UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

CARACTERIZACAO MOLECULAR E MORFO-
AGRONOMICA DE GERMOPLASMA DE
ACAIZEIRO

MARIA DO SOCORRO PADILHA DE OLIVEIRA

2005



MARIA DO SOCORRO PADILHA DE OLIVEIRA

CARACTERIZACAO MOLECULAR E MORFO-AGRONOMICA DE
GERMOPLASMA DE ACAIZEIRO

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras
como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia, area de concentracdo
Genética e Melhoramento de Plantas, para obtengdo do
titulo de “DoutorQ

Orientador:
Prof. Dr. Jodo Bosco dos santos

Co-orientador:
Daniel Furtado Ferreira

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2005



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da

Biblioteca Central da UFLA

Oliveira, Maria do Socorro Padilha de
Caracterizacdo molecular e morfo-agrondmica de germoplasma de
agaizeiro/ Maria do Socorro Padilha de Oliveira. -- Lavras: UFLA, 2005.

171p. 1 il

Orientador: Jodo Bosco dos Santos.
Tese (Doutorado) —UFLA.
Bibliografia.

1. Acai. 2. RAPD. 3. SSR. 4. Carater morfo-agronémico. 5. Diversidade. 6.
Diferenciag@o genética. 7. Bootstrap. I. Universidade Federal de Lavras. I1.

Titulo.

CDD-634.9745




MARIA DO SOCORRO PADILHA DE OLIVEIRA

CARACTERIZACAO MOLECULAR E MORFO-AGRONOMICA DE
GERMOPLASMA DE ACAIZEIRO

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras
como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia, area de concentracdo
Genética e Melhoramento de Plantas, para obtencdo
do titulo de “Doutor()

APROVADA em 5 de setembro de 2005

Pesquisadora Dra. Ana Yamaguishi Ciampi CENARGEN/EMBRAPA
Pesquisador Dr. Jodo Tomé de Farias Neto CPATU/EMBRAPA
Prof. Dr. Daniel Furtado Ferreira DEX/UFLA

Prof. Dr. Magno Antdnio Patto Ramalho DBI/UFLA

Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL



A Santissima Trindade ¢ 2 Nossa Senhora Aparecida, pela luz e forca espiritual
nos momentos dificeis.
Aos meus pais, Ana e Joaquim, por terem me conduzido ao caminho do
saber, meus exemplos de luta, coragem e dedicagdo.

DEDICO

Ao meu esposo e grande companheiro, Enéas,
e as nossas filhas, Natalia e Lucianna,
orgulho de nossas vidas.

OFERECO



AGRADECIMENTOS

- A Embrapa Amazonia Oriental, pela oportunidade concedida na obtengdo de
novos conhecimentos.

- Ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, pela oferta
do curso e aceite no treinamento e aos professores, pelos ensinamentos.

- Ao Fundo Estadual de Ciéncia e Tecnologia-FUNTEC e a Agéncia de
Desenvolvimento da Amazonia-ADA, pelo apoio financeiro.

- Ao prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos, pelo incentivo, paciéncia e
disponibilidade na orientagao.

- Ao prof. Dr. Daniel Furtado Ferreira, pela co-orientacdo e ensinamentos sobre
o uso do SAS nas analises multivariadas.

- Ao prof. Magno, pelos ensinamentos e disponibilidade na solugao de duvidas;

- Ao Dr. Jodo Tomé de Farias Neto, pela continuidade das pesquisas com o
acaizeiro e pleno cumprimento na fungdo de conselheiro académico.

- Ao Lamartine, pelo otimismo e ensinamentos em todas as etapas conduzidas
no Laboratorio de Genética Molecular do DBI/UFLA.

- Aos funcionarios da Embrapa Amazoénia Oriental, Nonato, Euclides, Antonio,
Jodo e Izaias, pela amizade e ajuda na coleta de dados no campo.

- Aos pesquisadores Adriano Venturieri ¢ Orlando Watrin, pelo fornecimento
dos dados sobre as distancias geograficas.

- Ao amigo e afilhado, Edson Amorim, pela ajuda na interpretagdo dos géis, na
analise de bootstrap e ensinamentos no uso dos softwares TFPGA e NTSYS.

- Ao colega Kaesel, pelos ensinamentos no uso do software Arlequin.

- A Vanusia, pela ajuda na obtengdo de alguns reagentes utilizados nas reagdes
moleculares.

- Aos estagiarios, bolsistas e pos-graduandos do Laboratério de Genética

Molecular do DBI/UFLA, em especial ao Lucas Rezende, Cleide, Bruno, Nadia,



Carol e Thais, pelo apoio na extragdo e quantificagdo de DNA e no preparo de
géis.

- A todos os colegas de curso, pela troca de experiéncia ¢ momentos de
descontragao.

- A Elaine, secretaria do curso de pos-graduagdo, pelo pronto atendimento e
colabora¢ao durante a realizac¢ao do curso.

- Aos amigos Luis Antdnio, Agnaldo, Edson e Vanusia, pelo apoio nos
momentos dificeis e pela agradavel convivéncia em Lavras.

- A minha sogra, Lourdes, @ minha irma, Sandra e a minha mae pela acolhida e
por terem sido maes de minhas filhas nos momentos em que ndo pude estar
presente.

- Ao Enéas, Natalia e Lucianna, meus maiores incentivadores.

- A todos que contribuiram, direta e indiretamente, para a realizagdo deste

trabalho.



SUMARIO

Pagina
RESUMO ...ttt ettt ettt s i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt n ii
1 INTRODUGAO ..o 1
2 REFERENCIAL TEORICO........coviimieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1 Aspectos gerais do aCAIZEIT0 ..c...eevurierieeriieriierieeeee ettt e 3
2.1.1 Botanica, distribuicdo geografica e principais caracteristicas.................... 3
2.1.2 Importancia econdmica € aspectos agroNOMICOS .......ccveeeerurrrerruvreernnneeenns 8
2.2 Colegdes de germoplasma de espécies do género Euterpe .............c.uu...... 12
2.3 Caracterizagao de germoplasma .......c.ccceecveervieerniernieeinee oo 14
2.3.1 MOLECUIAT ....ceiiiiiiieiiie ettt 16
2.3.2 MOTfO-arONOMICA. ...couveieuiiieireeiieenitee sttt et et 27
2.4 Medidas para estimar a diversidade............cccvveeriireenciiie e 35
2.5 Comparagdo entre diversidades genética e fenotipica ..........ccceeevveeerennnenns 40
2.6 Correlacdo entre diversidades e distancias genéticas..........cccceeeevveeerevenenns 42
3 MATERIAL E METODOS.......cooutiiiiirierireeesesineiseseesie s esssesienes 45
3.1 Descrigao do germoplasma ..........cceeeeerieeeerrieeeniiieeeriieeesireeeerreeeseireeens 45
3.2 Caracterizag@0 MOIECUIAT .........ccuviiiiieeiiiiieie e 46
3.2.1 ReagA0 RAPD ....uuviiiiiiiiiiiiiieeee e 47
3.2.2 AnAlises eStatISTICAS ....eevueerruieirieiiiiieiie ettt ettt e 48
3.2.3 REAGCA0D SSRi...uiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e e et aeaeaae s 53
3.2.4 Analises eStatISTICAS .....eerureeitieiiiieiieeiee ettt et 54
3.3 Caracterizag@o morfo-agrondmica...........cceoveerueenieeeniieenieeniieeniee e e 57
3.3.1 Coleta dos deSCIIOTES ......cceviurieeriiiieeeiiieeeeiieeeiieeeeeitteeeeitee e e eiieeeeeieee e 57
3.3.2 AnAlises eStatiSTICAS ...eevuurirrriiiieeiiiieeeiiee ettt et e et e s 61

3.4 Comparacdo entre diversidades genética e fenotipica ..........cccevcvveeenuenenne 65



3.5 Correlagdo entre diversidades e distancias geograficas .......c..cccocueercueennen. 65

4 RESULTADOS E DISCUSSAO......cccuiiiiiiiiiierieriereseeesesenene e 67
4.1 Caracterizagdo molecular por marcadores RAPD .........cccccoeevvieviiieennnnn. 67
4.1.1 Nivel de polimorfiSmO ..........cccvveeeeeiiieeiiieeerieeeeetieeeeieeeeereeeesreeeeeereees 67
4.1.2 Diversidade gentiCa..........ceevrvieeieoriieiiiieeeiieeeesreeeeereeeesereeessreeesereens 71
4.1.3 EStruturagao ZeNEtICa. ......c.ueeruieririerieenieeriienteesireeeieeeeeeetre e eieeeane 82
4.2 Caracterizagdo molecular por marcadores SSR..........ccccevvviiiiniiennnneen. 86
4.2.1 Nivel de polimorfiSmO .........ccceeieriiiieiiiiie ettt 86
4.2.2 Diversidade ZenétiCa...........coovueeriiiriieeniieiiiienieeeieeeee e 94
4.2.3 EStruturagao ZENEtICaA. ....c.cuetrueerrureeniiirnieeenteenteeniieenaeesieeesreesreenineenas 103
4.3 Caracterizagdo morfo-agronOmicCa..........ccuveeervreerrrreeererreeesereeenineeeseennns 106
4.3.1 Variagdo fenotipica pela analise de varidncia univariada...................... 106
4.3.2 Selecao de deSCritOres. .......uuiiiiricuiiieeeeeeiiieeeeeeeciiiteeeeeeerreeee e e e eeeaeaeas 108
4.3.3 Eficiéncia do deSCarte..........covuueirriiireriiieeeieee ettt 115
4.3.4 Diversidade fenotipiCa.........cocvveeeeeiiiieriiiieiiiieeerrieeeeiree e e esaeee e 117
4.4 Comparagdo entre diversidades genética e fenotipica ..........ccceeevvveenneen. 126
4.5 Correlagdes entre diversidades e distancias geograficas..........c.ccvveenneee. 130
5 CONCLUSOES ..ottt 137
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coovviiiririerirerieeieees e 139

ANEXOS ..ottt sttt e 156



RESUMO

OLIVEIRA, Maria do Socorro Padilha de. Caracterizacao molecular e
morfo-agronémica de germoplasma de acaizeiro. 2005. 171 p. Tese
(Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, MG

Este trabalho teve como principal objetivo caracterizar as diversidades
genética e fenotipica em germoplasma de agaizeiro (Euterpe oleracea)
amostrados na cole¢do da Embrapa Amazdnia Oriental, por meio de marcadores
moleculares e descritores morfo-agrondmicos. A caracterizagdo genética foi
efetuada em 116 acessos de 26 procedéncias, com base em 28 primers RAPD e
sete primers SSR. A caracterizacao fenotipica foi realizada em 87 acessos de 21
procedéncias, sendo avaliados para 28 caracteres: sete relativos a planta, quatro
de floracao, seis de frutos e onze de produgdo de frutos, no periodo de 1995 a
2001, em Belém, PA. Os dados obtidos foram analisados por acessos e
procedéncias: os moleculares foram analisados por dendrogramas, gerados a
partir dos complementos aritméticos das similaridades de Dice e de coincidéncia
simples, e pela AMOVA; com os fenotipicos, foram efetuadas analises uni e
multivariadas, envolvendo componentes principais e agrupamentos, sendo
utilizada a distancia euclidiana média padronizada. Os acessos e as procedéncias
apresentaram ampla diversidade. Os 28 primers RAPD geraram 263 bandas
polimoérficas e os sete locos SSR revelaram 42 alelos com PIC de 0,75. Os
marcadores moleculares foram eficientes na quantificacdo da diversidade
genética, sendo de origem interlocos para RAPD e intralocos para SSR, e em
agrupar acessos ¢ procedéncias pelo método UPGMA. Niveis significativos de
diferenciacdo genética foram registrados entre procedéncias pelos dois
marcadores moleculares, porém, a maior parte da variagdo ficou contida dentro
delas. Foram descartados 21,43% dos caracteres e os selecionados foram
capazes de quantificar a diversidade fenotipica formando grupos, pelos métodos
UPGMA e Tocher, sem perda significativa de informacdo. Os marcadores
moleculares foram complementares na explicacdo da diversidade genética,
sendo ambos discordantes em relacdo a diversidade fenotipica. As correlagdes
entre as distdncias genética e fenotipica com as geograficas ndo forneceram
subsidios para garantir que a distribuicdo geografica explique a divergéncia no
germoplasma estudado.

! Comité de Orientacio: Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos (Orientador); Prof. Dr. Daniel
Furtado Ferreira (Co-orientador) — Universidade Federal de Lavras.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria do Socorro Padilha de. Molecular and
morphoagronomical characterization of acai palm germplasm. 2005.
171 p. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breeding) — Federal
University of Lavras, MG',

The objective of this research was to characterize the genetic and
phenotypic diversities in acai palm (Euterpe oleracea) germplasm sampled in
the Embrapa Eastern Amazon collection, through molecular markers and
morphoagronomical traits. There were characterized 116 accessions from 26
origins by 28 RAPD and seven SSR primers. The 28 morphoagronomical traits
were evaluated in 87 accessions from 21 origins, in the period from 1995 to
2001, at Belém, PA. Among the 28 traits, seven were relative to the plant, four
to the flowering, six to the fruit, and eleven to the fruit production. The data
were analyzed for accessions and origins. The molecular markers were analyzed
using the complement of the Dice and simple matching similarity coefficients,
displayed in dendrograms, and also by analysis of molecular variance. The
morphoagronomical traits were analyzed using univariate and multivariate
analysis, involving principal components, using the average euclidian distance
with standardized data. The accessions and the origins presented wide diversity.
A total of 263 polymorphic RAPD loci were detected, and the SSR loci revealed
42 alleles with PIC 0.75. The genetic diversity was quantified by RAPD
markers, mainly based on interloci origin, and by SSR markers based on
intraloci origin. Using these markers the accessions and origins were groupped
by UPGMA criterion. According to AMOV A results significant levels of genetic
differentiation were due to among origins by the two molecular markers,
however most of the variation was observed within origins. The phenotypic
diversity was estimated using 78.57% of the morphoagronomical traits, and
those discarded did no represent any lost of information. The molecular markers
were complementary to each other in the explanation of the genetic diversity,
but both disagree in relation to the phenotypic diversity. The low correlations
between geographic distances and genetic and phenotypic distances do not
explain the germplasm diversity by the geographic distribution.

" Guidance Committee: Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos (Major Professor); Prof. Dr.
Daniel Furtado Ferreira (Co-Major Professor) — Federal University of Lavras.
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1 INTRODUCAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é um importante recurso genético
da Amazoénia, explorado para frutos e palmito, que, nos ultimos anos, vem
despertando interesse para o cultivo, visando & produgdo de frutos (Oliveira et
al., 2000a). O mercado de frutos estd em plena expansdo no Brasil e no exterior,
movimentando milhdes de doélares (Muand-Agai, 2005). Em Belém, responde
por mais de 25.000 empregos diretos e indiretos (Rogez, 2000). Mas, o grande
entrave no estabelecimento de cultivos esta na escassez de sementes melhoradas,
em virtude da caréncia de informagdes sobre seu germoplasma.

A caracterizagdo ¢ uma atividade primordial na geragdo de
conhecimentos sobre germoplasma conservado em bancos e ou colegdes, por
permitir um melhor manejo do germoplasma e fornecer subsidios ao
melhoramento genético. O primeiro programa de melhoramento de agaizeiro
para frutos foi criado recentemente pela Embrapa Amazonia Oriental (Oliveira
et al., 2000a), que dispde de uma colecdo formada por acessos de diferentes
procedéncias (Lima & Costa, 1991). Tais acessos encontram-se conservados na
forma de plantas vivas no campo, desde 1984, entretanto, t€ém sido pouco
caracterizados (Costa et al., 2001; Oliveira, 1995; Oliveira et al., 1998).

Em plantas perenes, a caracterizagdo tem sido realizada com o emprego
de descritores botanicos, morfologicos e agrondmicos, sejam eles quantitativos e
ou qualitativos, sendo a molecular mais recente. A morfo-agronémica nao
apresenta custos adicionais, haja vista que pode ser aplicada sobre descritores
tradicionalmente mensurados em colegdes de germoplasma, necessitando apenas
de recursos computacionais. Porém, na maioria das vezes, a coleta desses dados
demanda muito tempo, além das informacdes obtidas serem fenotipicas, ndo

reproduzindo com precisdo a diversidade genética (Dias et al., 1997).



Vérios marcadores moleculares estdo disponiveis para a caracterizacdo
da diversidade genética. Os que usam a técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction), como o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e o
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) apresentam vantagens por
permitir a analise de marcas polimorficas, em um curto espaco de tempo, de um
numero ilimitado de genétipos, sem a influéncia do ambiente, mas ainda sdo
onerosos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998). Atualmente, a
caracterizagdo molecular tem sido utilizada para complementar dados
fenotipicos, pois fornece um estudo direto do genotipo.

Independente do tipo de caracterizagdo, técnicas multivariadas
envolvendo componentes principais, agrupamentos, variaveis candnicas,
distancias euclidiana e de Mahalanobis, tém sido uteis na interpretacdo dos
dados (Cruz & Carneiro, 2003). Em colecdes de germoplasma, essas técnicas
quantificam e visualizam a diversidade, identificam genotipos desejaveis e
grupos de similaridade que possam se constituir duplicatas e, ainda, otimizam
seus manejos pela identificagdo dos caracteres mais informativos para serem
empregados na caracterizagdo ¢ melhoramento genético (Cruz et al., 2004).

Com base no exposto, este trabalho teve como principais objetivos:

- quantificar a diversidade genética do germoplasma de acaizeiro
conservado na cole¢do da Embrapa Amazdnia Oriental, por meio de marcadores
moleculares, RAPD e microssatélites;

- selecionar descritores morfo-agronémicos importantes na descrigdo da
variabilidade desta colecdo para produgdo de frutos e quantificar a diversidade
fenotipica desse germoplasma, com base nos descritores selecionados;

- realizar um estudo comparativo entre as diversidades genéticas e
fenotipica, com base nos agrupamentos obtidos pelas dissimilaridades;

- correlacionar as diversidades genéticas e fenotipica com as distancias

geograficas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do acaizeiro

2.1.1 Boténica, distribuicao geografica e principais caracteristicas

O agaizeiro encontra-se classificado botanicamente na divisdo
Magnoliophyta (=Angiospermae), classe Liliopsida (=Monocotyledoneae),
subclasse Arecidae (=Espadiciflorae), super-ordem Arecanae, ordem Arecales
(=Principes), familia Arecaceae (=Palmae), subfamilia Ceroxylineae, género
Euterpe (Henderson & Galeano, 1996).

A literatura disponivel ¢ muito confusa quanto ao nimero de espécies
pertencentes ao género Euterpe, variando de 30 a 50 registros. Mas, sabe-se que
dez delas sdao nativas do Brasil, sendo duas de forte expressdo econdmica, o
palmiteiro (E. edulis Mart.) e o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), que se
destaca como produtora de frutos e palmito (Calzavara, 1972; Lleras et al., 1983;
Oliveira et al., 2000a). Outras espécies menos importantes, como o acai-da-terra-
firme (E.precatoria Mart.), natural da Amazoénia ¢ o palmito-vermelho (F.
espiritossantensis Fernandes), nativo da mata Atlantica, vém sendo empregadas
na obten¢do de hibridos interespecificos, cruzadas com o agaizeiro ou com o
palmiteiro, pois, apesar de serem alopatricas, ndo existe barreira genética entre
elas (Ballvé, 1988).

O acaizeiro ¢ uma palmeira tipicamente tropical e de distribuicdo ampla,
ocorrendo no norte da América do Sul, Panama, Equador e Trinidad, onde
recebe diferentes denominagdes (Henderson & Galeano, 1996). No Brasil, esta
espécie encontra-se bem representada na regido Amazonica, mais precisamente

nos estados do Pard, Amapa e Maranhdo, além de Tocantins e Mato Grosso



(Calzavara, 1972). Guiana Francesa, Suriname, Venezuela ¢ Colémbia sdo
outros paises onde ha relatos de sua ocorréncia (Henderson & Galeano, 1996).

As maiores extensdes naturais desta espécie estdo na regido do estuario
do rio Amazonas (Calzavara, 1972; Cavalcante, 1991; Lleras et al., 1983). Nesta
regido, € vegetacdo comum em areas de mata de terra firme, varzea e igapo,
sendo predominante no delta amazdnico (ecossistema de varzea), caracterizado
por uma densa rede de rios (furos), onde o agaizeiro forma populagdes
homogéneas (Calzavara, 1972).

O centro de origem do agaizeiro ainda ndo foi estabelecido, porém, ha
suposicdes que esteja situado no estudrio amazdnico, mais precisamente nos
arredores de Obidos, no Para (Cavalcante, 1991; Ducke, 1946). Também ndo ha
registros sobre o centro de diversidade.

Para Lleras et al. (1983), o género Euterpe apresenta maior diversidade
em areas com variagdes em altitudes e mencionam a existéncia de dois
principais centros de diversidade: 1) envolvendo o Noroeste da Colémbia e a
costa ocidental imida dos Andes; 2) localizado no escudo das Guiana e alto Rio
Negro. Ha fortes indicios do centro de diversidade do agaizeiro estar localizado
no segundo centro, coincidindo com o de origem ¢ abrangendo os estados do
Para, Amapa e¢ Maranhdo. Nesses locais, as plantas apresentam variagdes bem
acentuadas para caracteristicas morfologicas (tipo de caule, cor da bainha foliar,
formato da inflorescéncia, coloragdo, peso e tamanho dos frutos maduros, entre
outras), fenoldgicas e fisiologicas (Cavalcante, 1991; Oliveira et al., 2000a).

