prdctor, 1996).

Os insetos estdo entre os polinizadores mais importantes de plantas que dependem
deles para realizar a fecundacdo. Responsaveis pela polinizacdo de 86% dos plantios
comerciais de frutas, nozes e sementes (Nabhan e Buchmann, 1997; Kevan e Imperatriz-
Fonseca, 2002). Aproximadamente 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sdo
polinizadas por abelhas, 5% por besouros e 22% por outros insetos, além de mamiferos e
passaros (FAO, 2004). Plantios no sul da Bahia mostraram uma taxa de fecundacdo de 28%
para o hibrido (OxG) contra 79% para a espécie Africana (Moura et al. 2008).

2.3.2.1 O papel dos polinizadores no oleo de palma

No final dos anos 70 acreditava-se que a reproducao do dendé era anemofila ao invés
de entomolifa (Turner e Gilbanks, 1974; Hardon e Corley, 1976). A crenca de que o dendé
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era polinizado pelo vento partiu da suposta falta de evidéncia de qualquer inseto polinizador
eficaz (Candwell et al. 2003). Entretanto, Syed (1979) em seus estudos sugeriu que 0S
insetos apresentam um papel significativo na polinizacdo do dendé, e constatou a presenca
de um grande numero de insetos presentes nas inflorescéncias durante o periodo de antese
que emitiam um odor parecido com anis 0 que atraia 0s insetos. Desses insetos relatou a
presenca de Elaeidobious spp. e Atheta spp.

Segundo Hussein et al. (1989), numerosas espécies de insetos estdo envolvidos na
polinizacdo das palmeiras, mas o0s principais agentes polinizadores sdo besouros entre 0s
quais Elaeidobius kamerunicus e Elaeidobius subvillatus (Coleoptera: Curculionidae)
predomina (Figura 5). Estes besouros alimentam-se de partes moles de flores masculinas e
polen, e depositam ovos nas flores masculinas. Os grdos de pdlen contém amido e
constituem a maior fonte de alimento desse besouro, também conhecidos por gorgulhos, que
habitam as inflorescéncias masculinas em grande numero (2000 = 3000 individuos),

respectivamente (Tandon et al. 2001).

Figura 5: Inflorescéncias femininas e masculinas de E. guineensis liberam compostos volateis que
sdo atrativos de insetos polinizadores. As flores emitem o metil-chavicol, responsavel por atrair
insetos adultos de Elaeidobius kamerunicus, principal agente polinizador do dendé.
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As Inflorescéncias femininas emitem aroma de anis ou erva-doce semelhante ao odor
produzido pelas flores masculinas atraindo besouros da espécie gorgulhos que visitam as
flores femininas por acidente em busca das inflorescéncias masculinas (Tandon et al. 2001).

As flores geralmente emitem os mais altos valores e as mais diversas misturas de
COVs (Knudsen et al. 2006) para atracdo de insetos polinizadores. Os perfis de compostos
volateis emitidos pelas flores sdo especificos para cada espécie e tendem a refletir o tipo de
polinizador (Dobson, 2006). Os volateis ocasionam a atracdo de polinizadores as flores
(Raguso, 2004), entre as plantas e herbivoros e animais disseminadores de sementes
(Pichersky et al. 2006), assim como a localizacdo de plantas hospedeiras por insetos
herbivoros (Bruce et al. 2005).

O principal composto volatil das flores do dendé é o metil-chavicol (MeC) (Lajis et
al. 1985). Este composto organico volatil pode ser responsavel por atrair insetos adultos E.
kamerunicus para a polinizacdo do 6leo de palma (Hussein, 1989). Para as espécies de
hibridos (OxG) a baixa produtividade, provavelmente, é devido as suas inflorescéncias
serem menos atraentes para os insetos polinizadores como o E.kamerunicus. Isto pode ser
devido aos baixos niveis ou a falta de COVs apropriados presente nas inflorescéncias
(Corley e Tinker, 2008).

Estudos realizados por Gomes (2011), observou que inflorescéncias femininas e
masculinas de E. guineensis (tenera), E. oleifera e o hibrido (OxG), liberam quantidades
semelhantes do composto volatil MeC. No entanto, as inflorescéncias de tenera liberam uma
quantidade maior desse volatil que as demais, o que justificaria a maior atratividade de
polinizadores.

A variagdo na quantidade de metil-chavicol liberada por plantas de tenera, caiaué e
hibrido (OxG), pode esta relacionada a maior ou menor atratividade de polinizadores.
Espécimes de E. kamerunicus sdo atraidos no campo por concentra¢es de MeC entre 150 a
200ul/armadilha (Hussein, 1989). A maior quantidade desse volatil liberada por tenera
explica a maior atragé@o de polinizadores (Gomes, 2011).

A liberacdo de MeC nas inflorescéncias de E. oleifera pode ndo ser suficiente para
atrair adultos de Elaeidobius. No entanto, no estado do Amazonas curculionidaeos do género
Celestes e de outras duas espécies, em processo de identificacdo, além dos nitidulideos do

género Mystrops, sdo atraidos, em grandes numeros pelas inflorescéncias masculinas e
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femininas. O género Celestes, pertence a subtribo Derelomina a mesma subtribo das
espécies de Elaeidobius (Gomes, 2011). Este espécime encontra-se sobre as inflorescéncias
femininas de E. oleifera, raspando a superficie do estigma da planta, este comportamento,
prejudica a germinacgdo de gréos de polen uma vez que o estigma de Elaeis spp., produz uma
substancia rica em polissacarideo responsavel por promover a germinacdo do grdo de pélen
(Tandon et al. 2001).

A baixa disponibilidade de inflorescéncias masculinas e, consequentemente, de pélen
conduz a producdo de cachos abortivos ou mal formados, devido a baixa poliniza¢éo natural
(Berthaud et al. 2000). Para que ocorra boa taxa de frutificacdo nos cachos, é necessario que
haja, a0 mesmo tempo, boa disponibilidade de pdélen e uma populacdo de insetos
polinizadores em quantidade significativa (Berthaud et al. 2000).

Inimeras culturas que dependem de polinizadores, provavelmente, emitem baixas
concentragdes de COVSs, no entanto, para 0 nosso conhecimento ndo existem programas de
melhoramento para selecionar por fragrancias florais que sejam “amigas de polinizadores”,
sugerindo assim que os servicos de polinizacdo podem ser melhorados através da producao
de flores mais perfumadas (Dudareva et al. 2013). Além disso, muitos cultivos modernos
sdo deficientes na producdo de COV, como resultado da criacdo para o aumento do
crescimento ou rendimento, a qual afeta negativamente o metabolismo secundério dos COVs
(Barcelos et al. 2002; Dudareva et al. 2013).

Uma compreensdo abrangente de estudos metabolicos em plantas e sua regulacéo,
bem como o conhecimento sobre os compostos volateis, envolvidos nas interacdes planta-

inseto, ira avancar nos estudos metabélicos de COVs.

2.4  APLICACAO DA BIOINFORMATICA NA BIOLOGIA MOLECULAR

Os avancos tecnoldgicos vém sendo empregados como ferramentas importantes no
campo da Biologia. Desta forma, as ciéncias existentes tiveram que se adequar aos
principios tecnoldgicos, informatizando-se para poder acompanhar o0 avango que a

informéatica proporcionou e vem proporcionando a humanidade. Assim, surgiu a
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Bioinformatica, utilizada como ferramenta para auxiliar na investigacdo da biotecnologia,
como a interpretacéo de genomas (Alves, 2013).

O conceito de Bioinformética surgiu na década de 1990 como uma nova area do
conhecimento cientifico, representando a interacdo da Biologia com a Informatica.
Entretanto, o reconhecimento da Bioinformatica deu-se em 1995, apds a leitura do genoma
de uma bactéria. Pode-se afirmar que o surgimento da Bioinformatica cl&ssica ocorreu com
0 sequenciamento de biomoléculas. Atualmente, a Bioinformatica estd bastante avancada.
Este avanco pode ser percebido quando se decifra um gene com aproximadamente 12 mil
bases em menos de um minuto. E que em 2000, para se realizar essa mesma tarefa era
necessarios 20 minutos, enquanto que no final da década de 1980 levava-se mais ou menos
um ano (Alves, 2013).

A Bioinformatica consiste principalmente na analise computacional de sequéncias de
DNA, RNA e proteinas. Essa nova ciéncia surgiu na ultima década em funcdo da
necessidade de ferramentas sofisticadas para analisar o crescente volume de dados gerados
em biologia molecular (Santos, 2004). Utiliza ferramentas computacionais avangadas tanto
para 0 armazenamento quanto para analise de dados biolégicos e moleculares. Na concepgéo
de Silveira, (2005), a Bioinformatica é uma area interdisciplinar que absorve a ciéncia da
computacdo, matematica, biologia, fisica e medicina.

O dominio dessa ciéncia cresceu em paralelo com a internet, em que a rapida anélise
de dados e a troca de informacg6es sobre os cddigos bioldgicos e computacionais estdo em
convivéncia harménica, por meio de suas multiplas ramificacdes, gerenciando e integrando
bancos de dados aplicaveis, e construindo sistemas in silico para simulacdo de formas
naturais e modificadas de produtos especificos (Espindola et al. 2010).

A Bioinforméatica foi desenvolvida com o objetivo de mapear as sequéncias
genéticas. Apos, seu desenvolvimento os bidélogos moleculares passaram a utilizar métodos
estatisticos capazes de analisar grandes quantidades de dados biol6gicos. Atualmente, com a
Bioinformatica, é possivel predizer funcfes de genes e demonstrar relacGes entre genes e
proteinas (Alves, 2013).

Atraves da criacdo de bancos de dados com as informag0es j& processadas, € possivel
acelerar a investigacdo em outras areas como a Medicina, a Biotecnologia, a Agronomia,

entre outras. Ademais, além de oferecer algoritmos, bancos de dados e ferramentas



27

estatisticas, a Bioinformatica auxilia no desenvolvimento de softwares para a Biologia
Molecular e para web sites de Biotecnologia (Araujo, 2005).

A Bioinformatica representa, hoje, um dos grandes desafios para se tentar decifrar o
genoma, pois a0 mesmo tempo é uma forma de se conseguir informacdes imediatas para 0s
dados do genoma que vem sendo descobertos, também é a base para um sucesso cientifico
futuro (Wieczorek et al. 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.1 Andlise de bioinformatica na biossintese de metil-chavicol

Para caracterizar as vias metabdlicas dos compostos organicos volateis (COVs) da
biossintese do metil-chavicol (MeC) nas espécies de dendé foi realizado um levantamento
com base na literatura das sequéncias de aminoacidos (aa) do gene-alvo chavicol O-
metiltransferase (COMT) e eugenol sintase (EGS), no banco de dado genémico NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e MPOB (Malasyan Palm Qil Board).

Foi utilizado as folhas de manjericdo (Ocimum basilicum L.) para identificar os
genes ortologos envolvidos na sintese do MeC nas espécies de dendé. As sequéncias de (aa)
do gene-alvo obtidos pelo algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) em
formato FASTA foram comparados com as sequéncias de E. guineensis e E. oleifera, e
assim, recuperar as sequéncias de genes homologos. Posteriormente, foram alinhados
utilizando o software CLUSTALW (Multiple Sequence Alignment) para a identificacdo das
regibes conservadas (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Os oligonucleotideos
(primers) foram desenhados com base em sua especificidade, alguns foram projetados em

regides promotoras do gene (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma das analises in silico e experimental da biossintese de metilchavicol (MeC) em
Elaeis guineensis e Elaeis oleifera.
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3.1.2 Material Vegetal

Os materiais vegetais de Elaeis guineensis avaliados foram coletados nos acessos da
Biopalma subsidiaria da Vale, localizado no municipio de Moju, situado a uma latitude de
01°53°02” sul ¢ a uma longitude de 48°16°08” nordeste do estado do Para e no municipio de
Manicoré, no estado de Manaus para Elaeis oleifera e hibridos interespecificos (OxG).

Foram avaliados tecidos vegetais frescos de ambas as espécies.

3.1.3 Extragdo do DNA genGmico

O DNA gendmico foi extraido de folhas frescas de E. guineensis (tenera) e E.
oleifera, conforme o protocolo por centrifugacdo de lise e homogeneizacdo utilizando pistilo
e cadinho segundo as instruc6es do fabricante (Axygen Biosciences).

Inicialmente, 200mg de tecido vegetal fresco foi macerado em cadinho, adicionou-se
350ul de tampéo fosfato salino (contendo 8g de NaCl; 0,2g de KCI; 1,44g de Na,HPO, e
0,249 de H,KO4P) e 0,9ul de ribonuclease para homogeneizar a amostra. Para o melhor
aproveitamento da amostra macerada foi adicionado uma pequena aliquota do tampao.

O tecido macerado foi transferido igualmente para dois microtubos de 2mL e
adicionadas 20pl de proteinase K e 150ul de tampé&o de lise. Em seguida, foram submetidos
ao vortex por um minuto. Por serem amostras fibrosas foram incubados em banho maria a
56°C por 30 minutos, sob agitacdo. Foram adicionados 350ul de tampdo de precipitacdo de
proteinas e submetidos ao vértex em velocidade maxima por 30 minutos e centrifugados a
12.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente para sedimentar os restos celulares.