Os aspectos morfoldgicos dessa espécie sdo relatados por varios autores
(Calzavara, 1972; Cavalcante, 1991; Henderson & Galeano, 1996; Rogez, 2000).
De modo geral, seu caule ¢ um estipe, preferencialmente, multicaule na fase
adulta, apresentando até 45 estipes por touceira O estipe ¢ cilindrico, anelado,
ereto, fibroso e sem ramificacdes, atingindo até 30m de altura e didmetro de 12 a

18cm. Cada estipe contém, em média, dez a doze folhas compostas com 3,5m de



comprimento, dispostas de forma alternada. A folha possui uma bainha que
envolve o estipe, constituida de peciolo com 20 a 40cm de comprimento e limbo
distintos, além de um pronunciado eixo central, contendo 70 a 80 pares de
foliolos. As raizes sao fasciculadas, densas e superficiais, providas de lenticelas
e aerénquimas, sendo encontradas nos primeiros 30cm do solo, formando um
agregado na base do estipe.

Na fase reprodutiva, surgem, embaixo das bainhas foliares, espatas
fusiformes, coriaceas, persistentes, externamente lisa e de coloragdo esverdeada
quando imaturas e amarelada quando maduras, que protegem as inflorescéncias
(Calzavara, 1972). Cada ramo florifero ¢ constituido por duas bracteas de
tamanho e formatos distintos ¢ pela inflorescéncia. A inflorescéncia é do tipo
cacho, sendo constituida por uma raquis onde estdo inseridas dezenas de raquilas
e, nestas, milhares de flores unissexuais, sésseis dispostas em espiral, atingindo
8.000 femininas e 37.000 masculinas (Calzavara, 1972; Henderson & Galeano,
1996). Cada raquila contém, na sua maior extensdo, flores femininas ladeadas
por duas flores masculinas, formando a triade e, na parte final, apenas flores
masculinas (Cavalcante, 1991). Portanto, o agaizeiro ¢ uma espécie mondica.

O fruto ¢ uma drupa globosa, pesando de 0,8g a 2,3g e didmetro de 1 a
2cm, verde brilhante quando imaturo e violaceo ou verde opaco quando maduro,
contendo mesocarpo fino, de 1 a 2mm de espessura, de coloragdo variavel e
parte comestivel variando de 5% a 15% do fruto (Cavalcante, 1991; Rogez,
2000). A semente possui um envoltorio fibroso, endocarpo duro e embrido
diminuto com endosperma abundante e ruminado, sendo recalcitrante.

A variedade de agaizeiro predominante ¢ a violdcea, mas ha registros de
outras como a verde, também denominada de branca ou tinga, da espada, da
vareta ¢ da una, que se diferenciam nos aspectos morfoldgicos (nimero e

diametro do estipe, coloragdo dos frutos maduros, na inflorescéncia) e na



composicdo quimica dos frutos, especialmente no teor de lipidios e na presenca
de antocianinas (Rogez, 2000; Oliveira et al., 2000a).

A principal caracteristica desta espécie ¢ que, na semeadura de uma
semente, ocorre a emissdo de perfilhos na base do estipe principal, formando um
conjunto denominado touceira (Cavalcante, 1991). Os estipes constituintes da
touceira possuem diferentes estddios de crescimento e, por surgirem de um
individuo, todos t€ém o mesmo gendtipo. Logo, sdo clones, pois apresentam a
mesma constituicdo genética. Assim sendo, ¢ comum encontrar, em uma
touceira, estipes com cachos em diferentes estadios fenoldgicos de frutificacao,
cada um produzindo, em média, 3 a 4 cachos, que sdo colhidos por volta de
cinco a seis meses ap6s a fecundacao das flores (Jardim, 1991; Oliveira, 1995).

O agaizeiro inicia sua fase reprodutiva por volta de quatro anos da
germinacdo, com floracdo e frutificagdo continuas, cujo pico de florescimento
ocorre de fevereiro a julho e o de frutificacdo de agosto a dezembro, mas podem
variar conforme a variedade e a procedéncia (Rogez, 2000).

O periodo de floragdo de uma inflorescéncia é lento e gradativo,
dividido em fases: a primeira a ocorrer ¢ a masculina, que inicia-se no mesmo
dia da abertura da bractea e exposi¢do da inflorescéncia, com a antese das flores
comecando do apice para a base das raquilas, durando, em média, doze dias,
onde cada flor tem vida util de quatro horas; a feminina ¢ mais curta, dura, em
média, cinco dias, havendo também gradacdo na antese das flores do apice para
a base das raquilas (Oliveira, 2002). Entre as fases masculina ¢ feminina podem
ocorrer intervalo curto de dois dias, em média, sobreposicdo de fases, de até
quatro dias ou ndo haver intervalo ou sobreposi¢ao (Oliveira, 1995).

De modo geral, o agaizeiro apresenta dicogamia do tipo protandria e
preferéncia pela fecundagdo cruzada, sendo polinizado por minusculos
coledpteros, havendo também a participagdo do vento e da gravidade na

fecundagdo das flores (Jardim, 1991; Ohashi, 1990; Oliveira, 1995; Oliveira,



2002). Apesar da alogamia ser mencionada como o sistema mais comum em
conseqiiéncia da possivel incompatibilidade e da assincronia nas fases de
floraggo de uma mesma inflorescéncia, a possibilidade de ocorrer
autofecundacdo ndo pode ser descartada (Jardim, 1991).

A dispersdo de frutos e sementes ¢ realizada a curta distancia, por
pequenos animais roedores e a longa distancia, por passaros, como tucanos,
jacus, aragaris, periquitos, papagaios e sabias (Jardim, 1995). Porém, os rios € o
homem também funcionam como agentes dispersores (Rogez, 2000).

O nuimero cromossdmico do agaizeiro nao esta totalmente definido. Para
Ricci (1989), € uma espécie dipldoide com 36 cromossomos, todos do mesmo
tamanho e forma (n=18). Mas, had registros de variagdes de 32 a 36
Cromossomos para numero somatico contados pela técnica de raiz, além de
distingdo quanto ao comprimento e posi¢do do centromero (Pinto-Maglio et al.,
1986 citado por Oliveira et al., 2000a). Estudo recente, realizado pela mesma
técnica com sementes de diferentes procedéncias, contabilizou variagdo de 26 a
36 cromossomos, sendo todos bem diminutos e distintos quanto a morfologia,
cujo numero somatico preferencial sugerido foi de 2n=32 cromossomos
(Oliveira et al., 2004).

Caracteristicas peculiares, como caule multiplo, perenilidade e frutos de
excelente sabor, fizeram com que esta palmeira se estabelecesse como uma das
principais fruteiras nas populac¢des indigenas habitantes da regido Amazodnica,
permanecendo até os dias atuais com a populagdo cabocla (Ducke, 1946; Rogez,
2000). Pode-se considerar, entdo, que o agaizeiro vem sendo domesticado, desde
a época pré-colombiana, para a producdo de frutos, mas, recentemente, vem

conquistando outros mercados.



2.1.2 Importancia econdmica e aspectos agrondomicos

O acaizeiro apresenta aproveitamento integral. Os frutos sdo utilizados
no fabrico de uma bebida e como adubo organico; as inflorescéncias na
fabrica¢do de vassouras; as raizes como vermifugo e antidiarréico; o caule na
extragdo de palmito e celulose, na constru¢do de casas, como lenha e como
isolamento elétrico; as folhas para a obtencdo de celulose e cobertura de casas
rusticas; e as sementes para artesanato (Calzavara, 1972; Siqueira et al., 1998).
Apesar da grande utilidade, ¢ no fornecimento de dois produtos alimentares
economicamente rentaveis que esta espécie se destaca, os frutos e o palmito.

A produgdo de frutos ¢ a mais antiga, os quais sdo utilizados hd milhoes
de anos pelos indios na obtengdo da bebida denominada de “a¢aiQ Atualmente,
esta atividade, além de gerar divisas aos estados da regido Norte, ¢ responsavel
pela sobrevivéncia de milhares de familias. No Pard, mais precisamente na
capital, Belém, ¢ uma das atividades mais rentaveis, respondendo por mais de
25.000 empregos diretos e indiretos (Mourdo, 1996; Rogez, 2000).

O excelente valor nutritivo e alto valor energético da bebida agai, obtida
pela maceragdo dos frutos, vém conquistando ¢ se consolidando no mercado
nacional, com expansdo até no exterior (Mourdo, 1996; Muana-Acai, 2005;
Rogez, 2000). Essa bebida ¢ comercializada nas mais diferentes formas, desde
“in naturaQ preferencialmente, no Pard e na regido Amazonica, & congelada,
adocada, pasteurizada, na fabricacdo de bebidas energéticas, geléias, sorvetes e
picolés nos demais locais (Rogez, 2000).

Estimativas atuais sobre a producdo brasileira de frutos do agaizeiro sdo
muito variaveis, mas, em todas, o Para destaca-se como o maior produtor e
consumidor. Nos tltimos anos, esse estado respondeu por mais de 90% da
produgdo, cuja projecdo total foi de 480.000 toneladas de frutos/ano e 300.000
toneladas de frutos/ano efetivamente comercializadas (Rogez, 2000). Na capital

desse estado, o acai ¢ o segundo alimento mais consumido, com média diaria de



200.000 litros, sendo duas vezes maior que o consumo do leite, representando
63,8 litros/pessoa/ano, perdendo apenas para a farinha de mandioca (Mourdo,
1999; Rogez, 2000). Nos demais estados, especialmente no Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul € Goias, o volume comercializado vem
aumentando desde 1992, sendo consumido principalmente nos meses da estagao
de verdo (Mourdo, 1996; Rogez, 2000).

A produgdo de palmito, o segundo produto dessa palmeira, foi iniciada
por volta de 1970, em substitui¢do ao palmiteiro (Euterpe edulis). Por apresentar
palmito de sabor, textura e coloragdo semelhantes ao palmiteiro, teve boa
aceitacdo, mas o grande impulso para este mercado deu-se em fungdo da planta
formar touceiras (Calzavara, 1972). Atualmente, o agaizeiro responde por quase
toda a produ¢do nacional, sendo amplamente conhecido, inclusive no mercado
internacional (Mourdo, 1996; Rogez, 2000). Aliada a essa produgdo, tem-se a
producdo de celulose, extraida do grande volume de folhas e da parte do estipe
descartado no processo de extragdo de palmito (Calzavara, 1972).

Mesmo com a queda na produgdo de palmito registrada nos ultimos
anos, o Brasil ainda se destaca como maior produtor, consumidor e exportador
de palmito do acaizeiro, com o estado do Para detendo mais de 82% da produgao
nacional (Mourdo, 1996; Rogez, 2000). Segundo Mourao (1996), a redugao esta
aliada a legislacdo definida em 1988, que exige maior qualidade do produto por
parte do mercado internacional, pois, o produto & obtido de producdo
extrativista. Mas, Rogez (2000) associa esta queda ao fato do mercado de frutos
ser o mais rentavel.

Os pregos para a comercializagdo dos frutos variam em funcdo da época
do ano, da oferta local do produto e da procedéncia. No Para, 15kg de frutos ¢
vendidos a US$1,50, no periodo da safra (setembro a novembro) e a US$40,00,
na entressafra (janeiro a abril), segundo Siqueira et al. (1998). Para Rogez

(2000), o preco de venda de palmito para as empresas processadoras também



varia com o didmetro do palmito, US$0,039 o pequeno (< 2cm), US$0,052 o
médio (2-3cm) e US$0,065 o grande (>3 cm).

Vale ressaltar que grande parte de producdo de frutos e palmito ainda
provém do extrativismo praticado em populacdes naturais, sendo responsavel
pela mobiliza¢do anual de mais de 200 milhdes de dolares (Rogez, 2000). Para
este autor, tais exploragdes sdo excludentes, pois a extragcdo de palmito ocasiona
a redugdo na producdo de frutos, além de deixar uma touceira sem produzir
frutos por, no minimo, quatro anos. Além disso, nessas condigdes, 0 acaizeiro
apresenta baixas produtividades, menos de 12t de frutos/ha/ano e 200kg de
palmito/ha/ano (Siqueira et al., 1998).

A produgdo de frutos obtida pelo extrativismo ainda apresenta outros
problemas, como corte indiscriminado de plantas para a extracdo de palmito,
dificuldades no acesso as areas de exploragdo, produgdes irregulares, baixos
rendimentos de frutos por cacho e de polpa por frutos, além da baixa qualidade
do produto final (Oliveira et al., 2000a). Portanto, este tipo de exploracdo
oferece uma situacdo instavel para qualquer produto, inclusive, impedindo sua
concorréncia com os obtidos por plantios racionais.

Quanto aos aspectos agronomicos, as informacdes sdo escassas. Sabe-se
que o acaizeiro pode ser propagado por sementes ou por perfilhos, porém, este
ultimo método demanda muita mao-de-obra e tem baixo vingamento (Calzavara,
1972). Estudos realizados para viabilizar a propagacdo vegetativa de individuos
superiores por varios métodos “in vitroQ ainda ndo apresentam protocolos
conclusivos (Lédo et al., 2001). Por este motivo, o método de propagacao
predominante ainda é por sementes, cuja germinagdo ¢ facil e rapida se forem
obtidas de frutos recém-colhidos e despolpados, atingindo percentagem superior

a 90% (Oliveira et al., 2000a).
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Detalhes sobre a condugdo das mudas, assim como plantio,
espacamento, tratos culturais e demais aspectos relacionados ao cultivo do
acaizeiro para produgdo de frutos, sdo abordados por Oliveira et al. (2000a).

Nas condigdes de cultivo, a floracdo se inicia por volta de 2,5 anos apos
o plantio, colhendo-se os primeiros cachos entre 3,0 e 3,5 anos. A partir desse
periodo, a producdo ocorre anualmente, por mais de quinze anos (Oliveira et al.,
2000a).

Apb6s a colheita dos cachos, os frutos sdo removidos manualmente e
colocados em paneiros (recipientes confeccionados com fibras vegetais) com
capacidade de 12 a 30kg, sendo transportados via fluvial ou terrestre. Em média,
um paneiro de 12kg ¢é comercializado por USS$3,84, correspondendo a
US$0,32/kg (Rogez, 2000). Por serem bastante pereciveis, os frutos necessitam
de cuidados especiais na pds-colheita (Oliveira et al., 2000a).

Informagdes sobre a produtividade de frutos do acaizeiro sdo bastante
contraditorias (Calzavara, 1972; Rogez, 2000). As estimativas sdo baseadas em
acaizais nativos ou em pomares estabelecidos com sementes de procedéncias
desconhecidas, devido ao pouco conhecimento sobre manejo e pela inexisténcia
de cultivares (Oliveira et al., 2000a). Em condi¢des experimentais, a produgao
por planta é altamente variavel (0,1kg a 50,9kg de frutos/planta/ano), podendo
ser ocasionada pela influéncia do genoétipo, da procedéncia ou pelo ambiente
(Oliveira et al., 2000a).

Apesar da existéncia de algumas variedades botanicas ou tipos, os frutos
dessa palmeira sdo comercializados pela coloragdo, sendo 99% para o violaceo
em detrimento do verde (Rogez, 2000).

Relatos sobre parametros bromatologicos dos frutos sdo variaveis.
Segundo Rogez (2000), em média, tém-se 56,64% de matéria graxa; 10,05% de
matéria nitrogenada total, 1,55% de glicose, 1,36% de frutose, 0,05% de

sacarose, 25,22% de fibras; 440mg/kg de frutos de antocianinas (apenas nos
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frutos violaceos) e 3,09% de cinzas totais, contendo, principalmente, potassio,
calcio, s6dio, magnésio e fosforo.

Pelo exposto, pode-se verificar que a expansdo de cultivos racionais do
acaizeiro ¢ uma realidade. Contudo, ha preocupagdo na forma de como eles
estdo se estabelecendo, seja no Pard ou em outros estados brasileiros, cujos
plantios vém sendo realizados com sementes de procedéncias desconhecidas.
Este panorama deve-se a escassez de informagdes bdasicas para a obtencdo de
cultivares, especialmente sobre a caracterizagdo de germoplasma conservado em

colegdes que possam subsidiar programas de melhoramento.

2.2 Colecdes de germoplasma de espécies do género Euterpe

O termo germoplasma representa a colecdo de gendtipos de uma
espécie. O orgdo oficial de recursos genéticos denomina como todo o material
que constitui a base fisica da heranga de uma espécie e que se transmite de uma
geracdo para outra por meio de células reprodutivas (IBPGR, 1991). Assim, uma
colegdo de germoplasma pode ser formada de plantas, anteras, sementes, tecidos,
células ou estruturas mais simples para manter disponivel o maximo da
diversidade genética da espécie, sendo conservada na forma in situ ou ex situ.

Na conservagdo in situ, o germoplasma é mantido no seu ambiente
natural, enquanto na ex situ ¢ feita fora dessas condigdes, freqlientemente em
institui¢des de pesquisas. Esta ultima forma envolve a realizacdo de coletas em
areas de distribuicao natural da espécie, preferencialmente nos centros de origem
e diversidade. Nas colegdes de germoplasma ex situ, cada elemento é chamado
de acesso, termo empregado para qualificar toda a amostra que representa a
variagdo genética de uma populacdo ou individuo obtido por coleta e ou
intercambio (Vilela-Morales et al., 1997). Para esses autores, esta conservagao

possui um grande desafio que ¢ evitar alteragdes genéticas nos acessos.
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Espécies do género Euterpe apresentam sementes recalcitrantes e, por
este motivo, s permitem a conservagdo ex sifu nas seguintes formas: em
colegdes vivas no campo, in vitro € via criopreservacao, porém, a primeira forma
¢ a Unica tecnologia disponivel at¢é o momento. Na colecdo de germoplasma
formada por plantas vivas no campo, as plantas sdo mantidas em condigdes de
cultivo experimental e, no caso de plantas perenes como as espécies do género
em questdo, necessitam de grandes 4areas, de mao-de-obra permanente para a
realizagdo de manejo adequado, elevando os custos de instalagio e de
manutencao. Apesar de tudo, essa forma de conservagdo facilita a caracterizagao
e a avaliagdo do germoplasma conservado, consideradas como atividades
primordiais na geragdo de conhecimentos.

O Brasil é o maior detentor de germoplasma do género Euterpe, com
registro de colecdes em mais de onze instituigdes de pesquisa (Oliveira et al.,
2000a). A colecao mais ampla encontra-se instalada na Embrapa Amazonia
Oriental, constituida por 134 acessos, da qual grande parte deles ¢ oriunda de
coletas realizadas, no periodo de 1984 a 1988, em areas de distribui¢do natural
do agaizeiro (E. oleracea), envolvendo populagdes naturais, pomares caseiros e
propriedades rurais (Lima & Costa, 1991). Nesses locais, a estratégia de coleta
envolveu a obtengdo de frutos de matrizes que apresentavam caracteristicas
desejaveis para a producdo de frutos (Lima & Costa, 1997). Portanto, os acessos
conservados nessa colego representam familias de meios-irmaos.

A colecdo da Embrapa Amazonia Oriental apresenta informagdes
completas sobre o registro dos acessos (Lima & Costa, 1991). Porém, as linhas
de agdo para estimar a diversidade genética potencial oferecida pelos complexos
génicos e a variabilidade genética disponivel, assim como a definicdo de
pardmetros que possam gerar informacdes sobre a eficiéncia do processo de

coleta, manutencdo e enriquecimento de novos acessos, sao precarias, inclusive
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a identificacdo de acessos desejaveis. Portanto, a caracterizacdo desse

germoplasma deve ser priorizada com vistas a preencher essas lacunas.

2.3 Caracterizacdo de germoplasma

A caracterizagdo ¢ uma atividade essencial no manejo de colegdes de
germoplasma, pois consiste em tomar dados para descrever, identificar e
diferenciar acessos dentro de espécies, classes ou categorias (Querol, 1988;
Vicente et al., 2005). Em termos genéticos, refere-se a detec¢do da variacdo
resultante de diferencas em seqiiéncias de DNA ou genes especificos (Vicente et
al., 2005).

Em plantas perenes, essa atividade desempenha papel preponderante por
eliminar duplicatas, reduzir gastos consideraveis na manutencdo, quantificar a
diversidade, otimizar estratégias de amostragens, pelo conhecimento dos niveis
de estruturagdo genética, além de identificar acessos desejaveis para programas
de melhoramento genético. Em conseqiiéncia disso, o6rgdos de pesquisas
detentores de germoplasma desse grupo de plantas vém envidando esforgos para
viabilizar estudos dessa natureza.

A caracterizagdo de germoplasma pode ser realizada por diferentes
métodos, incluindo desde praticas tradicionais, que envolvem o uso de lista de
descritores morfoldgicos e agrondmicos, a aplicagcdes bioquimicas para detectar
diferengas entre isoenzimas, proteinas e marcadores moleculares (Vicente et al.,
2005).

Nas colegdes e ou bancos de germoplasma de plantas perenes que
possuem sementes recalcitrantes como € o caso do agaizeiro, a caracterizacio
tem sido feita tradicionalmente, com a utilizagdo de descritores botanicos,
morfologicos e agrondmicos, os quais podem ser obtidos por mensuragdo
(quantitativos) ou por observagdo (qualitativos). Neste tipo de caracterizagdo,

tem sido freqiiente o emprego de estatisticas univariadas para quantificar a
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diversidade, mas esta metodologia tem baixa precisdo no aproveitamento dos
dados, devido a interagdo entre gendtipos x ambientes (Barros, 1991). Por este
motivo, em algumas institui¢des, essa atividade vem sendo complementada pela
aplicagdo de marcadores moleculares, que fornecem um estudo direto do
gendtipo por detectar diferencas ao nivel do DNA.

Para Dias (1994), a caracterizagdo por meio de marcadores moleculares,
combinada & obtida por descritores morfologicos e agrondmicos, parece mais
apropriada para estudo de diversidade em bancos e colecdes de germoplasma.
Mesmo assim, em alguns casos, podem ocorrer discrepancias, sugerindo que
padrdes evolutivos morfoldgicos e moleculares sdo distintos.

No Brasil, a maioria do germoplasma de plantas perenes conservado em
colegdes vivas ¢ carente de informagdes sobre caracterizagdo morfo-agrondmica
com o emprego de técnicas multivariadas e, especialmente, sobre a molecular.
Este aspecto tem sido abordado em algumas espécies, como a mandioca (Cury,
1993; Pereira, 1989), o cajueiro (Barros, 1991), o cacaueiro (Dias, 1994; Dias et
al., 1997; Faleiro et al., 2001; Yamada et al., 2002), o cupuaguzeiro (Alves,
2002; Araujo et al., 2002), a seringueira (Marques et al., 2002), o guaranazeiro
(Nascimento Filho et al., 2001; Sousa, 2003), espécies do género Citrus
(Koehler-Santos et al., 2003; Oliveira et al., 2002) e o maracujazeiro (Ganga et
al., 2004). Em palmeiras, esses estudos ainda s3o mais escassos, havendo
algumas informagdes sobre espécies promissoras para palmito (Ballvé, 1988;
Sawazaki et al., 1998), dendé (Barcelos et al., 2002), coqueiro (Ribeiro et al.,
1999) e pupunheira (Barbosa, 1997; Martel et al., 2003; Sousa et al., 2001).

Das colecdes existentes sobre o gé€nero Euterpe, apenas duas vém
realizando estudos sobre caracterizacdo: a do Instituto Agrondémico de
Campinas-IAC, envolvendo estudos morfologicos, bioquimicos e moleculares
de ecotipos com e sem perfilhamento, cujo alvo principal é subsidiar programas

de melhoramento para a producdo de palmito (Ballvé, 1988; Sawazaki et al.,
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1998) e a da Embrapa Amazonia Oriental, que possui informagdes preliminares
sobre a caracterizacdo morfologica, agrondmica (Oliveira, 1995; Oliveira et al.,
1998) e molecular (Costa et al., 2001) de pouquissimos acessos.

Na coleg@o da Embrapa Amazoénia Oriental, as informagdes contemplam
a produgdo de frutos e palmito. Inicialmente, a caracterizacdo morfo-agrondmica
para frutos foi realizada em apenas 20 acessos e envolveu andlises de estatisticas
simples e univariadas de alguns caracteres (Oliveira, 1995; Oliveira et al., 1998),
enquanto a molecular foi iniciada recentemente, com o uso de marcadores
RAPD em dez genétipos (Costa et al., 2001). Portanto, essas atividades

necessitam ser complementadas.

2.3.1 Molecular

Em colegdes de germoplasma, a caracterizagdo molecular tem sido
realizada com varios objetivos, dentre eles tém-se a quantificacdo da diversidade
e a determinag@o da estruturagdo genética. A interpretagdo da diversidade ¢ feita
por meio de uma medida de dissimilaridade, quase sempre visualizada por
métodos de agrupamento. Ja os niveis de variagdo genética podem ser obtidos
por varios procedimentos, como pela analise de variancia molecular.

Marcadores moleculares permitem acessar o gendtipo e a variabilidade
do DNA nas plantas, por identificar o polimorfismo e associar a genes de efeito
maior (Milach, 1998). Mas, a propor¢do de DNA que esta diretamente envolvida
na codificagdo de proteinas ¢ muito pequena em relacdo ao DNA total que
compde o genoma dos organismos. A maior parte do DNA nao codificado ¢
formada por seqiiéncias repetitivas de varias naturezas, entre elas, os
microssatélites (Litt & Luty, 1989). Grande parte das mutacdes ocorridas no
DNA ndo codificado ¢ seletivamente neutra, sendo responsavel por um padrao

de evolugdo diferente e mais rapido que a evolucdo fenotipica (Miihlen, 1999).
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Viérias técnicas de marcadores moleculares tém sido empregadas na
caracterizagdo da diversidade e na estruturagdo genética de germoplasma
vegetal, especialmente as que detectam polimorfismo no DNA, utilizando
amplificagdo via PCR, como o RAPD e SSR. Esta caracterizacdo tem se
mostrado util, em virtude da diversidade molecular ser bem maior que a
morfologica (Miihlen, 1999).

No que tange as palmeiras perenes, a diversidade e a diferencia¢do
genética tém envolvido varias técnicas moleculares: RFLP (Lebrun et al., 1998),
RAPD (Barbosa, 1997; Corniquel & Mercier, 1994; Costa et al., 2001;
Moretzsohn et al., 2002; Rodrigues et al., 2004; Sawazaki et al., 1998; Sedra et
al.,, 1998; Shah et al., 1994; Soliman et al., 2003; Sousa et al., 2001), SSR
(Billote et al.; 2004; Conte, 2004; Gaiotto et al., 2003; Meerow et al., 2003;
Perera et al., 2000; Perera et al., 2001; Souza, 2002; Zehdi et al., 2004a; Zehdi et
al., 2004b) e AFLP (Adin et al., 2004; Barcelos et al., 2002; Cardoso et al.,
2000; Lebrun et al., 1998). Em alguns desses estudos, ha uma abordagem

comparativa da eficiéncia de marcadores dominantes e codominantes.

Marcadores RAPD

A técnica RAPD foi descrita, inicialmente, por dois grupos de
pesquisadores: Williams et al. (1990), que a denominaram de Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) e por Welsh & McClelland (1990), com o nome de
Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR) (citados por Milach,
1998). Embora as versdes sejam distintas nos detalhes técnicos, sdo iguais no
fundamento, pois se baseiam na amplificagdo de fragmentos de DNA por PCR,
seguida da separag@o desses fragmentos por eletroforese em meio semi-solido e
visualizagdo, com o auxilio da coloragdo em brometo de etidio e exposi¢do em

luz ultravioleta (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998).
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Neste tipo de PCR, utilizam-se primers de composicdo arbitraria,
freqlientemente com 10 bases, que podem apresentar homologia total ou parcial
com uma ou mais regides do genoma (Milach, 1998). Tais iniciadores permitem
a amplificacao de fragmentos de DNA nao identificados a priori.

Apesar do baixo custo em relacdo as outras técnicas que detectam
polimorfismo no DNA, apresenta baixa reprodutividade dos resultados entre
laboratdrios, ocasionada por diferentes fatores que afetam o padrdo de bandas,
como concentragdo de MgCl,, temperatura de anelamento, tipo de polimerase e
de termociclador, composi¢do e comprimento dos primers e também baixo
conteudo de informacdo genética por loco, pois somente um alelo ¢ detectado,
sendo os outros interpretados como um alelo nulo (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Para esses autores, tais desvantagens podem ser minimizadas pela
padronizagdo de procedimentos e pelo emprego de maior numero de primers.

Dois tipos de polimorfismo sdo detectados com o RAPD: 1) ndo ocorre
pareamento na regido de homologia do primer com o do genoma ou o
pareamento ¢ muito dificultado, ndo havendo amplificacdo desta regido e,
conseqiientemente, ndo ha formagdo de bandas; 2) ocorre alteragdo do
comprimento da regido amplificada (por duplicagdo, inser¢do ou eliminagdo de
nucleotideos), resultando no aparecimento de bandas (Milach, 1998). Por este
motivo, ¢ considerado um marcador dominante, ndo fazendo distin¢do das
regides do genoma amplificadas, simultaneamente, ou seja, de bandas de um
mesmo loco com diferentes alelos ¢ das provenientes de diferentes locos
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A caracterizagdo molecular com o emprego de RAPD tem sido realizada
na colecdo de germoplasma de intmeras espécies perenes. No Brasil, esta
atividade vem sendo implementada no cacaueiro (Faleiro et al., 2001; Yamada et
al., 2002), na aceroleira (Salla et al., 2002), na seringueira (Marques et al.,

2002), em espécies do género Citrus (Koelher-Santos et al., 2003; Oliveira et al.,
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2002) e no guaranazeiro (Sousa, 2003), como também em palmeiras produtoras
de palmito (Rodrigues et al., 2004; Sawazaki et al., 1998; Sousa et al., 2001).
Para o germoplasma de agaizeiro, ha apenas um relato preliminar com o

uso desse marcador (Costa et al., 2001).

Marcadores SSR

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) sdo marcadores
relativamente novos, baseados em seqiiéncias curtas, envolvendo 1 a 6 pares de
bases, repetidas lado a lado no genoma (Milach, 1998). Essas seqiiéncias estdo
presentes em todos os genomas, de procariotos e eucariotos ja analisados, tanto
em regides codificadoras quanto em nao codificadoras.

Souza (2002) relata que os microssatélites sdo diferenciados pela
composicao das unidades repetitivas, que pode ser: pura (formado por uma tinica
unidade repetitiva), composta (com mais de uma unidade compondo a regido) e
interrompida (intercalada por diferentes nucleotideos).

Seqiiéncias repetidas em tandem representam regides instaveis do
genoma que estdo sob alteragdes mutacionais, geralmente do tipo adicdo ou
delegdo de repeti¢des em taxas variaveis, segundo o tipo de seqiliéncia repetitiva,
comprimento ¢ posi¢do no genoma, sendo mais elevadas que as observadas nas
seqiiéncias ndo repetitivas. Essa instabilidade pode ser ocasionada por dois
mecanismos: 1) permuta desigual, devido ao pareamento errdneo das seqiiéncias
durante o quiasma ou 2) pareamento desalinhado da polimerase durante a
replicagdo (replication slippage) do DNA. Tais eventos resultam em variagdo do
numero de copias da unidade basica de repeti¢do, tornando esses marcadores
altamente polimoérficos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores SSR possuem as seguintes caracteristicas: sdo
abundantes e estdo uniformemente distribuidos por todo o genoma; apresentam

polimorfismo do tipo codominancia; sdo altamente multialélicos, possuindo o
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maior conteudo informativo por loco entre todas as classes de marcadores
moleculares; sdo automatizaveis em sistemas multiplex, permitindo avaliar
rapidamente um grande niumero de individuos para um grande numero de locos;
necessitam de pequenas quantidades de DNA e podem ser transferiveis entre
espécies de um mesmo género e compartilhados entre diferentes laboratdrios
(Ferreira & Grattaplaglia, 1998).

Os principais limites de seu emprego em larga escala estdo no custo
elevado e nas tecnologias necessarias para a obtengdo dos primers especificos
que flanqueiam e amplificam regides altamente repetitivas do DNA. Mas, se
disponiveis, o custo assemelha-se a técnica RAPD, com excecdo da separagdo
dos fragmentos amplificados que normalmente € feita em géis de poliacrilamida,
por permitirem maior resolugdo. Entretanto, pode ser realizada em géis de
agarose de alta qualidade, em alta concentragdo (Milach, 1998). Mesmo assim,
seu uso ¢ compensado pelo elevado polimorfismo revelado, fazendo com que
este marcador seja uma das melhores op¢des na caracterizagdo da diversidade
genética de germoplasma (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Em plantas, os microssatélites sdo cinco vezes menos abundantes que
em humanos (Powell et al., 1996). Os primeiros trabalhos publicados foram
feitos com milho e espécies arboreas, sendo os dinucleotideos AG e AC
repetidos em grande abundéancia (Condit & Hubell, 1991). No genoma de
vegetais, o dinucleotideo mais repetido € o AT, seguido pelos AG ¢ AC; nas
monocotiledoneas, espera-se um microssatélite a cada 65 Kb, enquanto nas
dicotiledoneas esta relagdo é de um a cada 21 Kb (Powell et al., 1996).

Esses marcadores vém sendo empregados com sucesso na discriminagdo
de acessos conservados em bancos de germoplasma (Kraic et al., 2002), no
mapeamento genético, em genética de populagdes e na caracterizagdo da
diversidade e diferenciacdo genética (Charcosset & Moreau, 2004; Ferreira &

Grattapaglia, 1998; Milach, 1998).
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No Brasil, os microssatélites ja foram obtidos para algumas espécies
perenes, sendo aplicados em estudos de genética de populagdes (Ciampi &
Grattapaglia, 2001; Conte, 2004; Gaiotto et al., 2003; Souza, 2002; Zucchi,
2002) e na caracterizagdo da diversidade genética em colegdes de germoplasma
(Alves, 2002; Faleiro et al., 2002; Koehler-Santos et al., 2003).

Recentemente, 18 primers SSR foram desenvolvidos para Euterpe
edulis, sendo sete transferiveis para E. oleracea (Gaiotto et al., 2001). Segundo
esses autores, tais primers podem ser Uteis na determinacdo de parametros
genéticos populacionais, no sistema reprodutivo, no fluxo génico, na estrutura
genética e na diversidade genética. Mas, até o momento, esses primers foram
aplicados apenas para avaliar a diversidade genética, o sistema reprodutivo e o

fluxo génico de uma populacio natural de acaizeiro (Souza, 2002).

Diversidade genética

A diversidade genética ¢ a por¢do hereditaria de uma variagdo possivel
de ser observada e mensurada (Vilela-Morales et al., 1997). Segundo esses
autores, pode ser empregado como termo alternativo para representar a variagao
genética, indicando o somatoério da informagdo genética conhecida e potencial.
Logo, quantifica o nimero de genotipos possiveis de ser detectado em uma
populacdo ou em qualquer hierarquia. Assim sendo, a caracterizagdo com 0 uso
de marcadores moleculares tem sido util, em virtude da diversidade, em nivel
molecular, ser bem maior que a morfoldgica (Miihlen, 1999).

Varios trabalhos abordam a diversidade genética em palmeiras, tanto em
populagdes naturais quanto em cole¢des de germoplasma, envolvendo diferentes
tipos de marcadores moleculares, como RFLP (Lebrun et al., 1998), RAPD
(Barbosa, 1997; Costa et al., 2001; Moretzsohn et al., 2002; Sedra et al., 1998;
Shah et al., 1994; Negrdo, 1999; Sawazaki et al., 1998), SSR (Conte, 2004;
Gaiotto et al., 2003; Meerow et al., 2003; Perera et al., 2000; Perera et al., 2001;
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Rivera et al., 1999; Souza, 2002; Zehdi et al., 2004b) e AFLP (Adin et al., 2004;
Barcelos et al., 2002; Cardoso et al., 2000; Lebrun et al., 1998).

Os primeiros relatos sobre uso de marcadores SSR ¢ RAPD em
palmeiras, com o intuito de caracterizar a diversidade genética, foram realizados
por Perera et al. (2000) e Shah et al. (1994), respectivamente. O estudo com
RAPD foi desenvolvido em acessos da colegdo de germoplasma de dendé da
Africa, sendo detectada a geragio de produtos polimérficos entre e dentro das
populagdes. Ja no trabalho com SSR, foram empregados oito primers recém-
desenvolvidos para o coqueiro em 130 ecotipos da cole¢do de germoplasma do
Sri Lanka, sendo 75 da variedade gigante e 55 da and, obtidos de diferentes
regides, que geraram 51 alelos, a maioria deles nos acessos da variedade gigante,
com diversidades médias de 0,589 para a gigante e 0,348 para a ana.

Para espécies do género Euterpe, estudos sobre a caracterizagdo da
diversidade genética com a utilizagdo de marcadores RAPD e SSR sdo recentes,
havendo relatos de quatro trabalhos: dois envolvendo RAPD em colegdes de
germoplasma (Costa et al., 2001; Sawazaki et al.,, 1998) e dois com SSR,
abordando popula¢des naturais (Gaiotto et al., 2003; Souza, 2002).

Sawazaki et al. (1998) caracterizaram a diversidade genética de nove
ecotipos com e sem perfilhamento do género Euferpe, conservados na colegao
de germoplasma do IAC-Campinas, SP. Foram utilizados 24 primers, os quais
geraram 265 bandas, sendo observada ampla variabilidade intra e
interespecifica, possibilitando, inclusive, a diferenciacdo entre os ecotipos, os
quais apresentaram tendéncia de se agruparem por local de coleta.

Costa et al. (2001) também empregaram 24 primers para avaliar a
variabilidade genética em dez gendtipos de E. oleracea de diferentes
procedéncias, conservados na colecdo de germoplasma da Embrapa Amazoénia
Oriental. Esses autores constataram a amplificacdo de 177 produtos, os quais

foram eficientes em detectar grande variabilidade, distribuida em cinco
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agrupamentos e sugeriram o uso desses e de outros marcadores moleculares na
caracterizagdo de todos os acessos para subsidiar estudos de conservagdo e pré-
melhoramento do agaizeiro.

Em uma populagdo natural de agaizeiro sem agdo antropica, Souza
(2002) aplicou sete primers SSR desenvolvidos por Gaiotto et al. (2001) e
constatou altos valores para diversidade alélica e heterozigosidade observada
entre individuos adultos e também em plantulas. Gaitto et al. (2003) realizaram
estudos semelhantes em duas populagdes naturais de E. edulis, com o uso de 18
primers que apresentaram elevados valores de diversidade. Concluiram que tais
marcadores sdo adequados para estudos dessa natureza, como também para obter

subsidios ao pré-melhoramento dessa espécie.

Estruturacio genética

A estruturag@o genética refere-se a distribuicdo da variabilidade entre e
dentro de populagdes e subpopulacdes. Nesta distribuicdo os alelos e os
gendtipos ocorrem de maneira heterogénea (ndo aleatéria) no espago e no tempo,
sendo resultado da agdo de forgas evolutivas como a mutagdo, migragao, selegdo
e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada espécie e populagdo
(Hamrick, 1982).

O conhecimento da parti¢do da variabilidade ¢ um importante passo para
se estabelecer estratégias de coletas e conservagdo de germoplasma. Segundo
Brown (1992), as primeiras coletas devem ser baseadas na grande diversidade de
regides, sendo realizadas em um maximo de locais e a partir delas estudar a
estruturagdo genética da espécie com intuito de sugerir estratégias de coletas
mais eficientes.

A avaliagdo da diferenciagdo genética entre e dentro de populagdes
naturais, como também de populacdes, procedéncias, tipos e variedades

conservadas em bancos ou cole¢des de germoplasma, ¢ primordial e requer
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estudos especificos para que sejam bem manejadas, conservadas e domesticadas
(Cardoso et al., 2000).

Diversos fatores podem afetar a distribuigdo da variabilidade genética
entre ¢ dentro de populacdes da espécie ao longo de suas areas de ocorréncia,
tais como: o tamanho da popula¢do, o modo de reproducdo (sexual, assexual), o
sistema de reproducdo (autofecundacdo, cruzamento, misto), o fluxo génico
(dispersdo de sementes e pdlen) e os tipos de ambientes em que a espécie ocorre
(Hamrick, 1982). Para este autor, populagdes de espécies alogamas tendem a
trocar pdlen entre si e, por isso, espera-se obter alto nivel de diferenciacdo
dentro das populagdes e baixo entre. Neste caso, as porcentagens de variagdo
podem ser afetadas pelos mecanismos de dispersdo de polen e sementes.

Em espécies arboreas nativas, outros fatores podem influenciar na
estruturagdo genética como a fragmentacdo florestal (desflorestamento e
exploracdo) e a acdo antrdpica, que ocasionam a reducdo no tamanho da
populag@o (Rotman & Boyle, 2000). Segundo esses autores, os principais efeitos
desses fatores envolvem a redugdo da diversidade genética, a ocorréncia de
deriva genética e o aumento na taxa de endogamia, fazendo com que ocorra
maior diferenciacdo genética entre populacdes, uma vez que o fluxo génico fica
prejudicado, principalmente se os polinizadores foram animais.

Inferéncias seguras sobre a estruturacdo genética podem ser obtidas por
marcadores moleculares. O uso de marcadores moleculares neste estudo envolve
diferentes metodologias, que dependem do tipo de marcador, se dominante ou
codominante (Zucchi, 2002). Para esta autora, a caracterizagdo da estrutura
genética em populagdes naturais com o uso de marcadores codominantes pode
ser abordada de trés formas: 1) pelas estatisticas F de Wright, que permitem
determinar a distribuicdo da variabilidade genética entre as populagdes (F;,) e os
niveis médios de endogamia populacional (F;) e total (F;); 2) pelos coeficientes

de coancestralidade de Cockerham (0), que possibilitam a avaliagdo da
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divergéncia em diferentes niveis de hierarquia (s=populagdes, n=individuos e
g=2, organismos diploides), como também a obtencdo de estimativas de
endogamia, a partir de uma base ndo viesada, e 3) pela analise da diversidade
génica em populacdes subdivididas, que compara os niveis de heterozigosidade
entre ¢ dentro das populagdes e obtém uma estimativa de divergéncia, tendo uma
base diferente daquela fundamentada pelas estimativas de F,; ¢ 0. Essas trés
abordagens possuem bases genéticas similares, além de serem complementares
quanto ao significado biologico das estimativas obtidas (Reis, 1996). Ja aquela
obtida por marcadores dominantes s6 foi possivel a partir da introducdo da
estatistica ¢y, que proporcionou uma nova alternativa para esse tipo de
marcador, uma vez que esses marcadores ndo permitem obter informacgdes
alélicas, a ndo ser em condi¢des especiais, ou seja, admitindo equilibrio em
alogamia (/=0) ou em autogamia (f=1).

A estatistica ¢, foi determinada por Excoffier et al. (1992). Esses
autores incorporaram dados de diferentes haplotipos de DNA mitocondrial
humano na forma de analise de variancia (AMOVA), derivada da matriz de
distancias quadradas entre todos os pares de haplotipos e estimaram
componentes de varidncias analogos as estatisticas F de Wright, sendo
denominados de ¢. Entdo, ¢ reflete a correlagdo da diversidade em diferentes
niveis de hierarquias. Este método acomoda diversos tipos de matrizes de
entrada fornecidas por diferentes tipos de marcadores moleculares, além de
diferentes tipos de pressuposicdes evolutivas, sem modificar a estrutura basica
da analise, sendo a significAncia dos componentes de variancia testada por meio
de permutagdes. Para esses autores, a AMOVA ¢ facilmente aplicavel em
diferentes situacdes e constitui uma estrutura coerente e flexivel para a analise
de dados moleculares. Mohammadi & Prasanna (2003) consideram que este
método pode ser empregado em qualquer grupo de individuos, seja com a

aplicac@o de marcadores dominantes ou codominantes.
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Exemplificando, no esquema da AMOVA, podem-se considerar as
seguintes fontes de variagdo: entre populagdes, dentro de populagdes e total, em
que P=numero total de popula¢des e N=numero total de dados genotipicos ou
numero total de genes para dado haplotipo e ¢y representa a proporcdo da
variabilidade molecular entre populacdes (Excoffier et al., 1992).