Os sobrenadantes foram transferidos para uma coluna MiniPrep no microtubo de
2mL e o conteldo das duas amostras do sobrenadante foram transferidos para uma Unica
coluna e centrigugados a 12.000 rpm por um minuto. O filtrado foi descartado e a coluna
recolocada no microtubo, logo apds foi adicionado 500pul de tampdo de lavagem na coluna e
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto. O filtrado foi descartado e colocado novamente
na coluna no microtubo. Adicionou-se 700ul de tamp&o de dessalinizagdo na coluna e
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto. Este passo de lavagem foi repetido duas vezes

para garantir uma remocdo completa de sais, eliminando-se possiveis problemas na reacao.
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O filtrado foi descartado e a coluna foi recolocada no microtubo e centrifugada por mais um
minuto.

Em seguida a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5mL e foi adicionado
200ul de eluente pré-agquecido a 65°C no centro da membrana da coluna. Por fim a amostra
permaneceu por um minuto em temperatura ambiente e em seguida centrifugada por mais
um minuto. O DNA foi mantido congelado a -20°C até o momento da realizacdo da
amplificacdo (PCR).

3.1.4 Anadlise qualitativa e quantitativa do DNA

O produto da extracdo do DNA foi quantificado e visualizado em gel de agarose 1%.
Foram adicionados 10ul/mL de Syber®Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), dissolvidos em
100mL de tampdo TBE 1X (10,89 tris; 5,59 de &cido bérico e 0,759 de EDTA) com pH 8.
Apds, a corrida das amostras em gel foram visualizados e fotodocumentados sob luz UV. O
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) foi incluido em todos os

géis avaliados (2pl em cada poco).

3.1.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do DNA foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), desenvolvido por Kary Mullis em 1985. A reacdo consistiu no protocolo

GoTag®Flexi DNA Polymerase (Promega), segundo as instruc6es do fabricante (Tabela 1).
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Tabela 1: Volume de reagentes e concentracao final na reacdo de PCR

Reagente Volume Final (ul)
Agua ultrapura 31,25
Tampao de reacdo 10,0
dNTP 40mM 1,0
Primer foward 1,5
Primer reverse 1,5
MgCl, 25mM 2,5
TagDNA polimerase 0,55
Amostra 2,0
Volume Total 50,0

Inicialmente as reacdes foram incubadas a 95°C durante cinco minutos e por mais 30
segundos para a desnaturacdo da dupla fita do DNA. Na sequéncia, a temperatura foi
reduzida para 55°C por 40 segundos, permitindo o anelamento do primer a uma regido
complementar no DNA template (Tabela 2). Na etapa seguinte a temperatura foi elevada a
72°C por 55 segundos para o pareamento da enzima TagDNA polimerase com o0 DNA,
finalizando por mais 10 minutos. Essa enzima tem por finalidade inserir 0s
desoxinucleotideos (ANTPs) para a formacdo das cadeias complementares etapa conhecida
por extensdo. Ao final desse processo fecha o primeiro ciclo da PCR. Para ter uma
quantidade suficiente da sequéncia alvo foram realizadas 35 ciclos de termociclagem. A
cada ciclo ocorre aumento exponencial na quantidade de moléculas de DNA amplificado.

Foram utilizados cinco pares de primers para cada amostra avaliada, correspondentes

a sequéncias de 500 e 900 pares de base (pb), respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2: Sequéncias de primers para a realizacdo da PCR

Primers Sequéncias (5°-37)
AS4 GTGCCGCTAAAATTCGAAAAC
AS5 CTGAAACATGTCTCCCGCGA
AS10 CAAAACCACGATACTGCAAAAT
AS11 CAAGACCATGGTACTGCAAAAC
AS12 GGGATGTGCTCGAACATGTG
AS16 GAAAATTTACTCCCTCGAGAGG
AS17 GAAAATTTACTCCCTCGAGAGG
AS21 AATTGGAAAGGTCTCTAAAGACC
AS22 CAGCATTACGAGAGCGAAGGAC

As combinagdes de primers, numero de acesso da sequéncia do gene a ser analisado

e 0 tamanho esperado das bases nitrogenadas utilizados para a amplificacdo dos fragmentos

de E. guineensis e E. oleifera, encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Combinacdo de primers, nimero de acesso, tamanho esperado em pares de base
(pb) utilizados na amplificacéo dos genes de Elaeis spp.

DNA Template Numero de acesso Primers Tamanho esperado

do gene (pb)
EG1 EG4N993 AS11/AS12 841
EG2 EG4N49835 AS21/AS22 464
EG3 EG4N49844 AS16/AS17 861
EG4 EG4N49850 AS4/ASH 877
EO1 EO4N993 AS10/AS12 819
EO2 EO4N49835 AS21/AS22 464
EO3 EO4N49844 AS16/AS17 855
EO4 EO4N49850 AS4/ASH 874

Posteriormente, o produto da amplificacdo foi submetido & anélise de eletroforese em

gel de agarose 2% descrito anteriormente.
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3.1.6 Purificacdo dos fragmentos de DNA amplificados pela PCR

A andlise da purificagdo dos fragmentos de DNA amplificados pela PCR foi
realizada conforme o protocolo de purificagdo do kit Prep Axy Prep (Axygen Biosciences),
conforme recomendacdes do fabricante. Foi adicionado trés vezes o volume do tampao de
ligacdo do DNA a amostra. Apds, foi acrescentado 700ul de tampdo de dessalinizacdo
contendo etanol 100%. Esse processo de lavagem foi repetido com uma aliquota de 400ul e
centrifugados a 12.000rpm. Para eluir o DNA adicionou-se 20ul de eluente pré-aquecido a

65°C em banho maria. Em seguida foi visualizada em gel de agarose 2%.

3.1.7 Andlise dos fragmentos de DNA por sequenciamento de Sanger

Os produtos da purificagdo dos fragmentos da PCR foram submetidos ao
sequenciamento de Sanger realizado no sequenciador (3730 DNA Analyser), conforme o
protocolo do kit BigDye®XTerminator v3.1 Cycle Sequencing (Life
Technologies®/Applied Biossystems), realizado no laboratério de Genémica do Instituto
Tecnologico Vale (ITV).

A reagdo de sequenciamento consistiu em 6pl do reagente BigDye Mix, 5ng do
amplicon purificado, 1pmol de cada primers, 4ul de tampéo e 4ul agua ultrapura para um
volume final total de 20ul. Foi incluido controle positivo composto pelos reagentes: BigDye
com volume de 6pl; pGEM (1pl); primer (4pmol) e agua ultrapura (9ul) para um volume
final de 20pl.

O protocolo padrdo de termociclagem conteve uma etapa inicial a 96°C por um
minuto, seguida por mais dez segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 55 segundos,
correspondentes a 35 ciclos finalizando com 4 minutos.

Os produtos da reacéo obtidos foram purificados, adicionando-se 2ul de EDTA (125
mM) e 2ul de acetato de sédio (3 M, pH 4,8), seguidos de 50ul de etanol absoluto 100%, em
seguida foram incubados em temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugados por 45

minutos a 4000 rpm, logo apos, foi feito o descarte do sobrenadante.
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Na etapa seguinte foram adicionados 70ul de etanol 70% e centrifugados por 10
minutos a 4000 rpm, em seguida o sobrenadante é desprezado. Foi realizado um spin com a
placa invertida e o precipitado obtido foi submetido a estufa a 50°C por dez minutos,
adicionou-se 10l de formamida sob agitacdo por 15 segundos e aquecido a 95°C por dois
minutos, seguidos por um choque térmico de dois minutos em gelo. Posteriormente, as
amostras foram submetidas ao sequenciador automatico (3730 DNA Analyzer). O produto
do sequenciamento obtido foi purificado conforme 0 protocolo
BigDye®XTerminator' Purification (Applied Biossystems).

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento de Sanger foram visualisadas pela
ferramenta FinchTv. Logo apds, foram confirmadas pelo algoritimo Blastn, e em seguida
alinhadas pelo software CLUSTALW para obter as sequéncias consenso entre E. guineensis

(tenera) e E. oleifera.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Identificacdo de genes ortélogos COMT e EGS no genoma do dendé

A identificacdo dos genes nas espécies Africana e Americana, envolvidos na
producdo de metil-chavicol (MeC) foi baseada na via biossintética de Ocimum basilicum L
(Anexo A). Foi identificado no genoma da espécie Africana, um conjunto de genes
ortdlogos que codificam enzimas que poderiam catalisar a biossintese do MeC em duas
etapas distintas, a partir do acetato p-cumaril, o eugenol sintase (EGS) e o chavicol-O-metil-
transferase (COMT) (Anexo B).

As folhas de manjericdo possuem em sua superficie dois tipos de tricomas
glandulares, denominados de peltados e capitados, glandulas constituintes do éleo volatil de
eugenol e metil-chavicol, respectivamente (Gang et al. 2001). Segundo Gang et al. (2002)
foram reportadas duas enzimas (OMT) com atividade O-metiltransferase definidas como
eugenol O-metltransferase (EOMT) e chavicol O-metltransferase (COMT), identificadas em
extratos de proteinas de manjericdo capazes de converter o chavicol e eugenol para metil-

chavicol e metil-eugenol, respectivamente. Outros estudos com enzimas redutases
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dependentes de NADP(H), como o EGS, isolados da Pettnia (Petunia hybrida) também
estdo intimamente envolvidos na biossintese de fenil-propanoide (Koeduka et al. 2009a).

As sequéncias nucleotidicas das espécies Africana e Americana, obtidas dos bancos
de dados MPOB e NCBI, foram alinhadas pelo algoritmo Blastp, utilizando as sequéncias
COMT e EGS de O. basilicum, como query, em seguida, foram realizados alinhamentos
maltiplos utilizando o software Clustal (Anexos C e D). Os genes EGS organizaram-se em
trés pequenas familias e COMT apresentaram seis genes ortdlogos, respectivamente.
Indicando que esses genes poderiam mediar a biossintese de MeC.

Para verificar a funcionalidade de genes ortélogos EGS e COMT, foram realizadas
anélises de modelagem por homologia baseadas nas sequéncias de proteinas de manjericéo,
por meio do software SwissModeler e raio X para criar um modelo de proteina com
conformacédo em 3D.

A andlise AutoDoc identificou que a proteina putativa O-metiltransferase da familia
2 do gene COMT seria capaz de ligar-se ao chavicol (em verde) e, portanto, sdo homdlogas
(Figura 7a). Para o gene EGS foi utilizada a proteina isoflavona redutase (em verde),
identificada com capacidade de ligar-se ao acetato p-cumaril (em vermelho), verificando a

existéncia de sequéncias homologas (Figura 7b).

Figura 7: Modelagem por homologia dos genes chavicol O-metltransferase
(COMT) e eugenol sintase (EGS). (A) Analise do gene COMT ligando-se ao
chavicol (em verde). (B) O gene EGS é capaz de ligar-se ao acetato p-cumaril (em
vermelho).

De acordo com a técnica de modelagem por homologia, pode-se verificar

similaridade estrutural e funcional de regiGes conservadas nas sequéncias. Com base, nas
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analises filogenéticas observa-se que as sequéncias de E. guineensis sdo semelhantes ao

manjericdo (sp[Q93WUI) para os respectivos genes COMT e EGS (Figura 8 e 9).

EG4P49835 0.03746
4|—: EGAP49859 0.03016
EG4P49884 0.11942
EG4P49850 0.14127
EG4P993 0.28487

EG4P99510 0.2799
sp|Q93WU3|CVYMT1_OCIBA 0.34633

Figura 8: Arvore filogenética Neighbour-joining das sequéncias proteicas de E. guineensis sdo
similares as sequéncias do manjerico para o gene COMT.

EG4P155924 0.02994
EG4P76667 0.02860
EG4P76665 0.06119
gi|87044868| 0.48848

Figura 9: Arvore filogenética Neighbour-joining das sequéncias proteicas de E. guineensis s&o
similares as sequéncias do manjericdo para o gene EGS.

O método de Neighbour-joining ou agrupamento de vizinhos consiste em formar
arvores filogenéticas nao enraizadas a partir de uma matriz de distancia. Podem-se verificar
sequéncias homologas entre as espécies de palmeira com o manjericdo, respectivamente,

corroborando com as anélises de modelagem por homologia.

4.1.2 Mutagdes nos genes EGS e COMT na espécie Americana

As sequéncias nucleotidicas de E. guineensis dos genes ortélogos EGS e COMT2,
foram utilizadas como query para as sequéncias gendmicas de E. oleifera depositadas no
MPOB. Os alinhamentos das sequéncias de ambas as espécies, indicaram variacoes

significaticas entre 0s genes.
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As analises de alinhamento das sequéncias génicas mostraram que 0 gene ortologo
COMT2 para a palma Americana apresentou 15 diferencas (polimorfismos) no éxon 1,
sendo cinco indels. Para a espécie Africana ndo apresentou alteracBes, correspondendo a
783pb (Figura 10a).

A comparagdo dos alinhamentos dos homologos de ambas as espécies indicam
mutacdes frame-shift para o gene ortdlogo COMT2 para a espécie Americana (Figura 10b).
As mutacGes frame-shift altera o0 modo de leitura na sequéncia de DNA, devido, a inser¢ao
e/ou delecdo de um ou mais nucleotideos. Mutagdes génicas originam-se de alteracdes na
sequéncia de bases nitrogenadas de um determinado gene durante a duplicacdo da molécula
de DNA. Essa alteracdo pode ocorrer por perda, adi¢do ou substituicdo de nucleotideos, o
que pode originar um gene capaz de codificar uma proteina diferente da qual deveria ter sido

codificada.
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Figura 10: Alinhamento das sequéncias do gene chavicol O- metiltransferase (COMT2) no éxon 1
das espécies Africana (EG) e Americana (EO). (A) Comparacdo entre as duas espécies, apresentando
15 polimorfismos, sendo cinco mutacfes frame-shift. (B) Diferenca entre ambas as espécies. As
sequéncias idénticas encontram-se em preto e os indels estdo indicados com um trago (-).