Muito embora a AMOVA ndo tenha sido desenvolvida para estudos com
dados gerados por marcadores dominantes esta andlise foi empregada pela
primeira vez em plantas por Huff et al. (1993). Esses autores avaliaram a
variagdo genética entre e dentro de seis populacdes naturais de Buchloe
dactyloides com o emprego de marcadores RAPD. Mais tarde, Buso et al.
(1998), utilizando esta metodologia para quantificar a variabilidade genética de
populagdes de arroz da América do Sul por meio de marcadores isoenzimaticos
e RAPD, encontraram diferentes padroes de diferenciagdo genética entre e
dentro de populagdes para os tipos de marcadores aplicados. Recentemente,
Zucchi (2002) empregou esta andlise para avaliar a estrutura genética de dez
populagdes da cagaiteira com marcadores RAPD, tendo detectado alto nivel de
diferenciacdo genética (¢ =0,2703). Esta autora menciona varios trabalhos que
utilizaram esta mesma metodologia aplicando RAPD em plantas.

A distribuicdo da variacdo genética em espécies de fecundagdo cruzada,
monodica e ou didica, de ciclo longo e climax, é caracterizada por apresentar uma
baixa variac¢ao entre populagdes ou procedéncias, sendo alta dentro da populagao
(Loveless & Hamrick, 1984 citado por Zucchi, 2002). Mas, estudos
desenvolvidos com espécies perenes que possuem estas caracteristicas tém
apresentado diferenciacdo genética variavel conforme a espécie.

Em espécies arbdreas tropicais, a estrutura genética tem sido avaliada
em algumas populacdes naturais com o emprego de diferentes marcadores
moleculares (Cardoso et al., 1998; Ciampi & Grattapaglia, 2001; Zucchi, 2002).

Em palmeiras, a particdo da variagdo genética vem sendo realizada em
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populacdes de E. edulis (Conte, 2004; Gaiotto et al., 2003), de Syagrus
romanzoffiana (Negrao, 1999) e de E. oleracea (Souza, 2002), também com a
utilizacdo de diferentes marcadores moleculares.

Souza (2002) encontrou alta variabilidade genética dentro de uma
populagdo de agaizeiro aplicando marcadores SSR, mas, obteve 12,9% de
cruzamentos entre individuos aparentados e relacionou esta ocorréncia a varios
fatores: fluxo génico predominante a curta distancia, influéncia da sazonalidade
de floracdo e perfilhamento abundante, os quais podem favorecer a
autofecundagdo, resultando em aumento da endogamia e no aparecimento de
homozigotos. Segundo esta autora, a taxa de cruzamento nesta espécie indica
alogamia, mas, com elevada probabilidade de gerar irmaos germanos dentro de
familias de polinizagdo aberta.

A AMOVA tem sido utilizada para determinar niveis de diferencia¢do
genética com o emprego de diferentes marcadores moleculares, em
germoplasma de algumas palmeiras (populagdes, tipos, ecotipos etc.)
conservado em bancos e ou colegdes de germoplasma, como no palmiteiro
(Cardoso et al., 2000), no coqueiro (Perera et al., 1998; Perera et al. 2001) ¢ no
dendezeiro (Hayati et al., 2004). Entretanto, ndo ha registros de estudos dessa

natureza em colegdes de germoplasma de espécies do género Euterpe.

2.3.2 Morfo-agronémica

A caracterizagdo morfo-agronomica tem sido efetuada em colegdes de
germoplasma para gerar informacgdes sobre a descrigdo e a classificagdo do
material conservado, na discriminacdo de caracteres mais importantes e,
principalmente, para subsidiar programas de melhoramento genético por
identificar individuos desejaveis e quantificar a diversidade disponivel.

Na maioria das colegdes ¢ de praxe a obten¢do de dados morfologicos e

agrondmicos concomitantemente, o que explica a fusdo dos nomes. Em plantas
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perenes, os caracteres podem ser obtidos em diferentes estaddios (germinagao,
juvenil e adulto), grupos (vegetativo, reprodutivo, produtivo) e modos, ou seja,
por observacdes, registradas em escalas de notas (qualitativos), e ou por
mensuragdes (quantitativos). A obtengdo de descritores em varias etapas € feita
com o objetivo de identificar caracteres que possam ser Uteis na sele¢do precoce.
Dessa forma, t€ém sido comuns a observagdo e ou mensuracdo de varios
caracteres em um mesmo gendtipo (Cury, 1993).

Quase sempre, as inimeras informagdes obtidas sdo manipuladas por
analises univariadas, gerando dificuldades na sele¢@o de individuos desejaveis e
na determinacao da diversidade, como também de medidas que visem a reducao
de custos e a otimizagdo de colegdes (Pereira, 1989).

Procedimentos multivariados avaliam o individuo na sua
multidimensionalidade, proporcionando uma visdo holistica de cada gendtipo
(Dias, 1994). Para este autor, as técnicas multivariadas tém se mostrado muito
adequadas em discriminar caracteres e estimar a diversidade sem representar
custos adicionais.

No Brasil, técnicas multivariadas tém sido empregadas na selegdo de
caracteres ¢ na quantificacdo da diversidade de espécies perenes, como a
mandioca (Cury, 1993; Pereira, 1989), o cajueiro (Barros, 1991), o cacaueiro
(Dias, 1994; Dias et al., 1997), o cupuaguzeiro (Alves, 2002; Araujo et al.,
2002), Paspalum (Strapasson, 1997), Sesbania (Veasey, 1998), guandu (Santos
et al., 1994), capim-elefante (Daher, 1993; Shimoya et al., 2002), algodao
(Carvalho et al., 2003) e guaranazeiro (Nascimento Filho et al., 2001; Sousa,
2003), promovendo grandes avangos nos conhecimentos do germoplasma. Mas,
em colegdes de palmeiras, elas tém sido negligenciadas, havendo poucos
trabalhos (Martel et al., 2003; Ribeiro et al., 1999).

A caracterizagdo de germoplasma de agaizeiro visando a producdo de

frutos € recente. Esfor¢os foram envidados na elaboracdo da lista preliminar de
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descritores (Oliveira, 1998), mas, até o momento, os dados disponiveis sdao
inconsistentes para quantificar a diversidade da cole¢do da Embrapa Amazdnia
Oriental (Oliveira, 1995; Oliveira et al., 1998; Oliveira et al., 2000b) ¢ a
capacidade discriminatéria dos caracteres ¢ desconhecida, ndo havendo o

numero exato de descritores capazes de distinguir os acessos.

Selecao de descritores

Nas colecdes de germoplasma, o termo descritor ¢ utilizado para se
referir a um atributo ou carater que se observa ou se mensura nos acessos
(Querol, 1988), sendo capaz de discriminar um acesso de outro. Nesses locais,
freqlientemente, ha um grande numero de acessos que necessita ser
caracterizado e avaliado, além de ser regra geral a observagdo e a mensuragao de
um grande ntimero de caracteres (Pereira, 1989).

Em muitos casos, os caracteres sdo obtidos sem um critério da sua real
contribui¢do para a variabilidade e esse tipo de procedimento, além de produzir
a duplicagdo da mesma informagao para muitos caracteres, tem contribuido para
uma analise multivariada confusa e de dificil interpretagdo (Dias, 1994).

No geral, todo carater deve apresentar uma parcela de contribuigdo na
variagdo do germoplasma analisado. Mas, ha uma tendéncia de que o aumento
do ntmero de descritores avaliados ocasione a presenca de caracteres
redundantes, estando esses caracteres quase sempre associados a outros (Daher,
1993). Logo, a eliminagdo dos redundantes seria uma decisdo vantajosa, pois
reduziria o trabalho de tomada de dados sem ocasionar perda na precisdo da
caracterizagdo, especialmente se esses caracteres forem de dificil mensuragdo e
apresentarem baixa variabilidade e estabilidade de expressdo (Pereira, 1989).

O conjunto reduzido de caracteres apos o descarte deve se mostrar
efetivo na representagdo da variagdo total, além de proporcionar uma reducdo

nos gastos com mao-de-obra e no tempo destinado a tomada de dados.
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A selegdo de descritores tem sido realizada com base em varias analises
estatisticas, podendo-se mencionar: a regressdo e interdependéncia de dados, o
coeficiente de repetibilidade, varidveis candnicas e componentes principais
(Cruz, 1990). Contudo, a analise de componentes principais vem se destacando
como a metodologia mais empregada em bancos e ou colegdes de germoplasma,
pois além de identificar os caracteres mais importantes na contribuicdo de
variagdo total disponivel entre os individuos analisados, fornece indicagdo para
eliminar os que pouco contribuem (Dias et al., 1997; Alves, 2002).

O emprego da andlise de componentes principais no descarte de
caracteres foi impulsionado a partir da publicag@o dos trabalhos de Jolliffe (1972
e 1973). Este autor, analisando quatro métodos de descarte com base em dados
simulados e reais, concluiu que este procedimento era satisfatério quando o
numero de caracteres rejeitados fosse igual ao de componentes principais que
apresentassem varidncias inferiores a 0,7. Posteriormente, Mardia et al. (1979)
complementando esta metodologia, recomendaram o descarte com base na
observacdo dos componentes principais que apresentassem autovalores
inferiores a 0,70 e, em cada um desses componentes, fosse descartado o carater
com maior coeficiente de ponderacdo em valor absoluto (autovetor). Este
procedimento foi denominado, por Cruz (1990), de selegdo direta.

Wilches (1983), aplicando a andlise de componentes principais em 34
variedades de amendoim, propds uma selegdo prévia antes da utilizacdo da
metodologia de Jolliffe (1972 e 1973) e descartou os caracteres altamente
influenciados pelo ambiente, com base na informacgdo da analise de variancia
univariada realizada para cada carater. Cruz (1990) menciona outros trabalhos
que empregaram a sele¢@o prévia por meio de outras andlises estatisticas.

No Brasil, a andlise de componentes principais tem sido aplicada na
selecdo de descritores em colegdes de germoplasma de varias espécies, como

mandioca (Cury, 1993; Pereira, 1989), cajueiro (Barros, 1991), capim-elefante
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(Daher, 1993), espécies do género paspalum (Strapasson, 1997), cacaueiro
(Dias, 1994; Dias et al., 1997) e cupuaguzeiro (Alves, 2002; Aratijo et al., 2002).

O primeiro trabalho que utilizou esta metodologia no descarte de
caracteres redundantes foi realizado Pereira (1989), quando caracterizou 280
acessos de mandioca com base em 28 caracteres ¢ conseguiu descartar 50% dos
caracteres analisados, o que proporcionou reducdo no trabalho e facilidade na
interpretacdo dos dados. Mais tarde, Daher (1993), empregando a mesma
metodologia na aplicacdo de 22 caracteres em 60 acessos de capim-elefante,
obteve uma redugdo de 63,6% no conjunto de caracteres analisados.

Cury (1993) e Strapasson (1997) propuseram algumas alteragdes para
aumentar a eficiéncia do descarte com o emprego da analise de componentes
principais. O primeiro autor modificou parcialmente a metodologia de Jolliffe
(1972 e 1973) quando estudou 20 caracteres em 30 acessos de mandioca,
propondo uma nova andalise com os caracteres remanescentes apos o descarte de
cada carater, além da observacdo da matriz de correlagdo fenotipica para auxiliar
no descarte dos caracteres redundantes. Realizou este procedimento até ndo ser
possivel discriminar o maior autovetor no ultimo componente principal e
considerou, a partir desta situacdo, o processo inconsistente. Com esta
modificagdo, reduziu 30% dos caracteres, em vez dos 65% propostos na
metodologia inicial, sem perda significativa de informagdes e concluiu que o
numero de descarte ndo deve ser pré-fixado como sugerido na selecdo direta.
Cruz (1990) denominou este procedimento de selecdo com reanalise. No
segundo trabalho, o nimero de acessos era bem inferior ao nimero de caracteres
avaliados, os quais pertenciam a diferentes grupos e o autor realizou as analises
de componentes principais para cada grupo de caracteres, descartando os
redundantes, dentro de cada grupo, com base na metodologia inicial de Jolliffe.
Em seguida, procedeu a mais uma anélise, utilizando todos os descritores

previamente selecionados para definir o conjunto final de descritores e concluiu
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que, dos 40 caracteres avaliados, apenas oito seriam importantes na
quantifica¢do da variacdo dos acessos.

De modo geral, a selecdo direta tem sido o procedimento mais adotado
no descarte de caracteres em bancos e ou colegdes de germoplasma,
especialmente quando se tomam dados de caracteres morfologicos e
agrondmicos, simultaneamente, em um grande nimero de acessos. Um outro
procedimento que tem sido adotado, para dar maior seguranca na sele¢do de
descritores, ¢ o emprego de mais de um procedimento no descarte dos caracteres
redundantes (Alves, 2002; Daher, 1993; Dias et al., 1997).

Na literatura disponivel, ndo foi encontrado nenhum trabalho
empregando a analise de componentes principais no descarte de caracteres ou na
selecdo de descritores, para a caracterizagdo de acessos em bancos e ou colegdes
de germoplasma de espécies pertencentes ao género Euferpe, especialmente para

0 agaizeiro visando a producao de frutos.

Eficiéncia do descarte

Pelo fato de alguns trabalhos criticarem o emprego da analise de
componentes principais no descarte de caracteres, especialmente quando se
utiliza o0 método da selecdo direta, considerado um procedimento drastico, faz-se
necessdria a avaliacdo de sua eficiéncia (Alves, 2002).

A avaliagdo da eficiéncia tem sido realizada com base na comparagdo do
poder discriminatério do conjunto de caracteres original com o dos descritores
selecionados. Alguns trabalhos sugerem que esta avaliagdo seja feita pela
comparacdo dos agrupamentos formados antes e depois do descarte. Por
exemplo, Cury (1993) comparou a eficiéncia do descarte por meio do nimero de
agrupamentos formados por todos caracteres com os obtidos pelos descritores
selecionados, levando em consideracdo no método de otimizagdo de Tocher.

Aratjo et al. (2002) e Dias (1994) também utilizaram este mesmo método na
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comparacdo da eficiéncia de descarte em acessos de cacaueiro e de
cupuaguzeiro, respectivamente, obtendo agrupamentos proéximos sem perda de
informagdes.

Outras metodologias vém sendo empregadas na avaliacdo da eficiéncia
do descarte, como o estudo comparativo dos agrupamentos formados pelo
dendrograma (Bekele et al., 1994) e a comparacdo por meio de medidas de
similaridade, estimadas pelo coeficiente de correlag@o entre os pares obtidos (r;)
e entre dois conjuntos de componentes (Q,), utilizada por Strapasson (1997).
Essa tltima indicada para condigdes onde o numero de caracteres ¢ superior ao

numero de acessos.

Diversidade fenotipica

Em plantas perenes, a maioria do germoplasma conservado encontra-se
instalado em cole¢des vivas no campo, estando freqiientemente distribuido em
linhas, onde cada acesso ¢ representado em média por dez plantas, independente
de ser clone ou progénie, sem a observancia dos principios basicos
experimentais, especialmente a casualizacdo e o controle local (Dias et al.,
1997). Portanto, a diversidade obtida nessas condi¢des tem natureza fenotipica,
ou seja, reproduz a diversidade genética sob a influéncia do ambiente.

No Brasil, a diversidade fenotipica por meio de analises multivariadas
foi determinada em germoplasma de mandioca (Cury, 1993; Pereira, 1989);
cajueiro (Barros, 1991), cacaueiro (Dias, 1994; Dias et al., 1997), cupuaguzeiro
(Alves, 2002; Araujo et al., 2002), no género Paspalum (Strapasson, 1997), em
espécies de Sesbania (Veasey, 1998), guandu (Santos et al., 1994), capim-
elefante (Daher, 1993; Shimoya et al., 2002), algoddo (Carvalho et al., 2003) e
guaranazeiro (Nascimento Filho et al., 2001; Sousa, 2003).

Em palmeiras, essa diversidade tem sido quantificada em colecdes de

germoplasma de coqueiro (Balakrishnan & Namboodiri, 1987; Sugimura et al.,
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1997; Ribeiro et al., 1999; Vargas & Blanco, 2000) e de pupunheira (Barbosa,
1997; Martel et al., 2003).

No coqueiro, Balakrishnan & Namboodiri (1987) avaliaram a
divergéncia em 24 ecotipos da variedade gigante, por meio de 17 caracteres
morfo-agronémicos, os quais foram analisados pela distdncia de Mahalanobis e
conseguiram discriminar os acessos e escolher parentais mais divergentes.
Sugimura et al. (1997) observaram 35 caracteres botanicos e agrondmicos em 39
acessos de diferentes tipos pertencentes a colecdo das Filipinas e verificaram
diferencas significativas entre tipos para doze caracteres com variacdo alta
dentro deles. Ribeiro et al. (1999) analisaram cinco populacdes da variedade
gigante de diferentes procedéncias para 19 caracteres de frutos, com o uso da
distancia de Mahalanobis e varidveis candnicas, constatando que as populagdes
foram divergentes entre si, sendo as analises Uteis e concordantes. Vargas &
Blanco (2000), avaliando quatro populagdes da variedade gigante da colegdo das
Filipinas, com base em caracteres de frutos, constataram extrema
heterogeneidade entre as populagdes, que formaram quatro grupos distintos.

Martel et al. (2003) aplicaram trés técnicas multivariadas em quinze
descritores morfologicos, para discriminar dezesseis populagdes do BAG-
pupunha e obtiveram a formagdo de trés grupos, concluindo que todas as
técnicas foram eficientes.

Com relagdo ao agaizeiro, foi encontrado um estudo preliminar,
abordando a diversidade em 39 matrizes procedentes de quatro locais do Amapa
(Gazel Filho & Lima, 2002). Esses autores, aplicando a lista preliminar de
descritores para esta espécie e com o emprego de trés métodos de analise
multivariada, obtiveram a formagao de quatro grupos distintos entre si.

Informagdes dessa natureza, apesar de essenciais, sdo inexistentes no

germoplasma de agaizeiro conservado na Embrapa Amazdnia Oriental.
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2.4 Medidas para estimar a diversidade

Ha duas maneiras basicas para se inferir a diversidade genética: uma de
natureza quantitativa e outra preditiva (Cruz & Carneiro, 2003). Segundo esses
autores, dentre os métodos quantitativos tém-se as analises dialélicas, mas, em
plantas perenes, a aplicag@o ndo € apropriada, por ser extremamente trabalhosa e
de alto custo. J4 os métodos preditivos sdo vidveis e tomam por base as
diferengas morfoldgicas, agrondmicas e moleculares, quantificando-as por
alguma medida de dissimilaridade que expressa o grau de diversidade genética
entre os genotipos. A inferéncia da diversidade genética com base na diversidade
geografica também € um exemplo preditivo, mas tem sido bastante criticado.

Assim, trés medidas de dissimilaridades podem ser aplicadas para
representar a diversidade em colegdes de germoplasma, que diferenciam-se com
o tipo de varidvel obtida, ou seja, se quantitativas, binarias ou multicategoricas
(Cruz & Carneiro, 2003). Porém, independente da varidvel, essas medidas sdo
freqlientemente interpretadas e visualizadas por técnicas multivariadas.

Os métodos multivariados empregados com freqiiéncia na visualizagdo e
interpretacdo da diversidade em plantas perenes tém sido: analises de
componentes principais, analises de agrupamentos e variaveis candnicas (Alves,
2002; Aragjo et al., 2002; Barros, 1991; Cury, 1993; Dias, 1994; Dias et al.,
1997; Martel et al., 2003; Moura, 2003; Sousa, 2003; Staton et al., 1994).

As técnicas de agrupamento dependem de uma medida de
dissimilaridade que, para variaveis quantitativas, pode-se ser: a distancia
euclidiana ou a de Mahalanobis; a escolha de uma ou de outra distincia esta
basecada na precisdo experimental, sendo a distdncia euclidiana média
padronizada a mais empregada na caracterizag@o de cole¢des de germoplasma de
plantas perenes onde os acessos estdo instalados sem casualizacdo e controle
local (Cruz & Carneiro, 2003; Cruz et al., 2004). Para dados moleculares, onde

se obtém uma matriz composta por dados binérios, representados pelos numeros
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0 (auséncia) e 1 (presenga de bandas), aplicam-se varios indices de similaridades
que variam de 0 a 1, sendo as dissimilaridades obtidas de seus complementos
(Cruz & Carneiro, 2003; Cruz et al., 2004; Dias, 1998).

As propriedades matematicas e genéticas dos coeficientes de
dissimilaridades, obtidos de freqiiéncias alélicas, e dos de similaridades, gerados
de dados bindrios, empregados em marcadores moleculares, foram amplamente
discutidas por Reif et al. (2005). Segundo esses autores, quando os dados sdo
obtidos por marcadores que geram alelos ndo informativos ou sdo organizados
em uma matriz binaria, eles permitem a analise apenas pelo uso de coeficientes
de similaridade e destacaram trés deles como os mais importantes: o de
coincidéncia simples (Ssy), 0 de Jaccard (S,) e o de Dice (Sp), sendo que os dois
ultimos ndo contabilizam valores nulos (00). Relataram, ainda, que
complementos aritméticos desses coeficientes representam dissimilaridades (d =
1 - S), as quais tém propriedades de distncias e que a dissimilaridade obtida
pelo complemento artimético do coeficiente de Dice (dp) também pode ser

denominada de distancia de Nei-Li.