Alinhamentos com todas as sequéncias homdlogas de E.oleifera em comparagdo com
E. guineensis, indica mutacGes frame-shift, para os genes ortdlogos COMT e EGS (dados
ndo mostrados).

Os resultados obtidos dos indels indicaram deslocamento no quadro de leitura
(ORFs), o que aponta para mutacGes nos genes ortdlogos, o que poderia explicar a

deficiéncia da espécie Americana sintetizar o MeC (Figura 11).
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Figura 11: Deficiéncia na expressdo do gene estrutural para a sintese de metilchavicol (MeC) em E.
oleifera. A letra X em vermelho representa uma mutacdo frame-shift. Ambos os compostos chavicol e
metil-chavicol sdo biossintetizados a partir do acetato p-cumaril, respectivamente. A espécie Americana
apresenta uma mutacdo no gene funcional eugenol sintase (EGS) e chavicol O-metiltransferase (COMT),
tornando-os inativos e incapazes de sintetizar o composto volatil metil-chavicol.

Para a verificacdo da mutacdo no gene estrutural na espécie Americana foram
realizadas analises das regiGes de pareamento dos primers AS16 e AS17, para amplificacdo
do primeiro éxon do gene COMT2 (EO4N49844) (Figura 12 e 14).
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Figura 12: Desenho experimental dos primers AS16 e AS 17 no éxon 1 do gene COMT2 em E.
oleifera (EO). A seta (em azul) aponta para o inicio do segundo éxon, apresentando o splincing

(AGGT).

Os primers AS16 e AS17 foram os sitios para a etapa de sequenciamento para

comparar as espéecies Africana e Americana. O primer foward AS16 esta localizado a uma

regido ndo codificante do cddon de iniciagdo ATG, ja o primer reverse AS17 é

7

complementar para as sequéncias do éxon 1. A regido gendmica de interesse foi amplificada

utilizando o DNA genémico de E. oleifera, como modelo para os primers AS16 e AS17.

4.1.3 Andlise do DNA gendmico

A extragcdo do material gendémico foi visualizada em gel de agarose 1% para estimar

a concentracdo de DNA de cada amostra extraida (Figura 13). Foram observadas bandas

definidas de DNA, fornecendo uma concentracdo aceitavel para a anélise da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR). Para as amostras de E. oleifera, apresentaram baixa

concentracdo de material genético em relacdo a E. guineensis.
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA genomico de
E. guineensis, E. oleifera e O. basilicum. Amostras no gel: (MW)
Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; (1) O.
basilicum; (2 e 3) E. guineensis; (4) E. oleifera.

As amostras dos respectivos pares de primers identificados na reacdo de purificacdo
do produto da PCR, corroboraram com o tamanho esperado de pares de bases (pb) (Figura
14). Os primers AS21/AS22 apresentam tamanho de 465pb e 900pb para os pares AS4/AS5,
AS10/AS11, AS10/AS12, AS16/AS17, respectivamente.
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Figura 14: Visualizagdo em gel de Agarose 2% do DNA gendmico de E.
guineensis e E. oleifera. MW: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (2ul).

Os pares de primers das amostras de E. guineensis (tenera) AS21/AS22;
AS16/AS17; AS11/AS12; AS4/ASS foram amplificados, conforme o esperado. As amostras
de E. oleifera, apresentou baixa especificidade na etapa de extracdo do DNA, no entanto,
observa-se, somente a amplificacdo de AS21/AS22 e AS 16/AS17. A ndo amplificacdo das
amostras pode ser devido ao erro no desenho dos iniciadores, o que seria a mais provavel
causa da falha na reacdo de PCR para os homdlogos de E. oleifera. Contudo, foram
utilizados somente os primers AS16 e AS17 para a etapa de sequenciamento. Os fragmentos
AS21/AS22, também foram sequenciados para o gene COMT4 (EO4N49835), apresentou

mutacgdes, mas ndo foram confirmadas (dados ndo mostrados).
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4.1.4 Andlises da reacdo de sequenciamento

A base de dados das sequéncias de E. guineensis e E. oleifera foram alinhadas e
amplificadas pela PCR e, em seguida, sequenciadas pelo método de Sanger dideoxiterminal.
Foram avaliados os trés indels presentes no éxon 1 identificados na etapa de alinhamento
para os primers AS16 e AS17 na espécie Americana.

A analise do indel 1, verificou a presenca do nucleotideo Citocina (C) (Figura 15a).
Os alinhamentos dos indels 2 e 3 apresentam-se no meio da sequéncia, indicando a presenca
dos nucleotidos Citocina (C) e Guanina (G), respectivamente (Figura 15b). O resultado do
sequenciamento corrobora com a sequéncia gendmica do banco de dados MPOB para a
espécie Africana, indicando que ambas as espécies apresentam sequéncias identicas para o
gene avaliado COMT2.

As andlises de alinhamentos das sequéncias génicas na espécie Americana,
mostraram a ndo ocorréncia de mutacdes nos genes ortdlogos. Tal deficiéncia poderia estar
associada a mutacdes no gene estrutural ou no fluxo metabdlico na biossintese do MeC.
Uma vez que as espéecies Africana, Americana e o hibrido OxG, liberam quantidades
semelhantes de MeC. A espécie Africana libera maiores quantidades de MeC que as demais,
consequentemente, atrai maiores numeros de insetos polinizadores. A liberacdo do MeC na

espécie Americana, pode nao ser suficiente para atracao de polinizadores (Gomes 2011).
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Figura 15: Imagem de cromatograma dos alinhamentos dos fragmentos génicos amplificados pela
PCR para os primers AS16 e AS17 do gene COMT2 no éxon 1 em E. oleifera (EO). (A) Analise do
indel 1, aponta (seta laranja) para a o nucleotideo Citosina (C). (B) Alinhamento dos indels 2 e 3,

apresentando os nucleotideos Citosina (C) e Guanina (G).
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Segundo Koeduka et al. (2009a) as flores de Clarkia breweri, emitem o composto
volatil linalol, enquanto, que outra espécie Clarkia concininnal ndo é capaz de sintetizar
esse composto. A razdo para a falta da expressdo do gene na sintese de linalol pode esta
relacionada a uma mutacdo no fator de transcricdo do gene, o que poderia explicar a

deficiéncia na producdo de MeC na espécie Americana (Figura 16).

AAA

Proteina

O.. CHs
%r EGS COMT
_0
Phe

e oo N

>

NAD(PYH NAD(PY+ SAM SA

OH

Acetato p- cumaril Chavicol Metil-chavicol

Figura 16: Deficiéncia de mutacdo no gene estrutural para a sintese de metilchavicol (MeC) em E.
oleifera. O fator de transcricdo MY B sintetiza o gene chavicol O-metiltransferase (COMT). A letra X
em vermelho representa uma mutacdo frame-shift no gene eugenol sintase (EGS). A presenca de
alteragcdes no gene EGS, impossibilita a formagéo do metil-chavicol.

Outro ponto de vista seria em relacdo a uma deficiéncia no fluxo metabdlico (Figura
17). Estudos realizados por Kondo et al. (2007), verificaram na subespécie Petunia axillaris

paradii a presenca dos genes eugenol sintase funcional (EGS1) e eugenol O-
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metiltransferase (EOMTL1), no entanto, essas espéecies ndo sintetizam o eugenol e o metil-
eugenol, respectivamente. Os autores observaram uma competicdo metabolica de uma
enzima desconhecida pelo acetato cumaril, e com isso o substrato é convertido para outro
composto quimico, assim as especies sintetizam baixas concentracdes ou sdo incapazes de

produzir eugenol.

DNA

mMRNA AAA AAA
Proteina l
Oy CHs
Z iii COMT
Phe e
A
A
A
OH
Acetato p- cumaril Acetato diidrocumaril

Figura 17: Deficiéncia no fluxo metabdlico para a sintese de metilchavicol (MeC) em E. oleifera. O
fator de transcricdo MYB, inicia a sintese de metil-chavicol. A via metab6lica sofre uma competicéo
enzimatica desconhecida (enzima X) com o eugenol sintase (EGS), pelo mesmo substrato acetato p-
cumaril, sendo convertido para acetato diidrocumaril. A espessura das linhas do fluxo metabdlico
reflete a intensidade da reacéo.

Para confirmar os resultados do sequenciamento, foram realizadas analises de
alinhamento obtidos do banco de dado gendmico para as duas espécies de dendé no éxon 2
do gene COMT2 (Figura 18). Foram incluidas sequéncias de cDNA, uma regido nao

traduzida (UTR) na extremidade 3’ ¢ uma cauda poliA.
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Figura 18: Diferenca nas sequéncias de DNA entre os acessos de bancos de dados gendmicos. Os
asteriscos (em laranja), indicam trés indels na sequéncia de E. oleifera (EO).

Os resultados indicam uma baixa qualidade da sequéncia do genoma da espécie
Americana, depositada no banco de dados do NCBI, entretanto, a sequéncia da palma
Africana, publicada no MPOB, apresenta uma alta qualidade, sendo considerada como um
genoma de referéncia no respectivo estudo. Avaliagcbes completas dos genes COMT e EGS
sdo necessarias para um melhor entendimento da diferenca de expressao entre as duas

espécies na biossintese do composto volatil MeC.
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5. CONCLUSAO

As anélises de bioinformética sugerem que a espécie Africana sintetiza o metil-
chavicol (MeC) por uma via biossintética semelhante a do Manjericdo. O alinhamento das
sequéncias publicadas entre as espécies Africana e Americana, indicam a ocorréncia de
mutacdes estruturais no gene COMT, o que poderia explicar a deficiéncia da sintese de MeC
na espécie Americana. Entretanto, os resultados obtidos pelo sequenciamento em E. oleifera,
indicam que esta espécie ndo apresenta mutacdes no fragmento do gene estudado que
possam alterar a biossintese de MeC.

Avaliacdes completas dos genes (COMT e EGS) sdo necessarias para uma melhor
compreensdo desta diferenca de expressdo em E. oleifera. As anélises moleculares deste
estudo estabelecem uma base experimental consistente para abordar questfes futuras
referentes a producdo de frutos nas espécies de dendé, assim como 0 avanco € 0

conhecimento sobre as atividades enzimaticas relacionadas a biossintese de MeC.
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ANEXO A

1. Sequéncias consenso de COMT e EGS selecionadas e depositada no GenBank de
Ocimum basilicum L.

>sp|QI3WU3I|ICVMTL_OCIBA Chavicol O-methyltransferase
MALQNMDISLSTEQLLQAQAHVWNHMYAFANSMSLKCAIQLGIPDILHKHDHPMT
LSQLLKAIPINKEKSQSFQRLMRALVNSNFFIEENSNNQEVCYWLTPASRLLLKGAP
LTVAPLVQVVLDPTFTNPWHYMSEWFKHENHATQFEAANGCTFWEKLANKPSMG
RFFDEAMSCDSRLVAHVLTKDYKHVIDGIRTLVDVGGGNGTMAKAIVEAVPTMKC
TVLDLPHVVAGLESTDKLSYIGGDMFQSIPSADAILLKFIIHDWDDEEGLKILKRCKD
AVGIGGKVIIIDVVVGVNHDVDEVLEDQLHFDMAMMSYFNAKERTMNEWEKLISA
AGFTSYKLTPAFGVRSLIEAYP

>0i|87044868|gh|ABD17321.1| eugenol synthase 1 [Ocimum basilicum]

MEENGMKSKILIFGGTGYIGNHMVKGSLKLGHPTYVFTRPNSSKTTLLDEFQSLGAII
VKGELDEHEKLVELMKKVDVVISALAFPQILDQFKILEAIKVAGNIKRFLPSDFGVEE
DRINALPPFEALIERKRMIRRAIEEANIPYTYVSANCFASYFINYLLRPYDPKDEITVY
GTGEAKFAMNYEQDIGLYTIKVATDPRALNRVVIYRPSTNITQLELISRWEKKIGKK
FKKIHVPEEEIVALTKELPEPENIPIAILHCLFIDGATMSYDFKENDVEASTLYPELKFT
TIDELLDIFVHDPPPPASAAF

Gang et al. (2002); Koeduka et al. (2006)
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ANEXO B

2. Sequéncias de proteinas de COMT de E. guineensis depositada no banco de dados
MPOB.

>EG4P993 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MDQLQDKAQLWNHALGFIRSMSFKCAIELGISDVLHNHGKPITLSELATFLSIPPSKTPALGS
LMRLLVHSGVFASHPQQGGGEEEGYFLTPTSELLVKEEKACVSPFALLILNWTMLVPGHQL
GEWFMAGAAAETPFDMAHGKGIFGETNVRADFNELFNEAMASDARLVTEVALLQRQWEM
LRGVRSVVDVGGGTGTVAKSIAKALPEVRCMVLDLPHVVATMDEEQREGVEFIGGDMFEH
IPPADAVLLKWILHDWSDEHCIKILKHCKEAIPTKKDGGKYSPQLASIMELTNGQSFGKPFQ
AHTLLLNQSFSTAGLMSLNCAVELGIADLIHSHGGPMPLSELARSIPIPPEKAPLSAASCVSS

>EG4P49835 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MESLDGECQSLELLKAQAHAWNHIFSFINSMSLKCAVELGIADIIHAHGKPISLLELATKLSIP
PTRNNDLRRLMRLLVFSGFFARERDGNSHDHDEELYIPTTMSALLVNQKDVNVSSFALVML
DQMFLHPWYHLSSWLKQDMLPATPFEAAHGKGVWEATSQSPAFNSLLNEGMASDARFVA
KVVVEECGEIFRGLSSLVDVGGGTGTMARAIADAYPHVKCTVLDLPQVVASSEAGETVQLV
AGDMFQYVPPADAVLLKWVLHDWSDEECVKILKRCKEAVPSKEKGGKALEWWFT
SLVSVRIPTERFCS

>EG4P49884 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MDSLVGECQSLELLKAQAHSWSHIFSFINSMSLKCAVELGIADIIHTHGKPISLLELATKLSIPP
TRNNDLRRLMRLLVFSGLFGRKRDGNSPDHDDEELYIPNTMSALLVKEKDANVSSFLLMLD
QMLLNPWYNLSSWFKQDKLPTPFEVAHGKGVWEATSQTPGFDSLVNEGLASDSQFVAKLV
VEECGEVFKGLRSLVDVGGGTGTMARAIAEAYPQVKCTVLDLPHVVASSEASEAVQLVAG
DMFQYIPPADAVLLKWVLHDWSDEDCVNILKQCKKAVPSKEEGGKKYFGKLSDE
SSLTVFGGRGSISGYRRIDFSLLIYSDGDRSSSMIGLYVQA

>EG4P49859 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MKERREPLEPSLWCYLPQLAIHKRLRAWKKSASVMESLDGECQSLELLKAQAHAWNHKFS
FINSMSLKCAVELGIADIIHAHGKPTSLLELATKLSIPPTRNNDLRRLMRLLVFSGFFARERDG
NSHDHDEELYIPTTMSALLVNQKDVNVSSFALAMLDQMFLHPWYHLSSWLKQDNLPATPL
EAAHGKGVWEATSQSPAFNSLLNEGMASDARFVAKVVVEECGEIFRGLSSLVDVGGGTGT
MARAIADDYPHVKCTVLDLPQVVASSEAGETVQLVAGDMFQYVPPADAVLLKVIKRT
DCMLNQEWHHYPTK

>EG4P49850 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MESLDGECQSLELLKAQAHAWNHIFSFIKSMSLKCAVELGIADIIHTHDKPISLTELAAKLSIP
PTKNNDLRRLMRLLVFSGFFARKRDGNSHDHDEELYIPTTMSALLVKENDANVSSFVLAILD
QTLFNPWYHLSSWFKQDKVPATPFEVAHGRDVWEAISRSPAFNSLCYEAMASDSRFVAKL
VVEECGEVFRGLRSLVDVGGGKGTMARAIAVAYPQVKCTVLDLPHVVASPEASEEVQLVA
GDMFQYVPPADAVLLKNQIGSTLSTSHATITITSFSAHYYIYGISGLCSVGSKLAITVASR
KASSSLVTAR

>EG4P99510 O-methyltransferase family 2 protein, putative
MEGRTMGEDILEELEAQGNVWNHTFSFVNSMSLKCAVELGIPDAIHGHGSPVTLSELSAML
SLPPRRTAALRRLMRMLVHSGCFAKDVVGDGEEGAYVLTPFSRLLLKEKRTSVSAYVLGM
LDPLLIQTWHSLSAWFHGEERTPFRLAHGKGIFEAAAERPELASFLNAAMASDSQLVGEVM
VRECSEAFKGVKSLVDVGGCTGTMAMIIAEAFPDIKCTVFDLPHIVAAAAAEAKTPAAVDF
VGGDMFERVPPADVALLKVSISLRLGLQTKVGMRSDSGMNRREPVRLSGIGRVAVIG
WARDMRLPSNLL
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3. Sequéncias de proteinas de EGS de E. guineensis no banco de dados MPOB.

>EG4P155924
MAGKMSKILIGGTGYIGKFVVGASARSGHPTFALVRDTTPSDPAKAQLLETFKNSG
VTLLKGDLNDHGSLVEAIKQVDVVISTVGLQQVMDQLKIIAAIKEVGTIKRFLPSEF
GLDVDRIHKAEPASSVFALKAQIRRAIEAEGIAHTIVCCNCFAGYFLPTLAQPEPPKD
KVTILGDGNQKVVFLAEEDVGTYTIKTVDDPRTLNKILYVKPPANICSFNQLVSLWE
KKTGKTLEKIYLPEEEVLKKIQEAPFPFNMLMAVNYLVFVKGDTANIQIEPSFGVEA
SKLYPDVKYTSVQEYLNRVRYGNGM

>EG4P76665
MAGKMSKILIIGGTGYLGKFIVGASARSGHPTFVLVRDTAPSDQAKAQLLRAFKNSS
VTLLKGDLNDHGSLVEAMKQVDVVISTIGPRQVLDQFKIIAAIKEVGTIKREKIKREN
NVKREKSHQGRLKGKTTEVLALGPHPQEAPRSCASGIAVQPPPPASGVPVQASNLR
LRRPDPPPASTDVDRIHTAEPASSVFALKAQIRRAIEAEGIPCTIVCCNCFAGYFLPTL
AQPEPPKDKVTVLGDGNPKAVFLAEEDIGTYTIKTVDDPRTLNKILYVKPPANICSF
NDLVSLWEKKTGKTLEKIYLPEEEVLKRIQEAPFPLNILMAVNYLVFVKGDTANIEI
DPSFGVEASELYPDDLPASHERKGLHSLLLDNLFAIPSVMEKFGGGFRVEAAELYPD
VKHTIFDEYL NRCIQ

>EG4P76667
MAREMSKILIIGGTGYLGKFIVGASARSGHPTFAMVRDTAPSDPAKAQLLEAFKNSG
VTLFKGDLNDHGSLVEAIKQVDVVISTVGLQQVMDQLKIIAAIKEVGTIKRFLPSEFG
LDVDRIHKAEPASSVFALKAQIRRAIEAEGIPHTIVCCNCFAGYFLPTLAQPEPPKDK
VTILGDGNQKVVFLAEEDVGTYTIKTVDDPRTLNKTLYMKPPANIYSFNDLVSLWE
KKTGKTLEKIYLPEEEALKKIEEAPFPFNMLMAVNYLVFVKGDTANIQIEPSFGVEA
SELYPDVKYTSVQEYLNRVIQ
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ANEXO C

4. Alinhamentos das sequéncias proteicas de E. guineensis e O. basilicum L. do gene
COMT2.

EG4P49835 MESLDGECQSLELLKA 16
EG4P49859 MKERREPLEPSLWCYLPQLAIHKRLRAWKKSASVMESLDGECQSLELLKA 50
EG4P49884 MDSLVGECQSLELLKA 16
EG4P49850 MESLDGECQSLELLKA 16
EG4P993 MDQLQD 6
EG4P99510 MEGRTMGEDILEELEA 16
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA MALQNMDISLSTEQLLQA 18
L x:
EG4P49835 OAHAWNHIFSFINSMSLKCAVELGIADI THAHGKPISLLELATKLSIPPT 66
EG4P49859 OAHAWNHKFSFINSMSLKCAVELGIADI THAHGKPTSLLELATKLSIPPT 100
EG4P49884 QAHSWSHIFSFINSMSLKCAVELGIADIIHTHGKPISLLELATKLSIPPT 66
EG4P49850 OAHAWNHIFSFIKSMSLKCAVELGIADI THTHDKPISLTELAAKLSIPPT 66
EG4P993 KAQLWNHALGFIRSMSFKCAIELGISDVLHNHGKPITLSELATFLSIPPS 56
EG4P99510 QGNVWNHTFSEFVNSMSLKCAVELGI PDATHGHGSPVTLSELSAMLSLPPR 66
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA QAHVHNHMYAFANSMSLKCAIOLGIPDILKKHDHPMILSQLLKAT PINKE 68
Ln KLk kkkakaksikkk K sk K K ik 1k
EG4P49835 RNNDLRRLMRLLVFSGFFARERDGNSHDHD-EELYIPTTMSALLVNQKDV 115
EG4P49859 RNNDLRRLMRLLVFSGFFARERDGNSHDHD-EELYIPTTMSALLVNQKDV 149
EG4P49884 RNNDLRRLMRLLVFSGLFGRKRDGNSPDHDDEELY I PNTMSALLVKEKDA 116
EG4P49850 KNNDLRRLMRLLVFSGFFARKRDGNSHDHD-EELYIPTTMSALLVKENDA 115
EG4P993 KTPALGSLMRLLVHSGVFASHPQ---QGGGEEEGYFLTPTSELLVKEEKA 103
EG4P99510 RTAALRRLMRMLVHSGCFAKDVVG---DGE-EGAYVLTPFSRLLLKEKRT 112
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA KSQSFQRLMRALVNSNFFIEENS ————— NNQEVCYWLTPASRLLLKGAPL 113
Kkk Ak kL KL Kok ok ks
EG4P49835 NVSSFALVMLDQMFLEPWYHLSSWLKQDMLPATPFEAAHGKGVWEATSQS 165
EG4P49859 NVSSFALAMLDOMFLHPWYHLSSWLKQDNLPATPLEAAHGKGVWEATSQS 199
EG4P49884 NVSSF-LLMLDQMLLNPWYNLSSWFKQDKLP-TPFEVAHGKGVWEATSQT 164
EG4P49850 NVSSFVLAILDQTLENPWYHLSSWFKQDKVPATPFEVAHGRDVWEAISRS 165
EG4P993 CVSPFALLILNWTMLVPGHQLGEWFMAGAAAETPFDMAHGKGIFGETNVR 153
EG4P99510 SVSAYVLGMLDPLLIQTWHSLSAWFH--GEERTPFRLAHGKGIFEAAAER 160
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA TVAPLVQVVLDPTFTNPWHYMSEWFKHENHA TQFEAANGCTFWEKLANK 162
K. kew
EG4P49835 PAFNSLLNEGMASDARFVAKVVVEECG-EIFRGLSSLVDVGGGTGTMARA 214
EG4P49859 PAFNSLLNEGMASDARFVAKVVVEECG-EIFRGLSSLVDVGGGTGTMARA 248
EG4P49884 PGFDSLVNEGLASDSQFVAKLVVEECG-EVFKGLRSLVDVGGGTGTMARA 213
EG4P49850 PAFNSLCYEAMASDSRFVAKLVVEECG-EVFRGLRSLVDVGGGKGTMARA 214
EG4P993 ADFNELFNEAMASDARLVTEVALLQRQWEMLRGVRSVVDVGGGTGTVAKS 203
EG4P99510 PELASFLNAAMASDSQLVGEVMVRECS-EAFKGVKSLVDVGGCTGTMAMI 209
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA PSMGRFFDEAMSCDSRLVAHVLTKDYK-HVIDGIRTLVDVGGGNGTMAKA 211
Cokirik s s s ks saikkkkk Aksk
EG4P49835 IADAYPHVKCTVLDLPQVVASS--EAGE--TVQLVAGDMFQYVPPADAVL, 260
EG4P49859 IADDYPHVKCTVLDLPQVVASS--EAGE--TVQLVAGDMFQYVPPADAVL 294
EG4P49884 IAEAYPQVKCTVLDLPHVVASS--EASE--AVQLVAGDMFQYIPPADAVL 259
EG4P49850 IAVAYPQVKCTVLDLPHVVASP--EASE--EVQLVAGDMFQYVPPADAVL, 260
EG4P993 IAKALPEVRCMVLDLPHVVATMDEEQRE--GVEFIGGDMFEHIPPADAVL, 251
EG4P99510 IAEAFPDIKCTVFDLPHIVAAAAAEAKTPAAVDFVGGDMFERVPPADVAL 259
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA IVEAVPTMKCTVLDLPHVVAGL--ESTD--KLSYIGGDMFQSIPSADAIL 257
KLk sk krkkks gk * L kkkkn ik Kk %
EG4P49835 LKWVLHDWSDEECVKILKRCKEAVPSKEKGGK--—===========--~ 292
EG4P49859 Lmmmmmmmmmmm o KVIKRTDCMLN 306
EG4P49884 LKWVLHDWSDEDCVNILKQCKKAVPSKEEGGKKYFGKLSDESSLT----- 304
EG4P49850 LKNQIGSTLSTSHATITITSFSAHYYIYGISG--—=======—===---= 292
EG4P993 LKWILHDWSDEHCIKILKHCKEAIPTKKDGGKYSPQLASIMELTNGQSFG 301
EG4P99510 LKVSISLRLG-LQTKVGMRSDSGMNRREPVR-———=======—==————— 289
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA LKFIIHDWDDEEGLKILKRCKDAVGIGGKVIIIDVVVGYN=-======-=~ 297
* R
EG4P49835 ALEWWFTSLVSVRIPTERFCS----- 313
EG4P49859 QEWHHY PTK 315
EG4P49884 mmmmmmmmmoeo VFGGRGSISGYRRIDFSLLIYSDGDRSSSMIGLYVQA- 341
EG4P49850 LCSVGSKLAITVASRKASSSLVTAR--- 317
EG4P993 KPFQAHTLLLNQSFSTAGLMSLNCAVELGIADLIHSHGGPMPLSELARST 351
EG4P99510 LSGIGRVAVIGWARDMRLPSNLL--- 312
Sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA ——-—=———==——— HDVDEVLEDQLHFDMAMMSYFNAKERTMNEWEKLISA 334
EG4P49835
EG4P49859
EG4P49884
EG4P49850
EG4P993 PIPPEKAPLSAASCVSS----- 368

EG4P99510
sp|Q93WU3|CVMT1_OCIBA AGFTSYKLTPAFGVRSLIEAYP 356
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6. Alinhamentos das sequéncias genémicas do gene COMT2 de E. guineensis e E. oleifera.