Analises de componentes principais

A andlise de componentes principais (ACP) baseia-se no estudo
simultdneo de inumeras variaveis, as quais sdo condensadas em poucas variaveis
sem a perda de informacdo (Dias, 1994). A principal vantagem desse método
esta em permitir sua aplicacdo em dados obtidos de experimentos instalados sem
obedecer a nenhum delineamento experimental (Cruz & Carneiro, 2003), um
fato comum em colegdes de espécies perenes.

Esta técnica foi desenvolvida por Pearson, segundo Morrison (1976) e
envolve a matriz de correlagdo R ou a matriz de covaridncia H. A primeira ¢ a
mais empregada, porém, a padronizagdo dos dados mensurados em escalas

diferentes faz com que as matrizes R ¢ H tornem-se idénticas. A estimacdo dos
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componentes principais ¢ feita por um sistema de combinagdes lineares de todas
as variaveis envolvidas, sendo o primeiro componente o de maior variancia, que
corresponde ao autovalor A; da matriz R (Mardia et al.,, 1979). O segundo
componente detém a variavel ndo correlacionada ao primeiro ¢ a segunda maior
varidncia e assim sucessivamente. Detalhes sobre esta técnica podem ser
encontrados em Cruz et al. (2004).

Nesta andlise, a importancia de cada componente ¢ explicada pela
percentagem da varidncia total que o mesmo representa. Segundo Morrison
(1976), o melhor resumo para visualizar grupos de similaridade ocorre quando
75% ou mais da variancia total sdo explicados pelos dois ou trés primeiros
componentes, permitindo a construgdo de graficos bi ou tridimensionais, cujos
eixos sdo formados pelos escores dos respectivos componentes.

Em colecdes de germoplasma de plantas perenes, a andlise de
componentes principais vem sendo aplicada com diferentes finalidades: na
identificagdo de genitores divergentes, na origem e evolugdo, na diferenciagao
de populagdes, na taxonomia de hibridos naturais, na avaliacdo da diversidade
fenotipica e genética e, especialmente, no descarte de caracteres redundantes.

A aplicagdo na avaliagdo da diversidade deve ser feita quando os dois
primeiros componentes principais contemplam mais de 80% da variagdo total,
sendo interpretada pela representacdo grafica desses componentes (Cruz et al.,
2004). Contudo, se este limite ndo for alcancado, a andlise deve ser
complementada pela dispersdo grafica feita em relagdo ao terceiro e quarto
componentes (Cruz & Carneiro, 2003; Cruz et al., 2004). Segundo Pereira
(1989), a concentrac@o da variancia nos primeiros componentes estd relacionada
com a natureza (botanico, morfolégico ou de producdo) e com o nimero de
caracteres utilizados na andlise.

O descarte de caracteres redundantes é uma das principais finalidades

desta andlise, cuja tendéncia é concentrar as principais informag¢des em uma
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amostra de caracteres que represente o maximo de variagdo. Os caracteres
indicados para descarte sdo pouco informativos e, na maioria das vezes,
complicam os dados, por ndo proporcionarem informagdo adicional. Mesmo
assim, ¢ comum o descarte ocasionar pequenas alteracdes no resultado final
(Cury, 1993). Mas, se um subconjunto de variaveis for bem selecionado néo
ocorrerdo perdas de informagdes (Jolliffe, 1972 e 1973).

A utilizacdo desta técnica em bancos de germoplasma de espécies
tropicais perenes tem sido realizada, especialmente para descarte de caracteres
redundantes, pois, nessas condi¢des, ¢ comum a varidncia encontrar-se diluida
em varios componentes principais (Alves, 2002; Aratjo et al., 2002; Dias, 1994;
Dias et al., 1997; Pereira, 1989). Em alguns casos, esta analise também tem sido
aplicada na avaliagdo da diversidade (Aragjo et al., 2002; Martel et al., 2003;
Nascimento Filho et al., 2001).

Anadlise de agrupamento

A andlise de agrupamento tem por objetivo reunir diversos acessos
(populagdes, clones, procedéncias, progénies, etc.) com o uso de medidas de
dissimilaridades (Cruz & Carneiro, 2003). Entdo, ¢ necessario estimar uma
matriz de dissimilaridade e, com base nesta matriz, identificar os grupos
similares. Para Dias (1994), a principal utilidade dessa técnica ocorre quando
emprega-se em um grande conjunto de dados, transformando-o em pequenos
subconjuntos de mais facil interpretagdo e manipulagao.

A matriz de dissimilaridade para dados moleculares dicotdmicos, que

envolve a presengca (1) e auséncia (0) de bandas, é obtida por meio do

complemento aritmético de um indice de similaridade (dgi/; l-sg;). A

similaridade (sg,) ¢ uma medida estabelecida entre um gendtipo (g;) e outro

(g)), sendo expressa em valores que variam entre 0 e 1 (Cruz & Carneiro, 2003).
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Hé vérios coeficientes de similaridades que se diferenciam por considerar ou ndo
a ocorréncia das quatro possiveis observagdes da banda no gel, sendo elas: 1)
a=11, presenca no par de genoétipos, 2) b=10, presenga no gendtipo i ¢ auséncia
em j, 3) c=01, auséncia no genotipo i e presenca em j, ¢ 4) d=00, auséncia no par
de gendtipos (Cruz & Carneiro, 2003; Dias, 1998). Segundo esses autores, 0s
coeficientes de coincidéncia simples, Jaccard e Dice sdo os mais empregados.

A matriz de dissimilaridade de dados morfo-agrondmicos quantitativos é
comumente construida com medidas de distdncias euclidianas ou de
Mahalanobis, sendo a ultima a mais precisa (Dias, 1994). Contudo, na
caracterizagdo de dados obtidos em colegdes de germoplasma, em que os
acessos sdo instalados sem atender as prerrogativas de um delineamento
experimental (casualiza¢do e controle local), a distincia euclidiana, baseada no
teorema de Pitadgoras e aplicada a multiplos eixos ortogonais, ¢ a mais adequada
(Cruz & Carneiro, 2003). Para esses autores, a distdncia euclidiana torna-se mais
eficiente se obtida de variaveis padronizadas, por ndo permitir a alteracdo da
distdncia pelas diferentes escalas de mensuracdo e nem pelo nimero de
caracteres, obtendo-se, entdo, a distdncia euclidiana média padronizada.

Os métodos de agrupamentos classificam-se em dois tipos: hierarquicos
e ndo hierarquicos. A diferenca entre eles esta no fato do primeiro envolver a
constru¢do de dendrograma. Nos hierarquicos, o agrupamento ¢ realizado em n
gendtipos aos pares com n(n-1)/2 combinagdes possiveis, porém, se o nimero de
gendtipos for grande, a identificacdo de grupos homogéneos apenas pela
visualizagdo da matriz ¢ quase impraticavel (Cruz & Carneiro, 2003).

Os hierarquicos se dividlem em divisivos e aglomerativos. Nos
aglomerativos, os genétipos mais similares sdo agrupados primeiro e, a partir
deles, novos grupos sdo formados, de acordo com suas similaridades. Cruz &
Carneiro (2003) descrevem vérios tipos de agrupamentos hierarquicos

aglomerativos, podendo-se destacar o método Unweighted Paired Group
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Method Using Arithmetic Averages (UPGMA), que permite a constru¢cdo de um
diagrama de arvore denominado de dendrograma. Nele identificam-se os grupos
homogéneos e a delimitagdo desses grupos ocorre nos pontos de alta mudanga de
nivel. Dentro do ndo hierarquico, tem-se o método de otimizagdo, desenvolvido
por Tocher (Rao, 1952), o qual estabelece grupos cujas médias das distancias
intragrupos sdo sempre menores que as distdncias médias intergrupos, formando,
assim, grupos homogéneos mutuamente exclusivos entre si (Dias, 1994; Pereira,
1989).

Os métodos hierdrquicos aglomerativos, especialmente o UPGMA, sdo
os mais usados na visualizacdo e interpretacdo da diversidade genética de
germoplasma conservados em colecdes e obtidos por dados moleculares,
independente do tipo de marcador (Alves, 2002; Moura, 2003; N@oran et al.,
1994; Sousa et al., 2001; Sousa, 2003). No caso da interpretacdo da diversidade
fenotipica, ¢ comum o uso dos dois métodos de agrupamento, sendo o descritor
de natureza diferente ou ndo, como também com ou sem descarte (Dias, 1994;

Dias et al., 1997; Moura, 2003; Pereira, 1989; Sousa, 2003).

2.5 Comparacio entre diversidades genética e fenotipica

A diversidade genética entre gendtipos pode ser avaliada com base em
marcadores moleculares e bioquimicos, enquanto a fenotipica pode ser obtida
por caracteres morfologicos, botanicos e agrondmicos, as quais sio
quantificadas pelas estimativas de dissimilaridades.

A comparagdo entre as dissimilaridades genética e fenotipica pode ser
realizada por meio da correlagdo de Sperman ou com base no teste Z de Mantel.
Este teste compara duas matrizes entre si, elemento por elemento, fornecendo
um valor de correlagdo (valor cofenético) e quantificando o grau de
relacionamento entre as matrizes por meio de permutagdes, sendo, portanto, um

teste de significancia (Manly, 1997). Valores de r superiores a 0,50 sdo
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considerados estatisticamente significativos a 1% de probabilidade, se o ntimero
de unidades observadas for superior a 15 (Tatineni et al., 1996).

Segundo Dias (1994), a quantificagdo da diversidade entre acessos com
o emprego da caracterizacdo morfologica s6 tem sentido se ela refletir a
diversidade genética. Entretanto, os marcadores moleculares normalmente
usados  encontram-se  distribuidos  aleatoriamente no genoma e,
conseqiientemente, apenas uma minoria pode estar associada a genes. Logo, ¢
esperado que esses marcadores ndo devam guardar concordancia com caracteres
fenotipicos.

Atualmente, muitos trabalhos envolvendo espécies perenes buscam
explicar o grau de concordancia entre essas duas dissimilaridades, seja por
correlagdo ou pelo teste Z de Mantel, pois ¢ uma forma de reduzir tempo na
identificagdo de individuos desejaveis para programas de melhoramento
genético e na otimizacdo da conservacdo de germoplasma em bancos e ou
colegdes (Alves, 2002; Barros, 1991; Koehler-Santos et al., 2003; N@oran et
al., 1994; Sousa, 2003). Segundo N(Woran et al. (1994), a possibilidade de
concordancia entre a dissimilaridade genética e fenotipica varia com o tamanho
da amostra, sendo, geralmente, reduzida quando a amostra apresenta tamanho
pequeno. Porém, a concordéncia entre elas parece depender também, da espécie
envolvida e da metodologia empregada.

Para diferentes espécies, esta concordancia tem se mostrado variavel
com a aplicacdo de metodologias similares. Por exemplo, Barros (1991) nao
encontrou concordancia entre dados morfométricos e isoenzimaticos em acessos
de cajueiro. Mas, Daher (1993) e Veasey (1998) obtiveram concordancias
quando compararam os agrupamentos formados por padrdes morfologicos e
isoenzimaticos, o primeiro em acessos de capim-elefante ¢ o segundo na

separacdo de espécies anuais e perenes do género Sesbania.
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Em outras espécies perenes, empregando diferentes metodologias, foram
obtidas associacdes significativas e de altas magnitudes, como na avaliagdo de
acessos de cupuaguzeiro, por meio de marcadores microssatélites e descritores
botanico-agrondmicos (Alves, 2002) e de guaranazeiro, com o uso de
marcadores RAPD e caracteres morfologicos (Sousa, 2003). Porém, Koehler-
Santos et al. (2003) ndo encontraram coincidéncias no padrdo de variacdo entre
marcadores SSR e caracteres morfologicos, quando avaliaram germoplasma de
tangerineiras.

No caso de palmeiras perenes, os trabalhos também apresentam
resultados variaveis. Barbosa (1997), analisando a variabilidade em progénies de
pupunheira por meio de marcadores RAPD e caracteres vegetativos e de
producdo de palmito, ndo observou concordincia no numero e na distribui¢do
dos agrupamentos formados pelo método de Tocher. J4 Sawazaki et al. (1998),
estudando varias espécies de palmeiras produtoras de palmito, visualizaram
pontos coincidentes entre os dendrogramas produzidos por isoenzimas ¢ RAPD,
e sugeriram que as bandas de RAPD observadas seriam produtos de expressao
génica.

Na literatura disponivel, ndo ha registro de trabalhos com a espécie em

questao.

2.6 Correlacdes entre diversidades e distincias geograficas

Em situagdes nas quais ndo existem informagdes sobre a capacidade de
combinacdo e a divergéncia entre gendtipos, a associacdo ou ndo entre a
diversidade fenotipica e a distdncia geografica tem sido considerada como
indicativo de divergéncia genética (Barros, 1991; Pereira, 1989).

A diversidade genética pode estar associada a distdncia geografica,
porém, cada espécie tem sua propria historia. Fatores, como a selegdo, deriva

genética, fluxo génico, entre outros, podem atuar de forma conjunta ou isolada,

42



em diferentes intensidades e determinar a existéncia ou ndo de algum
paralelismo entre essas medidas (Dias, 1994).

Assim como no item anterior, a associacdo entre as diversidades, obtidas
pelas estimativas de dissimilaridades, e distancias geograficas tem sido avaliada
por meio de correlagdes de Sperman e pelo teste Z de Mantel.

Diversos trabalhos tentam explicar a relagdo das dissimilaridades
genética e fenotipica com a origem geogréfica, pois uma forte associagdo entre
essas medidas poderia levar a um melhor planejamento e eficiéncia na
caracterizagdo e avaliacdo de germoplasma, como também nos programas de
melhoramento.

O aumento da distancia geografica nem sempre implica em maior
divergéncia genética, pois a deriva genética e a selegdo em diferentes ambientes
podem contribuir muito mais para a divergéncia do que a separacdo geografica
(Upadhyay & Murty, 1970). O intenso intercimbio de germoplasma realizado
por pesquisadores e institui¢des, adicionado as caracteristicas dos indios e de
colonos de levarem sementes das melhores plantas de suas rogas sempre que
mudam de local, tem ocasionado uma recombina¢do geral de todo o
germoplasma o que tem contribuido para o desaparecimento de tipos locais e a
ndo ocorréncia de correlagdo (Cruz & Carneiro, 2003).

Peters et al. (1990), avaliando dados de quatro bancos de germoplasma
diferentes, constataram que as informagdes sobre a diversidade geografica foram
eficientes na estratificacdo dos dados dessas colegoes. Contudo, Barros (1991)
menciona diversos trabalhos nos quais nao foi verificada qualquer relagdo entre
a divergéncia genética e a distdncia geografica, apesar de ter sido detectada
grande diversidade genética nas espécies avaliadas. A auséncia de relagdo tem
sido mencionada também no estudo de germoplasma de outras espécies

tropicais, como a mandioca (Cury, 1993; Pereira, 1989) e o capim-elefante
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(Daher, 1993). Segundo Pereira (1989), esta associacdo parece comum em
espécies autdgamas.

Em plantas tropicais perenes, a associagdo entre dissimilaridade genética
e ou fenotipica com distancias geograficas € variavel, com registros indo desde a
ocorréncia de alta correlagdo (Telles et al., 2001), associagdo parcial (Bekele et
al., 1994; Dias, 1994) até a ndo correlacao (Alves, 2002; Barros, 1991; Dias et
al., 1997; Nascimento Filho et al., 2001).

No caso de palmeiras, ha relatos de associagdo (Cardoso et al., 2000;
Collevatti et al., 2001; Costa et al., 2001; Fontaine et al., 2004; Hayati et al.,
2004; Reis, 1996; Perera et al., 2001; Sawazaki et al., 1998) e de ndo correlacio
(Adin et al., 2004; Moretzohn et al., 2002; Zehdi et al., 2004b).

Na caracterizagdo de varias espécies de palmeiras por isoenzimas e
RAPD, Sawazaki et al. (1998) observaram uma tendéncia de similaridade entre
ecotipos de Euterpe com e sem perfilhamento, de acordo com a regido
geografica. Reis (1996), caracterizando a estrutura genética de populagdes de
E.edulis, sugeriu o modelo de isolamento por distdncia como forma de
organizacdo da variabilidade genética dessa espécie.

Costa et al. (2001), analisando a variabilidade genética em dez genotipos
de acaizeiro da Colegdo da Embrapa Amazdnia Oriental por meio de RAPD,
sugeriram a ocorréncia de associa¢do entre a similaridade genética e a distancia
geografica. Mas, esses autores ndo realizaram nenhuma analise que pudesse

comprovar a concordancia ou a associag@o entre esses dados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao do germoplasma

Neste estudo foram utilizados acessos de agaizeiros pertencentes a
colecdo de germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA
(1°27(~21('E e 48°3006Q com altitude de 10,8m). O clima local, segundo a
classificacio de Koppen, corresponde ao tipo quente e umido (Af),
caracterizado por uma estagdo chuvosa com precipitagdo média de 2.740mm,
temperatura média de 26 °C e umidade relativa do ar proxima de 90%.

Essa colegdo foi estabelecida a partir de novembro de 1985, sendo
constituida por 134 acessos, representantes de 26 locais (procedéncias) de quatro
estados brasileiros, Pard, Amapa, Maranhdao e Espirito Santo. Nessa colecao,
todos os acessos coletados foram registrados como pertencentes a espécie
Euterpe oleracea (Lima & Costa, 1991), enquanto dois acessos recebidos por
intercambio sdo hibridos interespecificos entre FEuterpe oleracea x FE.
espiritossantensis (Oliveira et al., 2000a).

Os acessos estabelecidos nesta colegdo foram obtidos de sementes
colhidas de plantas com caracteristicas desejaveis para a produgdo de frutos,
com a maioria coletada em pomares caseiros, pequenas propriedades e em
populagdes naturais (Lima & Costa, 1991). Cada acesso deveria ser representado
por dez plantas, mas devido as falhas na germinag¢do e morte no plantio, este
numero passou a ser variavel (2 a 10 plantas). As plantas encontram-se dispostas
em linhas ao acaso, no espacamento de Sm x 3m e cada acesso corresponde a
uma familia de meios-irmaos.

Nessa colegdo, foram caracterizados 116 acessos, por meio de
marcadores moleculares do tipo RAPD e SSR, os quais permitiram a coleta de

folhas e 87 acessos por meio de descritores morfo-agrondmicos, que
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apresentaram frutificagdo em, pelo menos, uma planta. A identificagdo dos

acessos consta na Tabela 1A.

3.2 Caracterizacio molecular

Para a analise de marcadores moleculares foram retirados foliolos da
folha mais jovem das plantas adultas de 116 acessos, representantes de 26
procedéncias (Tabela 1A). As coletas dos foliolos foram realizadas em 536
plantas, com o auxilio de escada e poddo. Os foliolos de cada planta foram
identificados, secos em estufa, embalados em silica gel e enviados ao
Laboratoério de Genética Molecular, pertencente ao Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), para efetuar a extracdo do DNA.

A extragdo do DNA gendmico total foi realizada pelo procedimento
semelhante ao de Nienhuis et al. (1995), utilizando-se cerca de 1,0g de folha
seca de cada planta, que foi macerada em almofariz contendo 10mL de tampao
para extragdo com CTAB a 65°C, acrescido de 100pL de B-mercaptoetanol e
nitrogénio liquido. O macerado foi colocado em tubo plastico e mantido em
banho-maria a 65°C por 40 minutos, agitando-se a intervalos de 10 minutos. Em
seguida, foi feita a primeira extragdo de DNA pelo acréscimo ao macerado de
10mL da solugdo cloroférmio:alcool isoamil (24:1), sendo homogeneizado e
centrifugado por dez minutos a 5.000 rpm para a separacao das fases organicas e
aquosas. O sobrenadante foi coletado e colocado em 30ml da solugdo de alcool
etilico a 95%:acetato de amodnia 7,5M (6:1) e armazenado sob baixa temperatura
(-20°C) para a precipitagdo dos acidos nucléicos. Procedeu-se a coleta do DNA,
o qual foi colocado para secar a temperatura ambiente e, depois de seco,
acrescentaram-se 300pL de TE (Tris ImM e EDTA 0,1mM, pH 7,7).

Foi realizada uma segunda extragdo com o DNA dissolvido, pelo
acréscimo de cloroférmio alcool isoamil, sendo centrifugado a 12.000 rpm. O

sobrenadante foi coletado em tubo tipo eppendorf de 1,5 ml e completado com o
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triplo de seu volume pela solugdo de alcool etilico a 95%:acetato de sédio 3M
(20:1), sendo mantido sob baixa temperatura por, no minimo, uma hora. Em
seguida, eliminou-se o sobrenadante ¢ 0 DNA foi seco a temperatura ambiente e
reidratado em 50-100uL de tampao TE.

Apos este processo, o0 DNA foi quantificado em fluorimetro (Hoeffer
Scientific TKO 100), colocando-se 2L de DNA em 2mL de tampao (Tris
10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M com pH de 7,4) contento 0,1uL.mL™" do
corante H32258. As amostras de DNA quantificadas foram diluidas em TE para
a concentragdo de 10ng.UL" e armazenadas sob baixa temperatura (-20°C) para
uso nas reagdoes de RAPD e SSR.

Os DNAs empregados nas reagdes foram obtidos dos 116 acessos, sendo
cada acesso formado pela mistura eqiitativa do DNA de cada planta que

representa o acesso na colegio.

3.2.1 Reacio RAPD

Inicialmente, foi realizada a pré-selecao dos primers, com o emprego de
120 primers RAPD em cinco acessos de acgaizeiro. Desse total, os 28 primers
que se revelaram polimorficos foram aplicados nos 116 acessos.