6.1. EG4P49835: Delecdo no gene E. oleifera (1pb em vermelho).

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
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EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E

EG4N49835E

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

EG4N49835E.
EG4N49835E.

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

.guineensis
EG4N49835E.

oleifera

.guineensis
EG4N49835E.

oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

guineensis
oleifera

—---ATGGAATCCTTGGATGGAGAATGTCAATCTTTGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCAT

ATGGAGTACtCCTTGGATGGAGAATGTCAALCTTTGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCAT
J kKo k ok ok ok k ok k ok ko ok ok ok ok ok ok K ok K K ok K K ok K K ok K K ok K K K kK K K kK Kk K

GCATGGAACCACATATTTAGCTTCATAAACTCCATGTCCCTCAAGTGTGCCGTGGAGCTC
GCATGGAACCACATATTTAGCTTCATAAACTCCATGTCCCTCAAGTGTGCCGTGGAGCTC

ok ok kK kK KK K Kk Kk ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok K ok K Kk kK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

GGCATAGCTGACATCATCCACGCCCATGGCAAGCCAATCTCCCTCCTTGAACTAGCAACC
GGCATAGCTGACATCATCCACGCCCATGGCAAGCCAATCECCCTCCTTGAACTAGCAACC

ok ok kK kK KK K Kk Kk ok k k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok K ok kK Kk kK Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

AAACTATCCATACCCCCCACCAGAAACAACGACCTGCGCCGCCTCATGCGCCTCTTGGTG
AAaCTATCCATACCCCCcACCaG-AACAACGACCTGCGCCGCCTCATGCGCCTCCTGGTG

hok ok ok ok kk kKA KKK R KA R kA hhkk hokhkhkkhkkhkk kAR KA KKK RAA KR ARk *  hok kK ok

TTCTCGGGATTCTTCGCTCGGGAGCGAGATGGARACAGTCACGACCACGACGAAGAGCTG
TTCTCGGgATTCTTCGCTCGGgAgCGAGATGGARaCAGtCACGACCACGACGAAGAGCTG

kok ok ok ok ok ok ok kA KR KKK ARk Ak kkkkkokkkkokkokok ko ok ok kk ko Kk Ak ok ok ok ok kok kok ok ok ok ok ok ko

TACATCCCCACCACCATGTCTGCTCTCCTTGTCAATCAGAAAGATGTGAACGTCTCGTCC
TACATCCCCACCACCATGTCTGCTCTCCTTGTCAATCaGAAAGATGTGAACGTCTCGTCC

ok kK kK KK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok o K ok K K kK K K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

TTCGCTCTCGTAATGCTGGACCAAATGTTCCTACACCCATGGTATCACCTCAGTAGTTGG
TTcGCTCTCGtAATGCTGGACCAAATGTTCCTACACCCALGGTATCACCTCAGTAGTTGG

ok kK K KK KK Kk Kk k ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok K ok kK K kK Kk K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

CTCAAGCAAGATATGCTGCCGGCCACTCCCTTTGAGGCGGCACATGGGAAGGGTGTTTGG
CTCAAGCAAGaTAAGCTGCCGGCCACtCCCcTTEGAGGCGGCACATGGgAAGGLGTTLGG

kokkkkkkk kA kAK Khhkhhhhhkhkhhkhhkkhkkhkkkk kA kA Kk kkkkkok ko ko Kk kokkx

GAGGCCACCAGCCAAAGCCCGGCCTTCAACAGTTTGCTGAACGAGGGAATGGCAAGCGAC
9gAGGCCACCAGCCAAaGCCcGGCCTTCAACAGTTEGCTGAACgaGGGAATGGCAAGCGAC

kok ok ok ok k ok k kAR KRR KAk kkkkkkokkkk ok kk ok h ok ok k ko kA Kk Ak kk ok kkok ko ko Kk ko kk

GCTCGGTTCGTGGCCAAAGTGGTTGTGGAGGAGTGCGGCGAGATCTTCCGGGGCCTGAGC
gCTCGGTTCGTGGCCAAacTGGTTGTGGAGGAGTGCGGCGAGATCTTCCGGGgCCTGagC

Kok ok ok ok ok ok ok kK kKKK KKk k Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok K K kK kK Kk Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok kK K

TCGCTGGTGGATGTTGGTGGAGGGACGGGCACGATGGCACGTGCCATCGCCGATGCCTAT
TCGCTGGTGGATGTTGGTGGAGGgACGGgCACGATGGCACGTGCCATCGCCGATGCCTAT

ok ok ok ok ok ok ok kk kR Ak Rk hkkkkkokkokkokkkok ok kok ok ko k ok ok ok ok k Kk ok ok kkkk kok kok ok ok ok ok ok kK

CCACACGTGAAGTGCACCGTACTTGACCTCCCTCAGGTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGGGC
CCACACGTGAAGTGCACCGTACTTGACCTCCCcTCAGGTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGGGC

ok ok ok ok ok ok ok ok k kR AR Kk hkkkkokkokkokkkok ok kok ok ko k ok ok ok ok kK k ok ok kk ok ok kok ok ok ok ok ok ok ok kK

GAGACGGTCCAGCTTGTCGCGGGAGACATGTTTCAGTATGTTCCTCCTGCTGATGCGGTG
GCGACGGTCCAGCTTGtCgCGGgAGaCATGTTTCaGTATGTTCCTCCTGCTGATGCGGTG

Kk ok ok kK Kk kK Kk Kk k ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K Kk kK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok kK K

CTGCTCAAGTGGGTGCTGCATGATTGGAGTGACGAGGAATGCGTGAAGATACTGAAAAGA
CTGCTCAAGTGGYTGCtGCATGATTGGAGTGACGAGGAATGCGTGAAGATACtGAARAGA

ok kK KK K K Kk K Kk k k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK Kk kK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

TGTAAGGAGGCTGTTCCATCTAAAGAAAAGGGAGGGAAGGCTTTGGAGTGGTGGTTCACA
TGTAAGGAGGCTGTTCCAtCTAAAGAAAaGGgaGGgAAGGCTTTGGAGTGGTGGTTCACA

ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR AR Rk kkkkkokkokkokkkok ok kok ok ok ok k ok ok ok ok kK ok ok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK

TCACTCGTCTCAGTGCGTATTCCTACTGAGAGGTTCTGCTCTTGA 942
TCACTCGTCTCAGTGCGTATTCCTACTGAGAGGTTCTGCTCTTGA 944

hokkkkkkkkkkkkhkkhkhkhhkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkk kX kk k%

57

117
120

177
180

237
239

297
299

357
359

417
419

477
479

537
539

597
599

657
659

717
719

777
779

837
839

897
899



6.2. EG4AP49884:

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N498840oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N498840oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N498840leifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N498840leifera

EG4N49884guinennsis
EG4N498840leifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

EG4N49884guinennsis
EG4N49884oleifera

Delecéo no gene E. oleifera (1pb em vermelho).

ATGGATTCCTTAGTTGGAGAATGTCAATCTTTAGAGCTCTTGAAAGCTCAAGCTCATTCA
ATGGATTCCTTAGTTGGaGAATGTCAATCTTTAGAGCTCTTGAAAGCTCAAGCTCATTCA

Kok kok ok ok ok ok ok ok ok k Kk ok kA KKKk Akkkkkkokkokokok ok ok ok ok ok ok ok ko k ok k ok kk kkkkkokkokkok ok ok ok

TGGAGCCACATATTCAGCTTCATAAACTCCATGTCCCTCAAGTGTGCCGTAGAGCTCGGC
TGGAACCACATATTCAGCTTCATAAACTCCATGECCCTCAAGTGTGCCGTAGAGCTCGGC

Kok okok Kok ok Kk kK kKK Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok kK Kk Kk K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok K ok

ATAGCAGACATCATCCACACCCATGGCAAGCCAATCTCCCTCCTTGAACTAGCAACCAAA
ATAGCAGACATCATCCACACCCATGGCAAGCCAATCTCCCTCCTCGAACTAGCAACCAAA

kok ok ok k ok ok ok k Kk k kAR KRR AKR KA Ak hkhkkkkkkkkkkhk kA kXK KA KKK Kk k kK k kK &k

CTATCCATcCCCCCCACCAGAAACAACGACTTGCGCCGCCTCATGCGCCTCCTGGTGTTC
CTATCCATCCCC-CCACCAGAAaCAACgACTTGCgCCGCCTCATGCGCCTCCTGGTGTTC

kokkkkkkkkhhk KAKKKAKRKA A hhkhkkkkkkkkkkhk kA kXA KKK KK KKk k kK k ok * ok

TCGGGATTATTCGGTCGAAAGCGTGATGGGAACAGTCCCGATCACGACGACGAAGAGCTG
TCGGGATTCTTCGCTCGAAaGCGTGATGGGAACAGTCCCGATCACGACGaCGAAGAGCTG

dokokokokkokk  kokkk KKKk kkkokkokokok ok ok ok ok ok ok K ok k kK Kk kK Kk Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok kK ok

TACATCCCCAACACCATGTCTGCCCTCCTTGTCAAGGAGAAGGATGCGAACGTCTCGTCG
TACATCCCCcAACACCATGECTGCCcTCCTTGTCAAGGagAAGGATGCGAACGTCTCGTCG

ok ok ok ok ok ok K Kk K K Kk Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok o ok ok ok kK kK K Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok

TTCCTTCTGATGCTGGACCAAATGTTGCTCAACCCATGGTATAACCTCAGTAGTTGGTTC

TTCCTTCTGATGCTGGACCAAAaTGTTGCTCAACCCAGGGTATAACCTCAGTAGTTGGTTC
ok ok ok k ok Kk ok ok Kk ok ok Kk ok kK k ok ok ok ok ok ok ok k ko k ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok K ok ok ok ok kK

AAGCAAGATAAGCTGCCCACGCCCTTCGAGGTAGCACATGGAAAGGGTGTTTGGGAGGCC

AAGCAAGaTAAGCTGCCcAcGCCcTTCGAGGTAGCACATGGAAaGGgTGTTTGGgAGGCC
ok ok ok ok ok Kk ok ok Kk ok ok K ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok K ok ok ok ok kK

ACCAGCCAAACCCCGGGCTTCGATAGCTTGGTGAACGAGGGGTTGGCAAGCGACTCTCAG
ACCAGCCAAaCCCGGgCT-TCGATGGCTTG-GGgAACGAGGGTTGGCAAGCGACTCTCAG

Kook ok ok ok Kok ok kK ok ok K Kk *kkkk kkkkk Kk ok hokkkkkkk kAKX KKK Xk kkk*k

TTCGTGGCCAAACTGGTCGTCGAGGAGTGCGGCGAGGTCTTCAAAGGCCTGAGGTCGCTG
TTCGTGGCCAAACTGGTTGTCGAGGAGTGCGGCGAGGTCTTCAAaGGCCTGAGGTCGCTG

kokkokkkokkhkkkkkkkAK Ahkhhhhhhkhhkkkkkkkkkhkkkk kA *k*kkkkkkkkkok Kk k*

GTGGACGTTGGTgGGGGGACGGGCACGATGGCCCGGGCCATCGCGGAGGCCTATCCACAG
GTGGACGTTGGTGGGG-GACGGgCACGaTGGCCcGGgCCATCGCCGAGGCCTALCCACAG

kokkkkkkkhkkkkkhkhk KAk hkhhhhhkhhhkkkkkkkkhkkkkkx  Khkkkkkkkkkkkk*

GTGAAGTGCACCGTCCTTGACCTGCCCCACGTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGAGCGAGGCG
GTgAAGTGCACCGECCtCGACCT-CCCCACgTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGAGCGAGGCG

Kokokok ok kok ok kkkk kR kK Kk kkk  kokokok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ko Kk Kk Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok kK ok

GTCCAGCTTGTCGCGGGAGATATGTTTCAGTATATCCCTCCTGCTGATGCAGTGCTGCTC
GTCCAGCTTGTCGCGGGAGATATGTTtCAGTATATCCCTCCTGCTGATGCAGTGCTGCTC

ok ok ok ok ok ok Kk kK K K KK Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok kK Kk kK ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok kK ok

AAGTGGGTGCTACATGATTGGAGCGACGAGGACTGCGTAAACATACTGAAACAATGCAAG
AAGTGGGTGCTACATGATTGGAGCGACGAGGACTGCGTAAAGaTACTGAAACAATGCAAG

kokkokkkokkkkkkkkk Ak kA hkhhhkhhkhkkkkkkkkkkkkkk K kkkkkkkkkkkkkokkkk

AAGGCTGTTCCATCCAAAGAAGAgGGGGGAAAGAAATACTTTGGAAAGCTCTCCGACGAG
AAGGCTGTTCCATCCAAAGAAGAGGGG--GAAaARatACTTtGGAAAGCTCcTCCGACGAG

hokkokkkkkkkkkkk kA kR Ak hkkkkk* dk kkkkkkkkkkkkkkk kA kKRR KAk k kK

AGTAGTCTTACGGTCTTTGGTGGTAGGGGTTCGATATCGGGCTACCGTCGGATCGATTTT
AGTAGTCTTACGGtCTTtGGTGGTAGGGGTTtGATATCGGACTATCgTCGGATCGaTTTt

hokokokkkkkkkkkkk kA Ak Ak khkkkkkkkkk Hhhkkkhkhhk *xk AkkAkrAxkkxkkk*

AGCCTGCTCATCTACTCCGATGGCGATCGGAGCAGCTCGATGATTGGACTGTACGTCCAG
AGCCTGCTCATCtACTCCGATGGCGATCGGAGCAGCTCGACGATTGGACTGTAGGTCCTA

ok okok ok ok ok ok kkkkkk kA Ak Ak kkkkkkkhkkkkkkkkkhkkkk khkkk kA kXA xk* *kk*k