O volume total utilizado nas reagdes foi de 16JL, preparado de modo
semelhante ao procedimento de Nienhuis et al. (1995) e contendo: 35ng da
mistura de DNA gendmico, S0UM de cada um dos desoxirribonucleotideos
trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4uM de um oligonucleotideo
iniciador (primer), 3 unidades da enzima Taq DNA polimerase e tampao de
reagdo (50mM de tris pH 8,0; 2,0mM de MgCl,; 20mM de KCI; 250pug.mL™" de
albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400 e ImM de tartrazine).

As reacdes foram preparadas em microtubos de 0,2mL, sendo realizadas
em termociclador Mastercycler Gradiente 5331 programado para 40 ciclos e

subdivididos em dois programas: 1) nos dois primeiros ciclos, foi efetuada a
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desnaturacdo do DNA a 94°C por dois minutos, o anelamento a 37°C por 15
segundos e a elongagdo a 72°C por um minuto; 2) nos demais ciclos, a diferenca
ocorreu apenas no tempo de desnaturagdo do DNA, com duragdo de 15
segundos. Apo6s os 40 ciclos, ocorreu a etapa de extensao final realizada a 72°C
por dois minutos.

Os produtos da reacdo foram aplicados em gel de agarose ultrapura
(Invitrogen), na concentragdo de 1% e preparado com tampao TBE (0,45M de
Tris-Borato e 0,01M de EDTA) 0,5X. Em seguida, os produtos da reacdo foram
separados por eletroforese, em cuba horizontal contendo TBE, conduzida em
voltagem constante de 70V por 3 horas e 30 minutos. Ao término da
eletroforese, os géis foram tratados com brometo de etidio, numa concentracao
de 0,5ug.mL" por 20 minutos.

Os géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
Fotodyne; as imagens capturadas em camera digital EDAS 290 (Kodak Digital

Science) e arquivadas em computador para avaliagdo dos padrdes de bandas.

3.2.2 Anailises estatisticas

Os dados obtidos por marcadores RAPD foram identificados por meio
de bandas polimorficas, sendo cada banda designada como um tUnico carater no
qual a presenga em um acesso foi representada por “10e a auséncia em outro
acesso por “00 A matriz dicotdmica obtida foi empregada para a estimar a
similaridade, o nimero 6timo de bandas polimérficas desse marcador em estudo

de diversidade e a estruturagdo genética.
Identificacdo do niimero 6timo de marcadores

Com a finalidade de verificar se o niimero de bandas polimorficas

geradas pelos 28 primers de RAPD foi suficiente para determinar com precisao
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as estimativas de similaridades genéticas entre acessos, foi realizada a analise de
bootstrap.

Para cada par de acessos, a similaridade genética foi estimada a partir de
simulagdes com reamostragens de diferentes tamanhos (10, 20, 30,..., 240, 250,
260 bandas), sendo cada uma repetida 10.000 vezes por meio do software
GQMOL (Cruz & Schuster, 2004). Neste aplicativo, obtém-se as estimativas de
correlacdo de valores da matriz de similaridade original com os de outras
matrizes de similaridade, as quais s@o obtidas levando em consideracdo
diferentes numeros de bandas. O programa disponibiliza também dois outros
parametros: a soma de quadrados dos desvios em relagdo as reamostragens e o
valor de estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz original ¢ a matriz

amostral, por meio da expressao:

em que:

E: estresse;
* .. . L. , - .
s, - similaridade genética media entre todos os pares de acessos estimada para
cada amostragem;
s, similaridade genética média entre todos os pares de acessos estimada a

partir do total de bandas polimorficas.
O numero ideal de bandas polimorficas foi considerado quando o

estresse assumiu valor menor que 0,05 (Kruskal, 1964).
Diversidade genética

Primeiramente, foi efetuado o calculo das estimativas de similaridades

genéticas (§gi].) entre o i-ésimo e o j-ésimo acesso, a partir da matriz bindria
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gerada na avaliacdo das bandas, pelo emprego do coeficiente de Dice (1945), no
software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000). O coeficiente de Dice foi escolhido por
excluir a coincidéncia do tipo auséncia de bandas (d=00), especialmente no caso
em questdo, no qual o parentesco dos acessos ¢ desconhecido. A expressdo para
a estimativa da similaridade de Dice encontra-se discriminada abaixo.

A 2a

8y~ 2a+b+c
em que:

§gi]. : coeficiente de similaridade de Dice (1945).

a: presenca de bandas (11) no par de gendtipos i e j;

b: discordancia do tipo 10 no par de genotipos, com presenca de banda no i-
ésimo gendtipo e auséncia no j-ésimo genotipo;

c: discordancia do tipo 01 no par de genotipos, com auséncia de banda no i-
ésimo gendtipo e presenca no j-ésimo genotipo.

Na andlise de agrupamento dos 116 acessos, foi utilizada a matriz
constituida pelas estimativas de dissimilaridades, obtidas a partir do
complemento aritmético do coeficiente de similaridade (dgij= 1—§gij ), sendo
elaborada pelo método da média ndo ponderada das dissimilaridades-UPGMA
(Unweighted pair-group method averages). O dendrograma foi gerado com base
nesta matriz genética, no procedimento SAHN do software NTSYS-pc 2,1
(Ronhlf, 2000).

Foi obtida também a matriz de similaridade para as 26 procedéncias dos
referidos acessos, por meio da média das similaridades dos acessos de cada

procedéncia. Apos este procedimento, foram obtidas as dissimilaridades pelo

complemento aritmético (dgi].) para a analise de agrupamento das procedéncias,

pelo método UPGMA, no software NTSYS-pc 2,1.
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Acessos e procedéncias geneticamente diferentes foram identificados

nos dendrogramas a partir da estimativa do complemento aritmético médio

(dg,,), obtida pela expressio:

dg, = ng[j %\,

em que:

dgi/ : complemento aritmético entre cada par;

N : nimero de pares obtidos.
Foi analisada a consisténcia de cada agrupamento por meio do céalculo

do valor da correlacdo cofenética entre as matrizes do complemento aritmético

do coeficiente de similaridade (dg ;) e as dos valores cofenéticos, denominado

teste Z de Mantel (Manly, 1997), no software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000).
Mantel (1967) desenvolveu este teste que compara duas matrizes entre si,
elemento por elemento, fornecendo um valor de correlagdo (r) que quantifica o

grau de relacionamento entre duas matrizes.

Estruturacio genética

O procedimento empregado foi a andlise de varidncia molecular
(AMOVA), sendo efetuado para 17 procedéncias que apresentaram, pelo menos,
dois acessos e envolveram 107 acessos, conforme o resumo presente na Tabela 1
e processada no software Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000).

Nesta analise, utilizou-se uma estrutura hierarquica desbalanceada, em

que cada procedéncia foi considerada uma populag@o. A variancia genética total

2 2 2 Al s
o corresponde a o, + o, , sendo os componentes de varidncia testados a

partir do coeficiente ¢ ,, conforme descrito por Excoffier et al. (1992).

51



em que:
¢, . representa o valor dos acessos tomados ao acaso dentro das
procedéncias em relagdo aos acessos tomados ao acaso em toda a amostra;

2 LN . . \ . A .
o, : componente de varidncia devido as diferengas entre procedéncias;

2 o n . . N .
o, : componente de varidncia devido as diferengas entre acessos dentro

de procedéncias.
O teste de significancia para esta estimativa foi realizado com base em

bootstrap, considerando 10.100 reamostragens.

TABELA 1 Esquema da andlise de varidncia molecular (AMOVA) para 17
procedéncias de agaizeiro com base em 263 bandas polimorficas
de 28 primers RAPD, com as respectivas esperancas dos
quadrados médios.

Fonte de variacao Graus de liberdade E(QM)

Entre procedéncias P-1 o2 +no>
a p

Dentro de procedéncias N-P o2

Total N-1 p %

P: nimero de procedéncias; N: nimero total de acessos; n: valor ponderado, em fungdo

, : A 2 A
do numero diferente de acessos para cada procedéncia; O ,: varidncia entre

procedéncias; O'j : variancia dentro de procedéncias; O'% : variancia total.
Fonte: Adaptado de Schneider et al. (2000).
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3.2.3 Reacdo SSR

Os 116 acessos foram genotipados para sete locos SSR que
apresentaram transferibilidade de FEuterpe edulis para E. oleracea, os quais
foram desenvolvidos por Gaiotto et al. (2001). Estes primers foram sintetizados
pela Invitrogen Life Tecnologies (Tabela 2).

As reacOes foram preparadas para um volume de 17uL, sendo
constituido por: 33ng da mistura de DNA genémico, SOUM de cada um dos
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,18uM de
cada par de primer (Foward e Reverse), 2,75 unidades da enzima Taq DNA
polimerase e tampao de reagdo (50mM de tris pH 8,0, 2,0mM de MgCl,, 20mM
de KCl, 250|1g.mL'1 de albumina de soro bovino, 1% de ficoll 400 e 1mM de
tartrazine) e colocado em microtubo com capacidade de 0,2mL.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Mastercycler
Gradiente 5331, programado com desnaturagdo do DNA a 95°C por dois
minutos, seguida de 32 ciclos. Cada ciclo foi constituido pela desnaturacdo a
94°C por 20 segundos; anelamento variando de 50°C a 64°C, conforme o primer
empregado (Tabela 2), por 20 segundos; alongamento a 72°C por 20 segundos ¢
extensdo final a 72°C por dez minutos.

Os fragmentos foram separados em gel de agarose ultrapura 1000
(Invitrogen) na concentragdo de 2,5% e preparado com tampao TBE 0,5X, sendo
separados por eletroforese, em cuba horizontal contendo TBE 0,5X, em
voltagem constante de 100V por 2 horas e 45 minutos.

Ap6s este periodo, os géis foram tratados com brometo de etidio numa
concentragdo de 0,5Ug.mL" por 20 minutos, visualizados em transiluminador de
luz ultravioleta Fotodyne. As imagens foram capturadas em camera digital
EDAS 290 (Kodak Digital Science) e armazenadas em computador para

avaliagdo dos padrdes de bandas.

53



TABELA 2 Identificacdo dos sete pares de primers microssatélites de Euterpe

edulis transferiveis para o agaizeiro (E. oleracea Matrt.).

Primers N° de Seqiiéncia dos primers (50a 3Q Ta Ta
SSR repetigdes 0" (cy
EE2 (AG)y CCAAGGACGCAATCTCAA 62 56
AGCGAGGCAGAACACGTA
EE3 (AG), TTCGCGCACACTGAGAG 56 56
(AG)ys GGTAGCGTTGATTGGTCC
EE8 (AG)y GTATTCCAATGTGCTCACAG 58 52
GTGCAGTAGGCTTCTAGTACC
EE15 (AG),, CCACACAGACACGCAGATAG 64 64
CCTCATGAAGCATCGACCT
EE23 (A)14(AG)y3s GTTCTGCGATTCATACTCCTG 58 56
TACGAACCAAGATGGAGCAA
EE43 (AG)ys GCGAAAGGCTAACAACGTTAT 56 50
AGCGAACCAACCAAGAAGAC
EE54 (AG),s CATGTATCTAAGGAACAAGG 56 50
CTGTGCTCTCTCATTCTCA

Ta': temperatura de anelamento sugerida por Gaiotto et al. (2001); Ta*: temperatura de
anelamento utilizada.

3.2.4 Analises estatisticas

As bandas geradas pelos marcadores SSR foram avaliadas como alelos
multiplos por loco. Porém, os alelos identificados foram analisados de duas
maneiras: 1) como alelos multiplos em cada um dos sete primers avaliados, para
a obtengdo do nivel de polimorfismo por primer e por procedéncia e para a
analise da AMOVA; 2) como bandas independentes, do mesmo modo que as

bandas de RAPD para o estudo da diversidade.
Nivel de polimorfismo

Foi realizada a estatistica descritiva dos alelos por primer e por

procedéncia dos 116 acessos, a partir das freqiiéncias alélicas, utilizando o
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software TFPGA v, 13 (Miller, 1997). Nesta analise foi obtido o ntimero total de
alelos por loco, o nimero médio de alelos por loco e a percentagem de locos
polimorficos. Estimou-se o conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC) por

primer com o emprego da expressao:
PIC=1- ) p;

2 AN . .o o g s
em que: p,: freqiiéncia do i-ésimo alelo no j-ésimo loco.

A expressao do PIC para procedéncia foi similar, sendo:
PIC=1- ) p}

2 \ oA . .o A s
em que: p; corresponde a freqiiéncia do i-€ésimo alelo na procedéncia.

O valor do PIC ¢ considerado similar a estimativa da heterozigosidade
esperada (H.) quando se trata de populagdes naturais, em que a freqiiéncia
alélica pode ser relacionada a proporcao de heterozigotos na populagido (Miihlen,

1999).

Diversidade genética

O célculo das estimativas de similaridades genéticas (Sg ;) entre o i-

€simo e o j-ésimo acesso foi realizado com o emprego da matriz binaria, gerada
considerando os alelos como bandas independentes, utilizando-se o coeficiente
de coincidéncia simples (simple matching) no software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf,
2000). O coeficiente de coincidéncia simples foi escolhido por levar em

consideracao todas as coincidéncias e discordancias.

4o - atd
SR

em que:
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§gi]. : coeficiente de coincidéncia simples.

a: coincidéncia do tipo 11, em que ocorre a presenca de bandas no par de
gendtipos i e J;
b: discordancia do tipo 10 no par de genotipos, com presenca de banda no i-
ésimo genodtipo e auséncia no j-ésimo genotipo;
c: discordancia do tipo 01 no par de genotipos, com auséncia de banda no i-
ésimo gendtipo e presenga no j-€simo genotipo;
d: coincidéncia do tipo 00, com auséncia de bandas no par de gendtipos i e ;.

O agrupamento dos 116 acessos foi elaborado a partir da matriz formada

pelas estimativas de dissimilaridades, obtidas pelo complemento aritmético do

coeficiente de similaridade (dgy: 1-§gi,. ), feito pelo método da média nao

ponderada das dissimilaridades-UPGMA (Unweighted pair-group method
averages). O dendrograma gerado foi obtido com base na matriz genética no
procedimento SAHN do software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000).

Foi obtida a matriz de similaridade para 26 procedéncias por meio da
média das similaridades dos acessos de cada procedéncia. As estimativas das

dissimilaridades foram obtidas também com base no complemento aritmético

das similaridades (dgi,.) para a analise de agrupamento pelo método UPGMA,

no software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000).

Foram calculados os valores das correlagdes cofenéticas entre a matriz
do complemento aritmético do coeficiente de similaridade e a matriz dos valores
cofenéticos, para acessos ¢ para procedéncias, com a finalidade de estabelecer o
grau de adequagdo dos agrupamentos, no software NTSY S-pc 2,1 (Rohlf, 2000).

Acessos e procedéncias geneticamente diferentes foram identificados

nos dendrogramas a partir da estimativa do complemento aritmético médio

(dg,,), obtida pela expressdo mencionada no item 3.2.2.
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Estruturacio genética

O estudo da estruturagdo genética das procedéncias foi efetuado para as
mesmas 17 procedéncias dos 107 acessos utilizados no marcador RAPD. Assim,
a AMOVA foi realizada conforme o resumo contido na Tabela 1, apresentada no
item 3.2.2, levando em consideracdo os 42 alelos obtidos nos sete primers SSR,
sendo executada no software Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000).

A andlise seguiu a mesma estrutura hierarquica desbalanceada

“A . L. 2
empregada para o marcador RAPD. A variancia genética total o, corresponde a
2 2 A . .
o, * o,, sendo os componentes de variancia testados a partir do coeficiente

@ s » €Xpresso no item 3.2.2.

O nuimero de acessos por procedéncia também foi diferente e calculou-
se um valor ponderado (n) pela expressao descrita no item 3.2.2.
A significancia desta estimativa foi obtida pelo método de randomizagao

(bootstrap) utilizando-se 10.100 reamostragens.

3.3 Caracterizacdo morfo-agronémica

Na analise dos descritores morfo-agronomicos foram utilizados dados de
87 acessos, pertencentes a 21 procedéncias (Tabela 1A), que apresentaram
numero de plantas varidvel (1 a 8 plantas), totalizando 247 plantas. Nesses
acessos foram estudados 28 caracteres quantitativos: sete relativos a planta,
quatro de floragdo, seis de frutos e onze agrondmicos, os quais fazem parte da

lista preliminar de descritores proposta para o agaizeiro (Oliveira, 1998).
3.3.1 Coleta dos descritores

Os descritores da planta foram obtidos em uma avaliagdo realizada em

abril de 1997, antes da realizacdo do primeiro corte de estipes para palmito.
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Nesta ocasido, foram mensurados, em todas as plantas do acesso, os seguintes
caracteres:
- numero de estipe por planta (NEP): obtido pela contagem de todos os
estipes existentes na planta;
- numero de estipe em frutificacdo por planta (NEF): obtido pela
contagem de todos os estipes que apresentavam cicatrizes de coleta de
cachos na planta;
- altura do estipe (AE): mensurada no estipe mais velho da planta, a
partir do ponto de insercdo das folhas até a emissdo das raizes, expressa
em metros;
- numero de folhas (NF): obtido por meio da contagem de todas as
folhas existentes no estipe mais velho da planta, com exce¢do das
senescidas;
- comprimento da bainha foliar (CBF): mensurada na folha mais externa
do estipe mais velho da planta, indo do ponto de insercdo da folha ao
estipe até o inicio da raquis foliar, expresso em metros;
- circunferéncia do estipe (CAP): mensurada a altura do peito (1,20m)
do estipe mais velho da planta e expressa em centimetros;
- comprimento do entrend (CEN): mensurado de cinco entrends
(cicatrizes foliares) do estipe mais velho da planta, tendo como ponto de
partida a altura do peito para baixo, expresso em centimetros.
Os caracteres de floracdo foram observados em uma inflorescéncia por
planta de cada acesso, a partir da abertura da bractea que a envolve, sendo eles:
- duracgdo da fase masculina (DFM): periodo que inicia desde a antese
das primeiras flores masculinas, que coincide com a queda da bractea e
exposi¢do da inflorescéncia e vai até a senescéncia das ultimas flores

masculinas, expressa em dias;
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- intervalo entre fases (IEF): periodo compreendido entre a senescéncia

das ultimas flores masculinas e o inicio da antese das primeiras flores

femininas, expresso em dias;

- duracdo da fase feminina (DFF): periodo coberto da antese das

primeiras flores femininas até a fecundacao das flores (estigmas escuros

e ovario turgido) e expressa em dias;

- duracgdo total da floragdo (DFT): obtido pelo somatdrio dos caracteres

DFM, IEF e DFF, expresso em dias.

Os descritores dos frutos foram obtidos de trés cachos, sendo retirados
aleatoriamente cinco frutos por cacho, de cada planta do acesso, sendo eles:

- didmetro longitudinal do fruto (DLF): determinado pela média das

mensuragdes feitas, em quinze frutos, no sentido longitudinal, a partir do

ponto de inser¢do dos restos florais (célice e corola) até o vestigio de

estigma, realizado com paquimetro digital e expresso em milimetros;

- diametro transversal do fruto (DTF): determinado pela média das

mensuragdes feitas em quinze frutos, no sentido transversal, realizadas

com paquimetro digital e expresso em milimetros;

- peso do fruto (PF): determinado pela média do peso de quinze frutos,

efetuado em balanga de precisdo e expresso em gramas;

- peso da semente (PS): obtido pela média do peso de quinze sementes,

logo apoés a retirada parte comestivel (epicarpo mais mesocarpo),

realizado em balanga de precisdo e expresso em gramas;

- peso da polpa (PP): obtido pela diferenca entre os caracteres PF e PS,

expresso em gramas;

- rendimento de polpa por fruto (RPF): obtido pela razdo entre os

caracteres PP pelo PF e multiplicado por 100, expresso em porcentagem.

As caracteristicas agronomicas envolveram, principalmente, as relativas

a produgdo de frutos, as quais foram avaliadas durante o periodo de sete anos
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(1995 a 2001). A totalizacdo dos dados foi realizada ao final de cada ano
agricola, exceto para o descritor dias apds a polinizacdo, que foi obtido pelo
acompanhamento de uma inflorescéncia recém-fecundada por planta. Os
descritores mensurados foram:
- dias apds a polinizagdo (DAP): contados a partir da fecundagdo das
flores até a colheita do cacho, estando mais de 50% dos frutos em
maturagdo completa, expresso em dias;
- numero de anos em producdo (NAP): periodo que envolveu a colheita
de pelo menos um cacho em cada ano agricola;
- nimero de meses em producdo (NMP): contagem dos meses em cada
ano agricola onde foi registrada a colheita de pelo menos um cacho;
- peso total do cacho (PTC): obtido pela média do peso de todos os
cachos colhidos nos anos em producdo; a pesagem foi feita em balanca
tipo prato, com capacidade de 10kg; expresso em kilogramas;
- peso de frutos por cacho (PFC): obtido pela média do peso de todos os
frutos produzidos por cacho e colhidos nos anos em producdo; a
pesagem foi efetuada em balanga tipo prato, com capacidade de 10kg;
expresso em kilogramas;
- rendimento de frutos por cacho (RFC): obtido pela média da razdo
entre os descritores PFC e PTC e multiplicado por 100, de todos os
cachos colhidos nos anos em produgdo, expresso em porcentagem;
- namero de raquilas por cacho (NRC): obtido pela média de todos os
cachos colhidos nos anos de producdo, por meio da contagem das
raquilas existentes em cada cacho;
- comprimento da raquis do cacho (CRC): obtido pela média do
comprimento da raquis de cada cacho, levando em consideracdo todos
os cachos colhidos nos anos em producdo, sendo expresso em

centimetros;
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- peso de cem frutos (PCF): obtido pela média do peso de 100 frutos
retirados de cada cacho, levando em consideracdo todos os cachos
colhidos nos anos em produgdo, expresso em gramas;

- namero total de cachos (NTC): obtido pela média de todos os cachos
colhidos por planta em cada ano agricola, durante os anos de produgao;

- produgdo total de frutos (PTF): obtido pela média da producdo total de
frutos por planta em cada ano agricola, durante os anos de produgdo,

expressa em kilogramas.
3.3.2 Analises estatisticas

Variacao fenotipica pela analise de variincia univariada

Apesar dos acessos existentes na colegdo de germoplasma de agaizeiro
encontrarem-se instalados em linhas, sem obedecer a nenhum delineamento
experimental, optou-se por realizar analises de varidncia univariada pelo
delineamento inteiramente casualizado para todos os caracteres avaliados, com o
intuito de constatar a ocorréncia de variacdo entre os acessos e obter
informagdes sobre o poder discriminatorio dos caracteres.