GCC_TGA 1026
GGCTTGA 1020

* ko

60
60

120
120

180
180

240
239

300
299

360
359

420
419

480
479

540
537

600
597

660
656

720
715

780
775

840
835

900
893

960
953

1020
1013

67



6.2.1. A sequéncia EG4P49859 é mesma EGN49835 para E. oleifera.

G4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859E0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859E0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eoleifera

EG4N49859E.guinennesis
EG4N49859Eo0leifera

ATGAAGGAAAGAAGGGAACCCTTGGAGCCGTCCCTTTGGTGCTATTTGCCGCAATTAGCA

ATCCATAAGAGACTCAGGGCCTGGAAAAAGAGTGCAAGTGTGATGGAATCCTTGGATGGA
——————————————————————————————————————— ATGGAGTACtCCTTGGATGGA

Kk ok k kokkokokokok ok ok ok kK

GAATGTCAATCTTTGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCATGCATGGAACCACAAATTTAGC
GAATGTCAAtCTTTGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCATGCATGGAACCACATATTTAGC

kok ok ok ok k ok ok Kk hk KA KRARKA KRR hhkkkkkhkkkhkhhkkhkhkkkhk kAKX ARKA KK Kk k kK kk

TTCATAAACTCCATGTCCCTCAAGTGTGCCGTGGAGCTCGGCATAGCTGACATCATCCAC

TTCATAAACTCCATGTCCCTcAAGTGTGCCGTGGAGCTCGGCATAGCTGACATCATCCAC
ok ok ok K ok ok Kk ok ok Kk ok ok ok ok ok k ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok K K ok ok K K ok ok kK ok kK ok ok Kk ok ok Kk ok ok Kk kK

GCCCATGGCAAGCCAACCTCCCTCCTTGAACTAGCAACCAAACTATCCATACCCCCCACC
GCCCATGGCAAGCCAATCtCCCTCCTTGAACTAGCAACCAAACTATCCATACCCCCCACC

ok kok ok ok ok ok kkkkk kKK Kk kkkokkokokokkok ok okok ok Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk Kk kok kk ok ok ok ok ok ok kK

AGAAACAACGACCTGCGCCGCCTCATGCGCCTCTTGGTGTTCTCGGGATTCTTCGCTCGG
aG-AACAACGACCTGCGCCGCCTCATGCGCCTCCTGGTGTTCTCGGGATTCTTCGCTCGG

kok kkkkkkkk kA KK AR KAk hhhkkkkkkkkk hkhkkk kAR A A KR A Kk ok kk ok ok kK kokkx

GAGCGAGATGGAAACAGTCACGACCACGACGAAGAGCTGTACATCCCCACCACCATGTCT
gAgCGAGATGGAAaCAGtCACGACCACGACGAAGAGCTGTACATCCCCACCACCATGTCT

kok ok ok ok ok ok ok k ok k kA KR AR KA Ak kkkkkkkkkkkhkkhkkkk kA A Kk Ak kkkkkok kK kok Kk x

GCTCtCCTTGTCAAtcAGAAAGATGTGAACGTCTCGTCCTTCGCTCTCGCAATGCTGGAC
GCTCTCCTTGTCAATCaGAAAGATGTGAACGTCTCGTCCTTcGCTCTCGLAATGCTGGAC

hok ok ok ok ok ok k kA kXA AKX Ak kkkkkkkkkk ok ok kk ok kkkkkk kA Ak Ak kkkk ok ok ok ok ok K % ok % %

CAAATGTTCCTACACCCATGGTATCACCTCAGTAGTTGGCTCAAGCAAGaATAATCTGCCG
CAAATGTTCCTACACCCAtGGTATCACCTCAGTAGTTGGCTCAAGCAAGATAAGCTGCCG

hok ok ok ok ok ok ok ok kk kA kXA A Ak kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk kXA XXk Ak kkkkk Kk okokok ok k

GcCACTCCCCTTGAgGCAGCACATGGGAAGGGTGETTGGGAGGCCACCAGCCAAAGCCCG
GCCActCCcTTtGAGGCGGCACATGGgAAGGgLtGTTEtGGgAGGCCACCAGCCAAAGCCCG

kokkkkkkkk KAAKKAK Ahhhhhhkhhhkkhhkhkhkkhkhkkk kLA Kk A Kk kkk ok ok kK kokkx

GCCTTCAACAGCTTGCTGAACGAGGGGATGGCAAGCGACGCTCGGTTCGTGGCCAAAGTG

GCCTTCAACAGTTtGCTGAACgaGGGAATGGCAAGCGACgCTCGGTTCGTGGCCAAACTG
kokkkkkkkkkk hhkkkhhkhkhkhhhhh Ahkkkhhhkhkhkhkhkhkhhhkkkkkkhkkkkkkkk *k

GTTGTGGAGGAGTGCGGCGAGATCTTCCGGGGCCTGAGCTCGCTGGTGGATGTTGGTGGA
GTTGTGGAGGAGTGCGGCGAGATCTTCCGGGGCCTGagCTCGCTGGTGGATGTTGGTGGA

ok ok ok ok kK Kk Kk K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok kK kK Kk Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok kK

GGGACGGGCACGATGGCACGTGCCATCGCCGATGACTATCCACACGTGAAGTGCACCGTA
GGgACGGgCACGATGGCACGTGCCATCGCCGATGCCTATCCACACGTGAAGTGCACCGTA

hokkokkkkkkkkkk kA Ak khhhhkkkkkkkkkkhkh KAk kA AR AA Rk AR AR Kk kkkkkkk

CTTGACCTCCCTCAGGTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGGGCGAGACGGTCCAGCTTGTCGCG
CTTGACCTCCcTCAGGTGGTAGCGAGCTCGGAAGCGGGCGCGACGGTCCAGCTTGECgCG

kokkokkkkkkkkkk kA Ak Ak hhkhhhhhhkhkhkhkkkhkkhhkk kkkkrkkhkkhhkkkkkkkkk

GGAGACATGTTTCAGTATGTTCCTCCTGCTGATGCGGTGCTGCTCAAGGTGATTAAAAGA
GgAGaCATGTTTCaGTATGTTCCTCCTGCTGATGCGGTGCTGCTCAAGTGGGTGCEGCAT

hokkokkkk ok khkkkk kAKX KA Ak kkkkkkkkhkkkhkkkkkkkkkk kX kXXX * *

ACCGATTGCATGCTAAATCAAGAGTGGCATCATTACCCCACCAAGTG-—————————————
GATTGGAGTGACGAGGAATGCGTGAAGATACtGAARAGATGTAAGGAGGCTGTTCCALCT

* * * ok ok * * *k *

ARaGAAAaGGgaGGgAAGGCTTTGGAGTGGTGGTTCACATCACTCGTCTCAGTGCGTATT
*

------------------------ 948
CCTACTGAGAGGTTCTGCTCTTGA 944

120
21

180
81

240
141

300
201

360
260

420
320

480
380

540
440

600
500

660
560

720
620

780
680

840
740

900
800

947
860

948
920

68



6.2.2.

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4N993E
EG4N993E

EG4P993:

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

.guinennesis
.oleifera

Delecdo no gene E. oleifera (2pb em vermelho).

————————————————————————————— ATGGACCAACTCCAAGACAAAGCCCAGCTGT 31
ATGGGACTCATCCAAGagAAGCAGCCAGCCAAGGATACACTCCAAAaCAAGCCCAGCTGT 60
o x Kok K KRRk Kk Rk
GGAACCACGCTCTAGGCTTCATTAGATCCATGTCCTTCAAGTGCGCCATCGAGCTCGGCA 91
GGAACCACGCCCTAAGCTTCATTAGATCCATGTCTCTCAAGTGCGCCATCGAGCTCGGCA 120
koA Ak KRk KAk Kk ko Kk KRk KKk KRk Kk kR Rk kK kR kK K kR kK
TTTCCGACGTTCTGCACAACCACGGCAAGCCCATCACTCTCTCCGAGCTTGCCACCTTCC 151
TCCCGGACGTTCtGCACAACCACGGCAAGCCCGTCACTCTCTCCGAGCTTGCCACTTTCC 180
* Kk kkkkhk kA hkkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhhkhk *hhkhhkrhkhhhhhkhkrkhkhhhhkkk K*khkkk
TCTCCATCCCTCCGTCCAARACCCCGGCCCTCGGAAGCCTCATGCGCTTGCTCGTCCACT 211
£CTCCATCCCtCCGTCCAARACCCC--GCCTCGGAAGCCTCATGCGCTTGCTCGTCCACT 238
hkkkkkhkhkhkkhkhkkhkkkxhkhkkkk*k hhkkhkhkkhhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkxkhkhkk
CCGGCGTTTTCGCGAGTCACCCACAACAAGGAGGGGGAGAAGAAGAGGGGTATTTCCTCA 271
CCGGCATTTtCGCGAGTCACCGACACCAAGTAGCGGYAGAAGAAGAGAGTTATTtCCTCA 298
Kokokkk Kok k kKK R Rk KKk KAk Kk kA kKR ko kA kK kK kR kK
CGCCGACCTCTGAACTCCTGGTGAA---GGAGGAGAAGGCGTGTGTCTCGCCGTTCGCGC 328
CGCCGACCTCTGAACTTCtGGTGATCAAGGAGGAGAAGGTGTGTATCTCGCCGTTCGCGC 358
kkkkkkhkkhkkkkkhkkhk *kkkkkk khkkkhkkhkhkkkk hhkkhkk Fhkhkkkkkhkkkkkkhkkk
TGCTGATATTGAACTGGACCATGTTGGTGCCGGGGCACCAGCTGGGGGAGTGGTTCATGG 388
TGATGATaTTGAACTGGACCCTGCTGGGCCGGCG-CACCACCTGGGGGAGTGGTTCAGGS 417
hk kkkkkkkkkhkkkkkkxkk Kkk  kkk * ok ok kkkkk kkkkkkkhkkkkkkkkk kK
CCGGGGCGGCGGCGGAGACGCCGTTCGACATGGCGCACGGCAAGGGGATATTTGGGGAGA 448
CTG-GGgCGGTGGGCCGACGCCGTTCGACATGGTGCACGGCAAGGGaTTCTTCGAGGAGA 476
Kok Kk kK K kR kR Rk KKk kk KAk KRRk kA KKk Kk K kA K
CGAACGTGAGGGCAGACTTCAACGAGCTGTTCAACGAGGCGATGGCGAGCGACGCGCGGC 508
CGAACGCGAGGGCAGACTTCAACGAGCTGTTCCACAAGGCGATGGCGAGCGACGCTCGGC 536
ok Kk ko Ak Kk kKK kR kK ko Kk kK Rk KKk kKK Rk
TGGTGACGGAGGTGGCGCTTCTGCAGCGGCAGTGGGAGATGCTCCGCGGGGTGCGGTCGG 568
TGGTGACGGaGGTGGTGCTTCTGCGGCGGCAGTGGgaGGTGCTCCGEGGGgTGCGGTCGG 596
Kkkkkkhkkhkhkkhhkhkkhk Khhkkkhkhkhkkhkh khhkkhkhkhhhkhkhkhkkhk *khhkhkhkhkhk *khkhkhkkhkhkkkxkhk
TGGTGGACGTGGGCGGCGGAACGGGCACGGTGGCGARATCCATCGCCAAGGCGTTGCCCG 628
TGGTGGACGTGGGCGGGGYCACGGGCACGCTGGCGAAGGCCATCGCCAAGGCGTTECCCG 656
hkkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhk Kk Khkkkhkhkkkhk *kkkkkhk khkkkhkkkkkkkkhkkkk *Khkkk
AGGTGCGGTGCATGGTGCTGGACCTGCCACACGTGGTGGCGACGATGGACGAGGAGCAGC 688
aGGTGCGGTGCATGGTGCTGGACCTGCCGCACGTGGTGGACACGGTGCACGaGGGGgagh 716
Sk ok ok ko kK k R Kok kKKK Kok KKk Rk KKk Kk Kk KRk kK Rk
GGGAGGGCGTGGAGTTCATCGGAGGGGACATGT TCGAGCACATCCCTCCGGCGGATGCCG 748
AGGaGGGCGTGGAGTTCGLCGGAGGGgaCATGTTCGAGCACAL CCCTCCGGCGGATGCCG 776
hhkkkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhk hhkhhkkhhhhkhhkhhkkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhhkkhkkkhkkhkhkkkxkkhk*xk
TCTTGCTCAAATGGATATTACATGACTGGAGTGATGAACACTGCATCAAGATACTAAAGC 808
TCTTGCTCAAATGGATATTACATGATTGGAGTGATGAGCATTGCATCAGGATACTARAGC 836
Kkkhkkkhkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkh khkkhkkhhkkkhkhkk *k kkhkkhkkkhkk *kkkhkkkkkxkk
ATTGCAAAGAAGCTATTCCTACTAAGAAAGATGGTGGAAAGTACTCGCCACAACTAGCTA 868
GTTGCAAAGAAGCTATTCCtCCTAAGAAAGATGGCGGARA- ——————————————————— 876
P P
GTATCATGGAGCTCACCAATGGCCAGAGCTTTGGCAAGCCTTTCCAAGCCCATACCCTTC 928
———————————————————————————————————————————————————————————— 876
TTTTGAACCAATCTTTCAGCACCGCCGGGCTGATGTCCCTCAACTGTGCGGTTGAGCTCG 988
———————————————————————————————————————————————————————————— 876
GCATCGCCGACCTCATCCACAGCCACGGCGGCCCTATGCCCCTCTCCGAGCTGGCCAGAT 1048
———————————————————————————————————————————————————————————— 876
CCATCCCCATCCCTCCCGAGAAGGCTCCTCTCTCCGCCGCCTCATGCGTCTCCTCGTGA 1107
——————————————————————————————————————————————————————————— 876
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6.2.3. EG4P49850: Delecdo no gene E. oleifera (2pb em vermelho).