A andlise envolveu 87 tratamentos (acessos) ¢ de uma a oito repetigdes
(plantas por acesso), sendo cada observacdo representada pela mensuracdo feita
em cada carater. Em virtude da variagdo para niimero de repetigdo nos
tratamentos, esta analise foi efetuada no procedimento GLM do software SAS

v.8.1 (SAS Institute, 2000), segundo o modelo estatistico:
Y;=mt p+d,
em que:
Y. é o valor observado na unidade experimental referente ao i-ésimo

y

acesso da j-ésima planta;
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m: média geral;
p, : efeito do i-ésimo acesso;

dij: efeito da j-ésima planta (= 1, 2, .., n;) do i-ésimo acesso

(1i=1,2,...87), sendo n; o numero de plantas em cada acesso. Os erros foram

considerados como independentes, com distribuicdo normal, média zero e

“A . 2
variancia comum e; "N (0,07).

Selecao dos descritores

A selecao dos descritores foi realizada pela analise de componentes
principais, uma vez que os dados foram obtidos de experimento que ndo atende
aos principios basicos da experimentagdo (Cruz et al., 2004). A andlise de
componentes principais foi executada com base na média de cada carater, a
partir da matriz de correlacdo, utilizando-se o procedimento PRINCOMP do
software SAS v.8.1 (SAS Institute, 2000).

Primeiramente, realizou-se o descarte das varidveis por dois
procedimentos: 1) a selegdo direta, proposta por Jolliffe (1972 e 1973); neste
caso, foram eliminados todos os caracteres que apresentaram maior coeficiente
de ponderacdo em valor absoluto (autovetor) no componente principal de menor
autovalor, partindo do ultimo componente até aquele cujo autovalor nao
excedesse a 0,70; 2) a selecdo com reanalise, sugerida por Cury (1993), em que
a cada carater descartado, foi realizada uma nova analise com os caracteres
remanescentes, examinando os coeficientes de correlacdo do carater sugerido
para descarte com os demais caracteres. O descarte final dos caracteres foi
efetuado levando em consideragdo as informagdes coincidentes nos dois
procedimentos, ou seja, foram eliminados os caracteres sugeridos como

redundantes nos dois procedimentos, simultaneamente.
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Para auxiliar na decisdo de descarte do cardter redundante e na
finalizacdo da analise no método de selegdo com reanalise, foram estimados os
coeficientes de correlagdo de Pearson entre todos os caracteres no software SAS

v. 8.1 (SAS Institute, 2000).

Eficiéncia do descarte

A eficiéncia do descarte foi analisada por meio do estudo comparativo
entre os agrupamentos formados pelo método de otimizagdo de Tocher, levando
em consideracdo todos caracteres e os descritores selecionados, gerados no

software GQMOL (Cruz & Schuster, 2004).

Diversidade fenotipica

As estimativas das dissimilaridades fenotipicas obtidas para acessos e
procedéncias foram realizadas com os descritores selecionados na analise de
componentes principais, com vistas a minimizar o problema da influéncia do
numero de caracteres (Cruz et al., 2004).

Para a obtencdo de tais estimativas, utilizou-se a distancia euclidiana

média (d,, ), calculada dos dados padronizados para eliminar o problema de

escala, no software GQMOL (Cruz & Schuster, 2004). Esta distancia foi
escolhida pelo fato de ndo necessitar de experimentos que envolvam
delineamentos experimentais (Cruz et al., 2004), como ¢ o caso do estudo em
questdo. As expressdes para a padronizagdo dos dados e da distancia euclidiana
foram obtidas de Cruz et al. (2004), sendo descritas a seguir:

- Padronizag¢ao dos dados:

Xij
xi.=
TS(X )

em que:
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x,;: dado padronizado;
X ;: observagdo feita no i-ésimo genotipo (i= 1,2,..., 87 para acessos e

i= 1,2,...,21 para procedéncias) em relacdo ao j-ésimo carater selecionado (j=
1,2,...,10);
S(X ;) : desvio padrdo dos dados do j-¢simo carater.

- Distancia euclidiana média, baseada em dados padronizados:

1
dg, = \/_Z(‘xij _xi'j)2
n-j

em que:

dg . : distancia euclidiana média entre os gendtipos i e iQ

n: numero de caracteres analisados.

A matriz simétrica gerada pelas distancias entre os pares de acessos,
como também a obtida para os pares de procedéncias, foi empregada para a
formagao dos agrupamentos por dois métodos, com vistas a comparar os padroes
dos mesmos. Os métodos empregados foram: o hierarquico aglomerativo de
ligagdo média ndo ponderada-UPGMA e o ndo hierarquico, proposto por Tocher
(Rao, 1952), ambos mencionados por Cruz et al. (2004). O método UPGMA foi
gerado no software NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000) e o de otimizacdo de Tocher no
software GQMOL (Cruz & Schuster, 2004).

Os acessos ¢ as procedéncias divergentes foram identificados nos

dendrogramas pela mesma expressdo da dissimilaridade média (dg,,) contida

no item 3.2.2, onde dgi]. representa a distancia euclidiana entre cada par.
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3.4 Comparacio entre diversidades genética e fenotipica

A comparagdo entre as diversidades genéticas e fenotipicas foi realizada
com base nas matrizes de dissimilaridades, levando-se em consideracdo os 87
acessos ¢ as 21 procedéncias comuns as duas diversidades.

As dissimilaridades genéticas, obtidas pelas matrizes do complemento

aritmético da similaridade genética (dgi/) com dados dos marcadores RAPD e

SSR, e as fenotipicas, geradas pelas matrizes da distancia euclidiana obtidas
tanto para os 28 caracteres morfo-agronomicos quanto para os descritores
selecionados, foram comparadas por meio do teste Z de Mantel (Manly, 1997).
Este teste compara duas matrizes entre si, elemento por elemento, fornecendo
um valor de correlagdo (r) que quantifica o grau de relacionamento entre as
matrizes, sendo testada a significancia de r por meio de permutacdes (Mantel,
1967).

As matrizes foram comparadas pelo moédulo MAXCOMP do software
NTSYS-pc 2,1 (Rohlf, 2000), que utiliza o teste Z de Mantel, com a

significancia obtida por meio de 10.000 permutagdes.

3.5 Correlagoes entre diversidades e distincias geograficas

O padrio de variagdo espacial das procedéncias foi analisado por meio
das estimativas do coeficiente de correlagdo de Sperman entre os dados obtidos
das matrizes de dissimilaridades genéticas e fenotipicas e os dados da matriz de
distancias geograficas.

Os dados da matriz de distancias geograficas das procedéncias foram
fornecidos pelo Laboratorio de Sensoriamento Remoto ¢ Geoprocessamento da
Embrapa Amazoénia Oriental. Neste local, as distancias foram calculadas com
base na projegdo cartografica POLICONICA/SAD-69 e gentilmente enviadas

pelo responsavel desse laboratorio (Venturieri, 2005).
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As estimativas das correlagdes entre as distdncias geograficas e as
dissimilaridades genéticas obtidas para cada marcador molecular foram
analisadas com base nas 26 (n=325) e¢ nas 21 (n=210) procedéncias, sendo
realizadas no software SAS v.8.1 (SAS Institute, 2000). A significincia dessas
correlagdes foi obtida por meio do teste ¢.

As estimativativas das correlagdes entre as distancias geograficas e as
dissimilaridades fenotipicas foram obtidas com base nas 21 procedéncias
(n=210), levando em consideracdo todos os caracteres avaliados e também os
descritores selecionados, sendo efetuadas no mesmo software e com o mesmo
teste de significancia das correlagdes obtidas entre as dissimilaridades genéticas
e as distancias geogréaficas.

As matrizes de dissimilaridades genéticas e fenotipicas, também foram
comparadas com a matriz de distancias geograficas, pelo médulo MAXCOMP
do software NTSY S-pc 2,1 (Rohlf, 2000), que utiliza o teste Z de Mantel, com a

significancia deste teste feita por 10.000 permutagdes.

66



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio molecular por marcadores RAPD

4.1.1 Nivel de polimorfismo

Os 28 primers selecionados para a andlise da diversidade genética nos
116 acessos de agaizeiro encontram-se listados na Tabela 3. Um exemplo de
polimorfismo detectado por esses primers pode ser visto na Figura 1B. Nesta
figura encontram-se as bandas polimoérficas geradas nos acessos de 1 a 20, pelo
primer OPBA-04.

As reagoes efetuadas com estes primers proporcionaram 263 produtos
de amplificacdo, os quais forneceram uma média de 9,4 bandas por primer. O
maior numero de bandas foi registrado no primer OPM-04, que amplificou 15
bandas, enquanto o menor numero ocorreu no primer OPB-01, apresentando
apenas cinco bandas tteis.

Sawazaki et al. (1998), avaliando 20 ecotipos de palmeiras, incluindo E.
oleracea ¢ E. Espiritosantenis, com o emprego de 24 primers RAPD, obtiveram
basicamente, 0 mesmo numero de bandas (265), com 96% sendo polimorficas e
altos niveis de polimorfismo, tanto intra como interespecifico. J4 Costa et al.
(2001), utilizando também o mesmo nuimero de primers em dez genotipos de
agaizeiro, encontraram um nimero menor de produtos de amplificagcdo (177) e
baixa taxa de bandas polimérficas (43%), sendo a amplitude de variacdo das
bandas por primer bem inferior a aqui obtida, indo de uma a sete.

Resultados semelhantes também foram relatados por Sousa et al. (2001)
e Rodrigues et al. (2004), quando empregaram oito primers RAPD em 91 e em
237 genoétipos do banco ativo de germoplasma de pupunheira para a

discriminagdo de ragas primitivas, respectivamente.
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TABELA 3 Numero de bandas polimorficas geradas por 28 primers RAPD em

116 acessos de agaizeiro.

N° Primer N° de bandas polimorficas
1 OPAR-11 10
2 OPAZ-03 14
3 OPAZ-11 13
4 OPB-01 05
5 OPB-02 08
6 OPB-05 08
7 OPB-09 08
8 OPB-10 08
9 OPB-11 11
10 OPB-14 07
11 OPB-16 10
12 OPB-18 11
13 OPBA-01 07
14 OPBA-02 08
15 OPBA-03 06
16 OPBA-04 12
17 OPBA-05 11
18 OPBA-06 12
19 OPBA-07 09
20 OPBA-08 09
21 OPBA-09 06
22 OPBA-10 07
23 OPL-01 11
24 OPL-07 10
25 OPL-15 08
26 OPM-04 15
27 OPM-11 08
28 OPS-19 11

Total - 263

No entanto, na analise da diversidade genética de 43 acessos de tdmara,
uma palmeira didica, Sedra et al. (1998) encontraram nivel de polimorfismo bem
menor, produzindo apenas 56 bandas polimoérficas e média de 2,9 bandas por

primer. O mesmo fato foi registrado por Moretzsohn et al. (2002), quando
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avaliaram a diversidade em 175 acessos de caiaué, palmeira mondica conhecida
como dendé da Amazdnia, que apresentaram de uma a oito bandas polimorficas,
com média de 3 bandas por primer.

Germoplasma de outras plantas arbdéreas tropicais também
demonstraram alto nivel de polimorfismo com o uso desse marcador, como
clones de cacaueiro (Faleiro et al., 2001; Marques et al., 2002; NOGoran et al.,
1994), clones de seringueira (Yamada et al., 2002) e progénies de Vitellaria
paradoxa, uma espécie da Africa (Fontaine et al., 2004).

De modo geral, pode-se aventar que ha uma tendéncia de germoplasma
de plantas arboreas e aldogamas, especialmente aquelas pouco melhoradas,
apresentarem alto polimorfismo, excecao feita apenas ao caiaué. Assim sendo, o
elevado polimorfismo detectado nos 116 acessos de agaizeiro pode estar
relacionado ao fato dessa espécie ser mondica, de fecundagdo cruzada e
encontrar-se em fase de domesticacdo. Conseqiientemente, hé possibilidades da
ocorréncia de ganhos genéticos significativos com o emprego desse
germoplasma em programas de melhoramento.

Um aspecto importante a ser ressaltado é que os acessos analisados
foram coletados em localidades que apresentam fortes indicios de formarem o
centro de diversidade dessa palmeira. Com base no exposto, deve-se esperar que
esses acessos sejam possuidores de ampla diversidade genética.

Apesar de tudo, ha duvidas sobre se o nimero de bandas polimorficas
avaliadas pode ser capaz de representar a diversidade existente, uma vez que a
maioria dos trabalhos mencionados utilizou numeros variaveis de bandas
polimorficas na amostragem do genoma das espécies. Esta observagao tem sido
registrada em estudos de diversidade por meio de RAPD em outras espécies

agricolas (Moura, 2003; Sousa, 2003).
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Para constatar tal fato, foram realizadas andlises de reamostragens
(bootstrap) empregando-se as 263 bandas geradas nos 116 acessos. Os
resultados obtidos encontram-se resumidos no grafico da Figura 1.

Nota-se que houve uma relagdo direta entre o nimero de bandas e a
magnitude de correlacdo dos valores da matriz de similaridade original com os
das outras matrizes de similaridade, a partir das amostras dos diferentes nimeros
de bandas. Contudo, somente a partir de 150 bandas, a estimativa de correlagao
apresentou alta magnitude (1=0,93). Mesmo assim, para este nimero de bandas,
a soma dos quadrados dos desvios em relacdo as reamostragens e o valor do
estresse ainda foram altos (SQ4=11,05 e estresse=0,07), sugerindo baixa

consisténcia na associacdo das matrizes, segundo Kruskal (1964).
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FIGURA 1 Resumo da andlise bootstrap contendo as correlacdes obtidas para
diferentes nimeros de bandas polimorficas do marcador RAPD na
determinac¢ao do nimero ideal de bandas.
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O namero 6timo foi considerado quando atingiu 180 bandas, pois, neste
valor, houve um bom ajuste entre os valores da matriz de similaridade original
com os das outras matrizes de similaridade. Isso porque, para este nimero de
bandas, a magnitude da correlagdo foi bem proxima do valor maximo (r=0,96),
apresentando alta confiabilidade, uma vez que cada reamostragem foi repetida
10.000 vezes. Como também a soma de quadrados dos desvios (SQq) € o valor
do estresse (E) atingiram valores baixos 5,30 e 0,046, respectivamente. Para
Kruskal (1964) valores de estresse inferiores a 0,05 representam um excelente
indicativo de precisdo, o que confirma o valor mencionado.

Salienta-se ainda que, intervalo entre 50 a 100 bandas tem se mostrado
suficiente nas estimativas de relacdes genéticas entre ¢ dentro de espécies
vegetais (Colombo et al., 2000; Dudley, 1994).

Como neste trabalho foram geradas 263 bandas polimorficas desse
marcador dominante (RAPD) para estimar os complementos aritméticos das
similaridades genéticas entre acessos, valor bem acima do intervalo mencionado
e do nimero 6timo de bandas determinado nas analises de reamostragens, sendo,
inclusive, um pouco maior que nimero de bandas cuja estimativa de correlagao
alcangou valor maximo (r=0,999) e menor estresse (0,01). Pode-se, entdo,
sugerir que as bandas polimoérficas empregadas neste estudo sejam suficientes

para avaliar as relagdes genéticas entre os acessos de agaizeiro.

4.1.2 Diversidade genética

As estimativas das dissimilaridades genéticas obtidas para os 116
acessos de acaizeiro, a partir da matriz do complemento aritmético de
similaridade do coeficiente de Dice, gerada pelas 263 bandas polimoérficas, estdo
presentes na Tabela 2A e nas Figuras 2 e 3.

Como se pode constatar, as dissimilaridades entre os acessos variaram

de 0,06 a 0,67, apresentando média de 0,40 (Tabela 2A). As dissimilaridades
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minimas foram registradas nos acessos 102 e 103, os quais foram coletados em
localidades proximas no Maranhdo, Cururupu e Mirinzal, mas em condigdes
distintas, em pomar caseiro ¢ populacdo natural, respectivamente. Por outro
lado, os acessos 14 e 22 foram os detentores das maiores dissimilaridades,
ambos da mesma populacdo natural do municipio de Chaves,PA. Um outro
aspecto que pode ser ressaltado ¢ que quase a metade dos acessos (43,97%)
alcangou dissimilaridades médias iguais ou acima da média geral, permitindo
supor que os acessos dessa colecdo possuam ampla diversidade genética.

Costa et al. (2001), caracterizando, preliminarmente, dez genétipos de
agaizeiro desta cole¢do, encontraram valores préximos, variando de 0,19 a 0,64.
Esses autores também observaram maior similaridade entre individuos préximos
geograficamente (Mosqueiro e Benfica) e coletados em pomares caseiros, mas
obtiveram a menor similaridade entre genotipos de locais distantes (Guimaraes,
MA e Benfica, PA) e procedentes de populagdo natural e pomar caseiro.

Tais resultados contribuem para mostrar que novas coletas de acaizeiro
devam ser implementadas em populagdes naturais, pois ha fortes indicios de que
gendtipos existentes em pomares caseiros ¢ propriedades rurais, especialmente
de localidades proximas, sejam oriundos de frutos coletados de uma mesma
planta desejavel e, portanto, tenham grande afinidade no genoma. Acrescente-se
a isto a possibilidade de cruzamentos entre individuos aparentados e a
ocorréncia de autofecundagdo relatada por alguns autores (Oliveira, 1995;
Souza, 2002). Tais eventos devem ser mais freqilentes em populagdes de
tamanhos reduzidos, como em pomares ¢ em propriedades rurais.

No que diz respeito a distribuicdo de freqiiéncia das dissimilaridades
obtidas entre os 6.670 pares formados na matriz genética, pode-se verificar que
34,5% dos pares ficaram incluidos nas classes com dissimilaridades variando de
0,37 a 0,42, cujo ponto médio apresentou valor de 0,39. Nesta classe, ficou

contida também a dissimilaridade genética média (Figura 2). Outra observagao
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relevante ¢ que menos de 1% dos pares ficaram distribuidos nas classes das
extremidades e que a maioria deles (83,7%) apresentou dissimilaridades
variando de 0,31 a 0,53, fazendo com que o padrdo de distribuigdo das classes
mostrasse um perfil continuo e exibindo uma tendéncia de distribui¢do normal.
Estes resultados reforgam a possibilidade dos acessos conservados nesta
colecdo serem possuidores de ampla diversidade genética e fornece indicios de
que a amostra de germoplasma analisada represente bem a variabilidade dessa
espécie, pelo menos entre os acessos mais distintos geneticamente. Também
ajudam a pressupor que o centro de diversidade genética do agaizeiro deva
ocorrer na regido de coletas dos acessos, uma vez que essas areas coincidem
com os locais onde foram registradas variagdes bem acentuadas para
caracteristicas morfologicas, fenologicas e fisioldgicas desta espécie

(Cavalcante, 1991; Oliveira, 1995; Oliveira et al., 2000a).
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FIGURA 2 Distribui¢do de freqiiéncia das estimativas de dissimilaridades
genéticas, obtidas pelo complemento aritmético do coeficiente de

Dice, com base nas 263 bandas polimorficas de RAPD geradas
nos 116 acessos de acgaizeiro.
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A maior parte dos acessos exibiu consideravel diversidade genética, pois
as dissimilaridades apresentaram magnitudes semelhantes as relatadas em
acessos de outras palmeiras com uso desse mesmo marcador (Moretzsohn et al.,
2002; Sedra et al., 1998). Em tamara, uma palmeira estritamente alégama, as
dissimilaridades variaram de 0,13 a 0,77 (Sedra et al., 1998). Enquanto no
caiaué, uma espécie mondica, a amplitude de variagdo registrada foi de 0,03 a
0,71, com média um pouco menor atingindo 0,32 (Moretzsohn et al., 2002). J&
na discriminagdo de ragas do BAG-pupunha, Rodrigues et al. (2004), obtiveram
estimativas muito inferiores, com média de 0,05 e valores minimo ¢ maximo de
0,00 e 0,11, respectivamente. Em germoplasma de outras plantas perenes
tropicais, também foram encontrados valores de dissimilaridades inferiores aos
aqui obtidos (Faleiro et al., 2001; Marques et al., 2002; Yamada et al., 2002).