EG4N49850Eguinennesis ATGGAATCCTTGGACGGAGAATGCCAATCTTTGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCATGCA 60
EG4N49850Eo0leifera ATGGAATCCTTGGACGGAGAATGCCAATCTTtGGAGCTCCTGAAAGCTCAAGCCCATGCA 60
Sk o o o o KKK K K K K kKK K K ok kKK K K ok ok ok ok ok kKK K K K K ok kK K K K K ok ok K
EG4N49850Eguinennesis TGGAACCACATATTTAGCTTCATAAAGTCCATGTcCCTcAAGTGTGCCGTGGAGCTCGGC 120
EG4N49850Eoleifera TGGAACCaCATATTTAGCTTCATAAAGTCCACGTCCcTCAAGTGTGCCgTGGAGCTCGGC 120
Sk o o o kK K K K K K K kK KK K Kk kK Kk K ok ok ok ok kKK K K K K kK K K K K ok ok K
EG4N49850Eguinennesis ATAGCAGACATCATCCATACCCATGACAAGCCAATCTCCCTCACTGAACTAGCCGCTAAA 180
EG4N49850Eoleifera ATAGCAGaCATCATCCATACCCATGACAAGCCCATCtCCCTCACTGAACTAGCCGCTAAa 180
hhkkkhkhkhhhhkhkhkhkhhhkhkhkkhhhhhkhkhhhhkhkdk *hhkhdrkhkhkhhhhkdkhkkhhkhkkhkkkhkkx
EG4N49850Eguinennesis CTATCCATTCCCCCCACCaAAAACAACGACCTGCGCCGCCTCATGCGCCTCTTGGTGTTC 240
EG4N49850Eoleifera CtATCCATTCCCCcaC--CAAAACAaCGACCTGCgCCGCCTCATGCGCCTTTEGGEGTTC 238
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok hhkkkhkhkhkkhkhkhkhkhhhhhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkkdkx *hkkhkkhkxx
EG4N49850Eguinennesis TCGGGATTCTTCGCTCGGAAGCGTGATGGAAACAGTCACGACCACGACGAAGAGTTGTAC 300
EG4N49850E0leifera tcGGGATTCTTCGCTCGGAAGCGTGATGGAAaCaGTCACGACCACGACGAAGaGCTGTAC 298
Sk o o o o kKKK K K K K kKK K K ke kK K K K ko kR kKK K Kk kR Kk Kk Kk kK
EG4N49850Eguinennesis ATCCCCACCACCATGTCTGCTCTCCTTGTCAAGGAGAACGATGCGAACGTCTCCTCCTTC 360
EG4N49850Eoleifera ATCCCcACCACCATGTCTGCTCTCCTTGTCAAGGaGAACGATGCGAACGTCTCCTCCTTC 358
hhkkkhkkhkhhkhkhkhkhhhkhkhkkhhhhhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhhhhkhkkhkhkhhkkhkkhkkkkhkkkxkhkk*
EG4N49850Eguinennesis GTTCTCGCAATTCTCGACCAAACGTTGTTCAACCCATGGTATCACCTCAGTAGTTGGTTC 420
EG4N49850Eo0leifera GTTCTCGCAGCGCTGGaCCAAATGTTGTTGCACCCATGGTATCACCTCAGEAGTTGGTTC 418
Kk ok ok ok ok ok ok ok kk kkkkkkk  kkkkokk hhkkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkkkhkkkkhkkhkkkkxkkkk
EG4N49850Eguinennesis AAGCAAGATAAGGTACCCGCCACTCCCTTTGAGGTAGCACATGGAAGGGATGTTTGGGAG 480
EG4N49850Eo0leifera AAGCAAGaTAAGGTGCCCGCTACtCCCTTTGAGGTAGCACATGGAAGGGgLGTTEGGgAG 478
Kk Kk kKKK KKK Kk k Kk KKKk Kk kK Kk Kk kR kKK KK Rk Kk kKK K Kk kK K
EG4N49850Eguinennesis GCCATCAGCCGAAGCCCGGCCTTCAACAGCTTGTGCTACGAGGCGATGGCAAGCGACTCT 540
EG4N49850Eoleifera GCCTTCAACCGAAGCCcGGCCTTCAACAGCTTGTTCAACGAGGCGATGGCAAGCGACTCE 538
Kk ok kKKK KRRk Kk kK K KKk kKK k kA kR k ok KKk K K ok kKK K K K K ok kK
EG4N49850Eguinennesis CGGTTCGTGGCCAAACTGGTTGTCGAGGAGTGCGGCGAGGTCTTCCGAGGCCTGAGGTCG 600
EG4N49850Eo0leifera CGGTTCGTGGCCARaCtGGTTGTCGAGGAGTGCGGCGAGGtCTTCCGGGgCCTGAGGTCG 598
hhkkkhkkhkkhkhhkhkhkhhhhkhkhkhkhhhhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhhhkdkkx hhkkkhkkkkkhkkk
EG4N49850Eguinennesis CTGGTGGATGTCGGTGGGGGAAAAGGCACGATGGCCCGCGCCATCGCGGTGGCCTATCCA 660
EG4N49850Eoleifera CTGGTGGATGtCGGTGGGGGA-AaGGCACGATGGCCCGCGCCATCGCGGAGGCCTATCCA 657
hhkkkhkkhkhkkhhkhkhkhkhhhkhkhkhkhk *hkhkhhhhkhkkhkhkhhhkhhkhkhkhkhhhkkhkkk *hkkhkkhkhkhkkk
EG4N49850Eguinennesis CAGGTGAAGTGCACCGTCCTTGACCTGCCTCACGTGGTAGCAAGCCCGGAAGCGAGCGAG 720
EG4N49850Eo0leifera CAGGTGAAGTGCACCGtCCTTGACCTGCCCcACGTGGTAGCAAGCTCGGAAGCGAGCOAG 717
Kk KK K K KK Kk Kk K K KK KK Rk Kk kKKK Rk Rk kK KK KK K ok kR Kk X K K K ok kK
EG4N49850Eguinennesis GAGGTCCAGCTTGTCGCGGGAGACATGTTTCAGTATGTCCCTCCTGCGGATGCAGTGCTG 780
EG4N49850Eoleifera GCGGTCCAGCTAGTCGCGGgAgACaTGTTtCAGTATGTCCcTCCTGCGGATGCAGTGCTG 777
Kk kkkkkkkhkk hokkkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhhhkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkkhkkkhkkkhkkk
EG4N49850Eguinennesis CTCAAGAACCAGATTGGCTCCACCCTATCCACCAGCCATGCCACCATCACCATCACCTCT 840
EG4N49850Eo0leifera CTCAAGAACCAGATTGGCTCCACCTTGtCCATCGGCCAtGCCACCATCACCATCACCTCT 837
hhkkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhhkkdk * Khkkk * *hkkkhkhkhkhkhhkhkdhkkkhkkkkhkkkhkkkhkkk
EG4N49850Eguinennesis TTCAGCGCTCACTATTACATCTATGGCATCAGCGGCCTCTGCTCCGTCGGCTCGAAGCTG 900
EG4N49850Eo0leifera e 838

EG4N49850Eguinennesis
EG4N49850Eoleifera

GCCATCACTGTTGCTTCAAGAAAGGCATCGTCGTCGCTGGTGACAGCGAGGTAG 954
—————————————————————————————————————————————————————— 838



7. Alinhamentos das sequéncias gendmicas do gene EGS de E. guineensis e E. oleifera.

7.1 EGAN155924: Delecao no gene E. oleifera (1pb em vermelho).

EG4N155924
EG4AN155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4AN155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924

EG4N155924.

EG4N155924

EG4N155924.

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

EG4N155924
EG4N155924

B

B

.E

.E

.E

.E

.E

E

E

.E

.E

.E

.E

.E

.E

.E

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

.oleifera

ATGGCGGGAAAGATGAGCAAGATCCTGATCATCGGCGGGACGGGGTACATCGGTAAGTTT
ATGGCGGGAAA-ATGAGCAAGATCCTGATCATCGGCGGGACGGGGTACATCGGTAAGTTT

Kok ok ok ok Kok ok ok ok ok Kk kK Kk Kk ok k k ok ok ok ok ok ok o ok ok o ok ok kK kK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok K ok

GTTGTGGGAGCTAGCGCCCGGTCCGGTCATCCCACCTTCGCCCTGGTGAGAGATACCACG
GTTGTGGGAGCTAGCGCCCGGTCCGGTCATCCCACCTTCGCCCTGGTGAGAGATACCACC

Kok ok kkkkkk ok ok kh ok kh kAR KR ARKAR KRRk hhhkkkhkhkhhkkhkhhk kA AKX ARAA KK A K Kk

CCCTCCGACCCAGCCAAGGCCCAGCTCCTGGAGACTTTCAAGAACTCCGGCGTTACCCTC
CCCTCCGACCCAGCCAAGGCCCAGCTCCTGGAGACTTTCAAGAACTCCGGCGTTACCCTC

ok ok ok ok Kok ok K K K KK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok o ok ok o ok ok kK kK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok kK ok

CTCAAAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTAGAGGCCATTAAACAAGTGGACGTT
CTCATAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTGGAGGCCATTAAACAAGTGGACGTT

hokokok kokkkkkkk kKA Kk Ak kkkkkokkokokkkokkkk K kkkkkkkkkkkkkokkok ok ok kok K %k

GTAATCTCAACGGTCGGCTTACAGCAGGTGATGGACCAGCTTAAGATCATTGCTGCTATT

GTAATCTCAACGGTCGGCTTACAGCAGGTGATGGACCAGCTTAAGATCATTGCTGCTATT
Sk ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok o ok ok ok K ok ok ok K ok ok ok Kk kK Kk kK K kK kK kK K K kK kK ok

AAAGAAGTCGGAACGATTAAGAGGTTCTTGCCCTCCGAGTTTGGTTTAGATGTTGACCGC
AAAGAAGTCGGAACGATTAAGAGGTTCTTGCCCTCCGAGTTTGGTTTAGATGTTGATCGC

kok ok ok ok ok ok kkkkk kR kAR KAk hkhkhkhkkkkkkkkkkhkkk kA AR KRRk KAk kkkk KKk

ATACACAAAGCAGAGCCTGCATCGTCGGTGTTCGCACTCAAGGCTCAGATTCGGCGTGCC
ATGCATAAAGCCGAGCCTGCATCGTCGGTGTTTGCACTCAAGGCTCAGATTCGGCGTGCC

hok kok kkkkk kKKK K Ak kkkkkokokokokokokok  kok ok ok ok ok ko kK Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk

ATTGAGGCAGAAGGGATCGCTCACACCATTGTGTGCTGCAACTGCTTCGCTGGATACTTT
ATTGAGGCAGAAGGGATCCCTCACACCATTGTGTGCTGCAACTGCTTCGCTGGATTCTTT

hokokokkkokkkkkkkk kA kk khkkkkkkkkkkkkkhkhkkkhkk kA kXA kA xkkkkkkkk Kk k% ok

CTTCCAACACTAGCACAGCCAGAACCTCCAAAAGACAAAGTTACAATATTAGGCGACGGA

CTTCCAACACTAGCACAGCCAGAACCTCCAAAAGACAAAGTTACAATATTAGGCGACGGA
ok ok kK ok ok Kk ok ok Kk ok ok K ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok kK ok ok k kK

AATCAGAAAGTTGTCTTCCTTGCTGAAGAAGATGTCGGCACGTATACCATCAAAACAGTG
AATCAGAAAGGTATTCTCTCTGCTGAAGAAGATGTCGGCACGTATACCATCAAAACGGTG

kokkkkkkkkk K K Kk kkkkkkkkkkkkkkkkkkk kA KA AR KRRk KAk kkkk KKk

GATGACCCAAGGACTTTGAACAAGATTTTGTACGTGAAACCTCCTGCCAACATCTGCTCC
GATGACCCAAGGACTTTGAACAAGATTTTGTACGTGAAACCTCCTGCCAACATCTGCTCC

ok ok ok ok ok kK K kK K K KK Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ko K K Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok

TTCAACCAGCTTGTCTCCCTCTGGGAGAAGAAGACCGGCAAGACATTGGAGAAGATCTAC
TTCAACCAGCTTGTCTCCCTCTGGGAGAAGAAGACCGGCAAGACATTGGAGAAGATCTAC

kok ok ok ok ok ok ok kkkkk kA Ak kA hkhhhkhhkkkkkkkkhkkkkkk kA kA AR KAk kAR KAk h Ak kk*

CTTCCGGAAGAAGAGGTCTTGAAGAAGATTCAGGAGGCTCCATTCCCATTCAATATGCTG
CTTCCGGAAGAAGAGGTCTTGAAGAAGATTCAGG-—————=———————————————————

kokkokkkokkkkkkkkkkk kAR khkkkkkkkkkkxk

ATGGCAGTCAACTACTTGGTGTTTGTGAAGGGAGACACTGCTAACATCCAAATCGAACCA

TATCTCAACCGTGTGCGCTATGGGAATGGCATGTAA 936
———————————————————————————————————— 753

60

120
119

180
179

240
239

300
299

360
359

420
419

480
479

540
539

600
599

660
659

720
719

780
753

840
753

900
753

71



7.2. EGAN76667: Delecdo no gene E. oleifera (1pb em vermelho).

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4NT76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4NT76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4NT76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4NT76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

EG4N76667Eguinennesis
EG4N76667Eoleifera

ATGGCGCGGGAGATGAGCAAAATCCTGATCATCGGTGGGACGGGGTACCTCGGTAAGTTT
ATGGCGCGGGAGATGAGCAAAATCCTGATCATTGGTGGGACGGGGTACCTCGGTAAGTTT

ok ok ok ok ok kk kA kKKK kkkkkkokkokokokdkkok ok kok Kok ok k ko k ok Kk Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk

ATTGTGGGAGCTAGCGCGCGGTCCGGTCATCCCACCTTCGCCATGGTGAGAGATACCGCC
ATTGTGGGAGCTAGCGCGCGGCCCGGTCATCCCACCTTCGCCATGGTGAGAGATACCGCC

B I R

CCCTCCGACCCAGCGAAGGCCCAGCTCTTGGAGGCTTTCAAGAACTCCGGCGTTACCCTT
CCCTCCGACCCAGCGAAGGCCCAGCTCTTGGAGGCTTTCAAGAACTCCGGCGTCACCCTC

hok ok ok ok ok ok kkk kA Ak Ak kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkokkk %%k k%

TTCAAAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTGGAGGCCATTAAACAAGTGGACGTG
CTCAAAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTGGAGTCCATTAAACAAGTGGACGTG

ok kok ok ok ok ok ok kk kA kA Ak kkkkkkkokkkkokkkokkkkkkk Kk kkkkkkkkokk ok ok ok K % &k % %

GTAATCTCAACGGTCGGCCTACAGCAGGTGATGGACCAGCTTAAGATCATAGCTGCTATT
GTAATCTCAACGGTCGGCCTACAGCAGGTGATGGACCAGCTTAAGATCATTGCTGCTATT

kok ok ok ok Kk Kk kKA K RAKRKAKR KA Ak khhk ok h ok ok hkk kA kA AR KRR RAR KR A * Kk hkkk kK k ko x

AAAGAAGTCGGAACGATTAAGAGGTTCTTGCCCTCCGAGTTTGGTTTAGATGTTGACCGC
AAAGAAATCGGAACGATTAAGAGGTTCTTGCCCTCCGAGATTGGTTTTGATGTTGACCGC

hokkkkk kkkkkkkkkk kA AR AR KA Ak hhhhkhkhkkkkkk Hhkhkkkk AAXkArhkkrkk*

ATACACAAAGCAGAGCCTGCATCGTCGGTGTTCGCACTCAAGGCTCAGATTCGGCGTGCC
CTACACAAAGCAGAGCCTGCATCGTCGGTGTTCGCACTCAAGGCTCAGATTCGGCGTGCC

ok kK K KK K K Kk Kk k ok k ok ok ok ok ok ok ok K ok kK ok Kk kK Kk Kk Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk kK K

ATTGAGGCAGAAGGGATCCCTCACACCATTGTGTGCTGCAACTGCTTCGCTGGATACTTT
ATTGAGGCAGAAGGGATCCCTCACACCATTGTGTGCTGCAACTGCTTCGCTGGATACTTT

Kokok ok ok kok ok ok ok ok k ok ok ok kk kAKX Ak Kk kokkokkok ok kok ok ok k ok ok ok ok ok k ok ko kK kkkkkkok ok k ko

CTTCCAACACTAGCACAGCCAGAACCTCCAAAAGACAAAGTTACAATATTAGGCGACGGA

CTTCCAACACTAGCACGACCAGAACCTCCAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
dokok Kk Kk Kk Kk Kk KKK kK kkok K kK ok K kK ok k

AATCAGAAAGTTGTCTTCCTTGCTGAAGAAGATGTCGGCACGTATACCATCAAAACGGTG
NNNNNNNNNGTAGTGTTCCTTGCTGAAGAAAATGTCGGCACGTATACCATCAAAACGGTG

hk kk kkkkk kKK KKKKAKRK Akhkhhkhhhkhkhkhkkhhhkk kA kA AR AR K h A K

GATGATCCAAGGACTTTGAACAAGACTTTGTACATGAAACCTCCTGCCAACATCTACTCC
GATGACCCAAGGACTTTGAACAAGATTTTGTACATGAGACCTCCTGCCAACATCTACTCC

hokkkk kkkKKAKKRK KAk kkkkkkk hkokkkokkkkkk Kk k% kkkkkkokkok ko Kk ok K % & % %

TTTAACGACCTTGTCTCCCTCTGGGAGAAGAAGACCGGCAAGACATTGGAGAAGATCTAC
TTTAACGACCTTGTCTCCCTCTCGGAAAAGAAGACCTGCAAGATATTGGAGAAGATCTAC

hokkkkkkkkkkkkhkkhhhhhhkk K*kk Hhokkhkkhkk Frhkhhkh kkokkokkokkokokkkkkkk

CTTCCGGAAGAAGAGGCCTTGAAGAAGATCGAGGAGGCTCCATTCCCGTTCAATATGCTG
CTTCCGGAAGAAGAGGTCTTGAAGAAGATTGAGGAGGCTCCATTCCCATTCAATATGCTG

hokkkkkkkkk kA ARk A* hhkhhkhkkkkhhk Hkkhkkkhkhkk kA AR Ax  kkkkkkkkokkkk

ATGGCAGTCAACTACTT-GGTGTTTGTGAAGGGAGACACTGCTAACATCCAAATCGAACC
ATGGCAGTCAACTACTTTGGTGTTTGTGAAGGAAGACACTGCTAACATCCAAATCGAACC

hok ok ok ok ok kkkk kAKX KKK Kk kkkkkokkkokokkok Kk ok ok ko k& %k &k %k k ok k ok k ok ok o ok ok ok Kk

ATCATTTGGTGTGGAGGCTTCTGAGCTCTATCCTGATGTCAAATATACTAGTGTTCAAGA
ATCATTTGGTGTGGAGGCTTCTGAGCTCTATCCTGATGTCAAATACACCAGTGTTCAAGA

hok ok ok ok ok kkkk kAKX XA Ak kkkkkkkkkkkkkkkk ok kk kA kXXX K*  kk  kokkok ok ok Kk ok ok ok ok

GTATCTCAACCGTGTTATCCAATGA 924
GTATCTCAACCGTGTTATCCAATGA 925

60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

839
840

899
900
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7.3. EG4N76665: Delecdo no gene E. oleifera (1pb em vermelho).

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4AN76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4NT76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4ANT76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4NT76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4NT76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

EG4N76665Eguinennesis
EG4N76665E.0leifera

ATGGCGGGAAAGATGAGCAAGATCCTGATCATCGGCGGGACGGGGTACCTCGGTAAGTTT
ATGGCGGGAAA-ATGAGCAAGATCCTGATCATCGGCGGGACGGGGTACATCGGTAAGTTT

hokkkkkkkkkk Khkkhkhkhkhkhhkkkkkkkkkkhkkhkkkkk kA kkkkkkk  kkkokkkokokkkk

ATTGTGGGAGCTAGCGCGCGGTCTGGTCATCCCACCTTCGTCCTGGTGAGAGATACCGCC
GTTGTGGGAGCTAGCGCCCGGTCCGGTCATCCCACCTTCGCCCTGGTGAGAGATACCACC

hokkkkkkk kA kXA KAk kkkkk Hhokkkkkkkkkhkkkkk Xkkkhkkrkkkkkkkkhk *%

CCCTCCGACCAAGCCAAGGCCCAGCTCTTGAGGGCATTCAAGAACTCCAGCGTCACCCTC
CCCTCCGACCCAGCCAAGGCCCAGCTCCTGGAGACTTTCAAGAACTCCGGCGTTACCCTC

kokkkkkkk kK KAKKAKKAAhhkhhhkkhk* K*k Kk K% KAKAAFRAKRKAK *hkhkk H*hkkx*

CTCAAAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTGGAGGCCATGAAACAAGTGGACGTG
CTCAAAGGGGATTTAAATGACCACGGGAGCTTGGTGGAGGCCATTAAACAAGTGGACGTT

kok ok ok kK kK KA KKAKRK AR KAk hkhh ok ok kh ok kh ok kA A KA FRARKRK K hkhkkkhk ok ko kk Kk

GTAATCTCAACGATCGGGCCACGGCAGGTGTTGGACCAGTTTAAGATCATCGCTGCTATT
GTAATCTCAACGGTCGGCTTACAGCAGGTGATGGACCAGCTTAAGATCATTGCTGCTATT

hokkkkkkkKXKXK krkkKk kk kkkkkkk Khkkhkkhkhkk kkkkkkkkkk Khkkk kX Ak x

AAAGAAGTCGGAACGATTAAGAGAGAGAAAATAAAAAGAGAAAATAATGTGAAGAGAGAG
AAAGAAGTCGGAACGATTAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

kokkkkkkk kA kKKK KK KK KK Kk

AAAAGTCATCAGGGGCGGCTGAAGGGCAAGACCACCGAAGTCCTTGCCTTAGGCCCCCAC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CCCCAAGAGGCCCCCCGCTCGTGCGCATCCGGCATCGCGGTCCAGCCTCCGCCTCCCGCC
NNNNNNN---NNN---NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

TCTGGCGTCCCGGTCCAAGCGTCCAACCTCCGCCTCCGGCGTCCCGATCCACCCCCGGLC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

TCCACCGATGTTGATCGCATCCACACAGCGGAGCCTGCATCGTCGGTGTTCGCTCTCAAG

NNNNNNGATGTTGATCGCATGCATAAAGCCGAGCCTGCATCGTCGGTGTTTGCACTCAAG
Kk kkkkkkkkkkkk kk Kk kkk khkkkkhkhkkkhxkkkhxkkkhx *k KkkxkkKk

GCTCAAATTCGTCGGGCCATTGAGGCAGAAGGGATCCCTTGCACCATTGTGTGCTGCAAC
GCTCAGATTCGGCGTGCCATTGAGGCAGAAGGGATCCCTCACACCATTGTGTGCTGCAAC

kokkkk kkkhkk Ak Khkhkhkhkhkkkkkkkhkkhkkhkkkkx Kk Ak kkkkkokkokokokkkok kK

TGCTTCGCCGGATATTTTCTTCCAACGCTAGCACAGCCAGAACCTCCAAAAGaACAAAGTT
TGCTTCGCTGGATTCTTTCTTCCAACACTAGCACAGCCAGAACCTCCAAAAGACAAAGTT

hokkokkkkk kkkk Kk kkkkkkokk kokokokok ok kok ok ok ok ok ok Kk Kk Kk Kk k ok k ok kok ok ok ok ok kK

ACAGTATTAGGCGATGGAAATCCGAAGGCTGTCTTCCTTGCCGAAGAAGATATCGGCACG
ACAATATTAGGCGACGGAAATCAGAAAGGTGTCTTCCTTGCTGAAGAAGATGTCGGCACG

kokk kkkkkkkkAkk khkhkhkhkk Kkkk Kk khkkkkkkAAAA khkkhhkhkhk kokokokokokk ok

TATACCATCAAGACTGTAGATGACCCGAGGACTTTGAACAAGATTTTGTACGTGAAACCT
TATACCATCAAAACGGTGGATGACCCAAGGACTTTGAACAAGATTTTGTACGTGAAACCT

kokkkkkkkkkk Kk kk khkkhkkkkk hokkkkhhhkkhkk kA AR A ARk Ak kA kkkkkkkkkk

CCTGCTAACATCTGCTCCTTTAATGATCTTGTCTCCCTCTGGGAAAAGAAGACCGGCAAG
CCTGCCAACATCTGCTCCTTCAACCAGCTTGTCTCCCTCTGGGAGAAGAAGACCGGCAAG

Kok kkk kkkAKXAKRKX Ak kk hk Kk kokkkkkkkkkkkkkkxk Kk k ok k ok kok kK Kk ok K Kok

ACGTTGGAGAAGATTTACCTTCCGGAAGAAGAGGTCTTGAAGAGGATCCAGGAGGCTCCA
ACATTGGAGAAGATCTACCTTCCGGAAGAAGAGGTCTTGAAGAAGATTCAGGNNNNNNNN

hk kkkkk kA kAKX Khkhkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx *xkk *kkx

TTCCCATTGAACATTCTGATGGCAGTCAACTACTTGGTGTTTGTAAAGGGAGACACTGCT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

AATATTGAGATCGATCCATCATTTGGTGTGGAGGCTTCTGAGCTCTATCCTGACGACCTT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN---NNNNN

CCAGCCTCACACGAGAGAAAGGGCCTCCACTCCTTGTTGCTAGACAACCTCTTTGCTATT
NNNNNNNN-NNNNNNNNN-NNNNNNNNN-NNNNNNNNNNNNNNNN-NNNNNNNNNNNNNN

CCCTCTGTTATGGAAAAALTTGGAQGCGGCTTTAGAGTAGAGGCTGCTGAGCTTTATCCA
N-NNNNNNNNNNN-NNNNNNNNNNNN--NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN---

GATGTCARACACACCATCtTTGATGAGTACCTTAATCGtTGTATCCAATGA 1251
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