No dendrograma gerado, observa-se a formacdo de varios grupos, dos
quais oito deles foram delimitados pela dissimilaridade genética média como
distintos (Figura 3). Os grupos apresentaram boa confiabilidade, pois o valor
cofenético obtido foi alto e significativo (r=0,81, P< 0,0001). Visualiza-se
também, que os quatro primeiros grupos foram formados por poucos acessos: o
primeiro, apenas pelo acesso 14; o segundo, pelo acesso 34; o terceiro, pelos
acessos 99 e 100 e o quarto, pelos acessos 81 ¢ 82. Os demais agrupamentos
foram constituidos por, pelo menos, dezenove acessos, sendo o sétimo grupo o
mais numeroso, abrangendo 39 acessos. Vale destacar que os acessos dos quatro
primeiros grupos correspondem aqueles mais divergentes e devem ser Uteis em
programas de hibridagdo dessa palmeira, especialmente os acessos 14 e 34, que
formaram grupos individuais, sendo geneticamente distintos dos demais. Tais
acessos foram coletados no Par4, mais precisamente em duas localidades do
estuario amazonico (Chaves e Muand), em areas de varzea que sofrem a
influéncia de uma rede de rios e distam em mais de 186km, o que reforga, mais

uma vez, esta regido como centro de diversidade genética do agaizeiro.
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FIGURA 3 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das estimativas
de dissimilaridades genéticas, expressas pelo complemento
aritmético do coeficiente de Dice, com base em 263 bandas
polimorficas de RAPD geradas nos 116 acessos de agaizeiro.

dg ,=0,40 (Continua...)
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“FIGURA 3, Cont.O

Costa et al. (2001) obtiveram a formacdo de cinco agrupamentos,
quando analisaram dez gendtipos de agaizeiro desta mesma colecdo no
dendrograma gerado pelo método UPGMA. Neste trabalho, os primeiros grupos

também foram constituidos por um genétipo de localidades distintas das aqui
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relatadas (Guimardes, MA e Breves, PA), porém, pertencentes & regido do
estuario amazonico.

Para o caiaué, outra palmeira perene nativa da Amazonia, Moretzsohn et
al. (2002) constataram a formagdo de um menor nimero de grupos (apenas trés),
quando avaliaram a diversidade genética de 175 acessos, coletados em diferentes
procedéncias com o uso de 27 primers RAPD.

Destaca-se, ainda neste dendrograma, que os dois acessos hibridos (115
e 116) ficaram contidos no quinto agrupamento, onde também se encontram a
maioria dos acessos coletados em localidades do Maranhdo e alguns acessos do
Pard. Como esses dois acessos sdo hibridos interespecificos entre E.
espiritossantensis ¢ E. oleracea, ha grandes possibilidades do genoma do
acaizeiro empregado na obtengdo desses hibridos ser procedente de uma dessas
localidades, especialmente de Cameta, PA, pois esses hibridos apresentaram
fortes semelhancas genéticas com os acessos 111, 112 e 114, coletados nesta
localidade com a participagdo no mesmo grupo.

Resultados equivalentes foram obtidos por Ballvé (1988) e Sawazaki et
al. (1998), ao caracterizarem, por meio de sistemas enzimaticos ¢ marcadores
RAPD, respectivamente, varios ecotipos, com ¢ sem perfilhamento, de espécies
pertencentes ao género Euterpe promissoras para palmito, incluindo o agaizeiro,
o palmiteiro, o hibrido interespecifico entre E. edulis x E. oleracea e seu
reciproco. O dendrograma gerado por 265 bandas de 24 primers RAPD, no
trabalho de Sawazaki et al. (1998), agrupou os hibridos em posi¢des
intermediarias aos agrupamentos formados pelo ecotipos com e sem
perfilhamento.

Um outro aspecto importante que pode ser observado neste dendrograma
¢ que poucos acessos formaram subgrupos com dissimilaridades relativas
inferiores a 10%, sendo, porém, de grupos distintos. Os que apresentaram este

comportamento foram coletados na mesma procedéncia ou em localidades
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proximas, como os acessos 41 e 42, pertencentes ao sétimo grupo € 0s acessos
64 ¢ 66, do sexto grupo, que foram coletados em duas populacdes de Breves,PA;
os acessos 75 e 77, outro subgrupo do sexto grupo, coletados em pomares
caseiros de Macapa; e os acessos 102, 103, 104 e 105, que formaram subgrupos
do quinto grupo, com o primeiro obtido em pomar caseiro ¢ os demais em
populacdes naturais de trés procedéncias do Maranhdo geograficamente
proximas (Cururupu, Mirinzal e Guimarades), distando menos de 40km. Esses
resultados tornam evidentes que esta espécie ainda encontra-se em fase inicial de
domesticagao.

Acredita-se que as dissimilaridades de baixas magnitudes detectadas
entre os acessos da mesma populacdo devam ser decorrentes de cruzamentos
entre individuos aparentados, especialmente nos acessos de Breves e em
Macapa. Isso porque as populagdes dessas localidades tém sofrido redugdo de
seus tamanhos, em conseqiiéncia da forte exploragdo de palmito, que ocasiona a
eliminacdo de milhares de individuos. Souza (2002) também sugeriu a mesma
ocorréncia quando avaliou uma populacdo de agaizeiro por SSR. No caso dos
acessos do Maranhdo, que tém menores tamanhos amostrais, a baixa
dissimilaridade pode ser explicada pela ocorréncia de autofecundagdo, pela
irregularidade da florag@o entre touceiras ocasionando alta propor¢do de pdlen
de poucas plantas e também pelo fluxo génico a curta distancia (Jardim, 1995;
Souza, 2002).

Analisando as dissimilaridades genéticas em relagdo as 26 procedéncias,
detecta-se uma variagdo de 0,07 a 0,61 ¢ média de 0,38 (Tabela 4). O menor
valor ocorreu entre as localidades maranhenses de Mirinzal e Cururupu, estando
dentro do esperado, uma vez que se encontram separadas geograficamente por
menos de 50km. Por outro lado, o maior valor incidiu entre Benfica e Turiacu
que, além de pertencerem a diferentes estados, distam mais de 360km.

Entretanto, a dissimilaridade genética média apresentou baixa magnitude, em
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conseqiiéncia de mais da metade das procedéncias ter exibido médias baixas,

como as do Maranhdo e, inclusive, a dos acessos hibridos.

TABELA 4 Dissimilaridades genéticas médias, minimas e maximas, expressas
pelo complemento aritmético do coeficiente de Dice, com base nas
263 bandas polimérficas de RAPD obtidas nas 26 procedéncias de

agaizeiro.
Procedéncias Média Minimo Maximo
Benfica,PA 0,44 0,25 0,61
Benevides,PA 0,42 0,19 0,57
Mosqueiro,PA 0,38 0,19 0,52
St® Ant® Taua,PA 0,41 0,21 0,56
Chaves,PA 0,42 0,33 0,53
Muana,PA 0,42 0,37 0,53
Breves,PA 0,41 0,37 0,54
Gurupa,PA 0,37 0,18 0,47
Melgago,PA 0,34 0,17 0,49
Santarém,PA 0,37 0,22 0,45
Prainha,PA 0,37 0,18 0,49
St* Maria,PA 0,35 0,15 0,48
Cameta,PA 0,36 0,19 0,48
Oiapoque,AP 0,43 0,32 0,50
Macapa,AP 0,44 0,32 0,51
Carutapera, MA 0,34 0,17 0,44
Maracagumé,MA 0,34 0,14 0,45
St* Luzia, MA 0,33 0,14 0,43
Z¢ Doca,MA 0,35 0,15 0,47
Turiagu,MA 0,47 0,32 0,61
St* Inéz, MA 0,39 0,17 0,50
Cururupu,MA 0,33 0,07 0,46
Mirinzal, MA 0,34 0,07 0,48
Guimardes,MA 0,32 0,11 0,45
Alcantara, MA 0,38 0,19 0,51
Linhares,ES 0,36 0,19 0,46
Geral 0,38 0,07 0,61
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E conveniente ressaltar que, na maioria das localidades, as coletas foram
efetuadas em pouquissimos individuos, preferencialmente em pomares caseiros
e propriedades rurais. Tais ambientes devem ter contribuido para valores
similares aos obtidos no estudo dos 116 acessos, sugerindo que a diversidade
genética esteja igualmente distribuida entre e dentro das procedéncias. Mesmo
assim, acredita-se que essas pequenas amostras ndo sejam suficientes para
representar a diversidade genética dessa espécie, além dessas condigdes nao
permitirem o conhecimento da real procedéncia dos acessos. Segundo Vilela-
Morales et al. (1997), a amostragem minima para a coleta de plantas alégamas
deve atingir 2.500 sementes por populacdo (50 matrizes e 50 sementes por
matriz), mas este nimero parece irreal para a conservagao de plantas arboreas.

Como ja relatado, dissimilaridades de magnitudes proximas foram
encontradas em estudos dessa natureza com outras palmeiras tropicais, aldgamas
e perenes, ¢ caso da pupunheira (Sousa et al., 2001), do dendezeiro (Barcelos et
al., 2002; Moretzsohn et al., 2002) e da tamareira (Sedra et al., 1998), assim
como em outras espécies tropicais ¢ aldogamas (Moura, 2003; Sousa, 2003).

O dendrograma obtido com as dissimilaridades genéticas entre
procedéncias esta representado na Figura 4. Vér-se que Turiagu formou um
grupo geneticamente distinto das demais procedéncias em, pelo menos, 45% de
dissimilaridade relativa, enquanto Cururupu e Mirinzal constituiram o subgrupo
mais similar, com menos de 10% de dissimilaridade, pertencente ao segundo
grupo. Outras localidades, como Muana, Breves, Chaves, Oiapoque ¢ Macapa,
também se destacaram formando grupos geneticamente diferentes das demais. O
valor cofenético obtido para este dendrograma foi alto e significativo (r = 0,83,
P<0,0001 para 10.000 permutacdes), evidenciando a confiabilidade na formagao

dos grupos.

O ponto de corte no dendrograma efetuado com base na dissimilaridade

genética média (dg , = 0,38) permitiu a formagao de seis agrupamentos com os
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grupos I, IV e V sendo constituidos por apenas uma procedéncia, Turiagu, MA e
Breves, PA e Muan4, PA, respectivamente. O contrario pode ser visto no grupo
I, que apresentou a maior abrangéncia, sendo representado por dezesseis
procedéncias (todas as do Maranhdo, a do Espirito Santo e seis do Pard)
distribuidas em dois grandes subgrupos. Com exce¢do do terceiro grupo,
formado apenas pelas procedéncias do Amapd, e do sexto, constituido por
procedéncias do Pard, nos demais agrupamentos, ndo foi verificada nenhuma

tendéncia das procedéncias se organizarem por area geografica.
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FIGURA 4 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das estimativas
de dissimilaridade, expressas pelo complemento aritmético do
coeficiente de Dice, com base em 263 bandas polimoérficas de

RAPD geradas nas 26 procedéncias de agaizeiro. dg, =0,38
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Estes resultados sdo contrarios aos obtidos por Sawazaki et al. (1998),
que relataram a tendéncia a formagdo de grupos com ecotipos de Euterpe da
mesma origem geografica.

O fato de Linhares ndo ter formado um grupo a parte, mesmo sendo a
procedéncia mais distante, dever ter sido influenciado pela origem hibrida dos
dois acessos, obtida do cruzamento entre E. oleracea, distribuida naturalmente
nos estados do Para, Amapa e Maranhdo e E. espiritossantesis, que ocorre na
regido Sudeste, mais precisamente no Espirito Santo. Portanto, tais acessos
compartilham os genomas das duas espécies. Como esta procedéncia ficou
agrupada com a de Cametd, permite inferir que os genotipos de acaizeiro
participantes da obteng@o dos hibridos possam ser oriundos dessa localidade.

Os resultados obtidos permitem confirmar que as 263 bandas
polimérficas obtidas dos 28 primers RAPD foram eficientes para quantificar a
diversidade genética do germoplasma de agaizeiro, pois os dendrogramas
gerados agruparam os acessos ¢ suas procedéncias com alta confiabilidade.
Também sugerem que as procedéncias de Turiagu, Breves, Muana, Chaves,
Oiapoque ¢ Macapa devam ser uUteis para compor programas de sele¢do
recorrente reciproca, especialmente se os acessos forem portadores de fenotipos

promissores para frutos e apresentarem elevados valores de heterose.

4.1.3 Estruturacio genética
Os dados relativos a analise de varidncia molecular realizada para as 17
procedéncias dos 107 acessos de acaizeiro, estdo presentes na Tabela 5.

Como pode-se constatar, a varidncia entre procedéncias foi alta e

significativa (¢ st = 0,301, P<0,0001), respondendo por 30,12% da variagdo

genética total, porém, grande parte da variagdo ainda ficou retida dentro de

procedéncias. O valor de 0,301 revelado pelos dados deste marcador dominante
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(RAPD) indica niveis relativamente altos de diferenciagdo entre as procedéncias
estudadas, ndo estando condizente com valores obtidos em espécies aldgamas.
Mas, ¢ importante esclarecer que o acaizeiro, mesmo sendo uma planta de
fecundacdo cruzada, apresenta taxas consideraveis de autofecundagdo (Jardim,
1995; Ohashi, 1990; Souza, 2002). Segundo Bawa (1992), plantas arbéreas
tropicais de fecundacdo cruzada podem apresentar variagdes na porcentagem de
diferenciacdo genética entre populagdes, dependendo da espécie.

No palmiteiro, uma espécie préxima do agaizeiro, a particdo da variagao
genética estimada pelo marcador dominante AFLP, entre onze populagdes
naturais de diferentes localidades por meio da estatistica F de Wright, também
foi alta atingindo F,=0,426 (Cardoso et al., 2000).

Em outras palmeiras, foram encontrados percentuais variaveis na
diferenciacdo genética entre procedéncias, populagdes, racas, variedades e tipos,
com o emprego de marcadores moleculares dominantes. Por exemplo, a
diferenciacdo entre procedéncias de caiaué foi alta e significativa, respondendo
por 18,71% da variagdo total, com a aplicacdo do marcador RAPD (Moretzohn

et al., 2002).

TABELA 5 Analise de varidncia molecular obtida de 17 procedéncias de
acaizeiro, com base em 263 bandas polimodrficas de RAPD

geradas em 107 acessos.

Fonte de variacao Variancia Variacao P ¢St

%
Entre procedéncias 8,300 30,12 0,0001 0,301
Dentro de procedéncias 19,260 69,88

Maior ¢s, para 10.100 permutacdes=0,305
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Percentagem similar (17,8%) foi detectada pelo mesmo marcador no
estudo de diferenciacdo entre nove racas de pupunheira (Rodrigues et al., 2004).
Com o uso do marcador AFLP, a particdo da variagdo entre variedades de
coqueiro foi mais alta ainda, representando 47% da variagdo (Perera et al.,
1998). Todavia, na pupunheira, o nivel de diferenciacdo entre populagdes
coletadas ao longo de dois rios da Amazonia peruana foi baixo e significativo,
com G,~=0,0497 (Adin et al., 2004).

Ciampi & Grattapaglia (2001), avaliando a variabilidade genética em
quatro populagdes de copaiba por meio de trés marcadores moleculares com o
emprego da AMOVA, encontraram diferentes propor¢des de variabilidade entre
e dentro de populagdes. Para o marcador dominante (AFLP), esses autores
obtiveram diferenciacdo entre populagdes altas e significativas (¢=15,5%).

Em outras espécies tropicais, perenes ¢ aldgamas, a particdo da variagdo
entre populagdes apresentou percentagem proxima ou mais elevada que a
encontrada neste estudo, também por marcadores moleculares dominantes
(Araujo, 2001; Cardoso et al., 1998; Fontaine et al., 2004; Gillies et al., 1997,
Zucchi, 2002). Para Zucchi (2002), o alto nivel de diferenciacdo genética entre
populacdes de cagaiteira (g =0,2703) sugere que as populagdes estdo sofrendo
efeitos da deriva genética ocasionados pela ag@o antropica e pela predominancia
de fluxo génico a pequenas distancias.

Resultado coincidente foi obtido por Moura (2003), quando analisou a
distribui¢do da variabilidade genética entre dez areas de coleta de jaborandi, uma
espécie aldégama e herbacea, por meio de RAPD com a aplicacdo da AMOVA,
obtendo 24,16% da variacdo entre areas. Para esta autora, a existéncia de
consideravel propor¢do de diferenciagdo genética entre as areas indica que o
sistema de dispersdo de polen e sementes dessa espécie ndo € tao eficiente.

Valores moderados de variagdo genética dentro de populagdes de

origens geograficas distintas sdo comuns em espécies que possuem distribui¢do
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ampla, sendo reflexo do isolamento geogréafico (Cardoso et al., 2000). Esta
mesma observagdo foi feita por Adin et al. (2004) que consideram isoladas,
reprodutivamente, populacdes distantes em mais de 300km.

Como a AMOVA foi realizada apenas com as procedéncias que
apresentaram pelo menos dois acessos. Dessa forma, pode-se sugerir que o
pequeno tamanho amostral presente na maioria das procedéncias, especialmente
nas do Maranhdo, tenha contribuido para a alta diferenciagdo entre procedéncias.
Landergott et al. (2001) também atribuiram a grande diferenciagdo entre
populacdes de Dryopteris cristata (49%) ao efeito de reducdo populacional.

O conhecimento da distribuigdo da variabilidade genética entre e dentro
dessas procedéncias ¢ um quesito essencial para a adogdo de estratégias
eficientes na coleta e na conservagdo de germoplasma dessa espécie. Portanto,
os resultados permitem pressupor que as procedéncias constituidas por poucos
acessos estejam mal representadas, havendo necessidade de implementar novas
coletas, especialmente, no Maranhao.

Um outro fator que pode ter contribuido para o alto nivel de
diferenciacdo entre procedéncias estar relacionado com a ocorréncia de altas
taxas de autofecundagdo e de cruzamentos entre individuos aparentados dentro
dessas procedéncias. No caso das procedéncias cujos acessos sdo oriundos de
populagdes naturais, este fato pode ter sido incrementado com a ocorréncia de
deriva genética, ocasionada pela redugcdo no tamanho que vém sofrendo as
populagdes do agaizeiro, em conseqiiéncia da exploragdo predatoria para
palmito. J& nas constituidas por acessos coletados em pomares e propriedades
rurais, esta situacdo parece ainda mais grave, pois a deriva genética deve ser
mais intensa, em virtude do tamanho reduzido. Mas, este acontecimento parece
um evento comum nesta espécie, pois foi registrado em uma populacdo natural
sem a acdo antropica (Souza, 2002) e em outras populagdes (Jardim, 1995;

Ohashi, 1990), causado pelo longo e irregular periodo de floragdo e frutificacao,
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produzindo varios estadios fenologicos de floragdo no mesmo estipe e na mesma
touceira e pelo fluxo génico a curta distdncia. Cardoso et al. (2000) também
corroboram com estas ocorréncias no palmiteiro.

Como grande parte da variagdo genética ainda ficou retida dentro de
procedéncias, pode-se deduzir que o processo de dispersdo, provavelmente,
impede a formagdo de procedéncias isoladas. Além disso, houve registro de
distribui¢do continua das estimativas de dissimilaridades entre os acessos.
Portanto, pode-se considerar que o germoplasma analisado contenha uma

amostra representativa da variabilidade genética do agaizeiro dessa regido.

4.2 Caracterizacdo molecular por marcadores SSR

4.2.1 Nivel de polimorfismo

Por primers

Os sete primers SSR utilizados na genotipagem dos 116 acessos de
acaizeiro foram todos polimorficos e apresentaram facilidade na interpretacao
dos géis (Figura 2B). Estes primers foram responsaveis pela amplificacdo de 42
alelos, com variagdo de trés a dez alelos e média de seis alelos por primer.

O maior numero de alelos foi registrado no loco EE23, que amplificou
dez alelos, enquanto o menor numero ocorreu no loco EE3, com apenas trés
alelos. Nos primers EE8 e EE15 foram identificados seis alelos e nos locos EE2,
EE43 e EE54 foram detectados quatro, cinco e oito alelos, respectivamente.

A média para o contetido da informagdo de polimorfismo (PIC) foi de
alta magnitude (0,75), variando de 0,60 (EE3) a 0,86 (EE23 e EE54). E
importante salientar que a correlagdo entre o PIC e o nimero de alelos também

foi significativa e de alta magnitude (r=0,78, P < 0,04), existindo uma relago
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direta entre eles, ou seja, ha uma tendéncia de que quanto maior o nimero de
alelos maior seré o valor do PIC.

Resultados concordantes foram obtidos por Conte (2004) ¢ Gaiotto et
al. (2003) ao aplicarem os mesmos primers em populacdes de palmiteiro com
interferéncia antropica, tendo registrado altos niveis de variagdo alélica.
Podendo-se esperar que os locos EE23 e EE54 devam ser considerados como os
mais informativos para estudos genéticos do acaizeiro.

Elevados niveis de polimorfismos foram detectados também em
germoplasma de outras palmeiras com o emprego de microssatélites. No caso de
populagdes de coqueiro de diferentes variedades e origens geograficas, Meerow
et al. (2003), Perera et al. (2000) e Perera et al. (2001) observaram alta
diversidade alélica em todos os oito locos analisados, atingindo valores de
amplitudes de variagdo alélica e médias bem préximas aos obtidos neste estudo.
Acessos de tdmara apresentaram alto polimorfismo em 9 dos 12 primers
avaliados e, pela nitidez no padrio de bandas gerado, foram indicados para
estudos de diversidade genética (Zehdi et al., 2004a; Zehdi et al., 2004b).
Segundo Oliveira et al. (2002), o nimero de fragmentos com polimorfismo ¢é
diretamente proporcional ao nimero de locos em heterozigose.

Polimorfismo alto gerado por este mesmo marcador também foi
encontrado em germoplasma de algumas plantas perenes (Alves, 2002; Ciampi
& Grattapaglia, 2001; Faleiro et al., 2001; Lanaud et al., 1999; Motamayor et al.,
2001), inclusive de palmeiras (Gaiotto et al., 2003; Meerow et al., 2003; Perera
et al., 2000; Perera et al., 2001; Zehdi et al., 2004a; Zehdi et al., 2004Db).

Como o conteido de informacdo de polimorfismo representa a
diversidade genética (Weir, 1996), pode-se inferir que os 116 acessos envolvidos

neste estudo sejam detentores de alta variabilidade nos locos testados.
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A identificacdo de alto polimorfismo no germoplasma estudado permite
que os primers sejam utilizados como marcadores genéticos na quantificacdo da
diversidade de acessos e procedéncias de agaizeiro.

O sucesso na transferibilidade de locos de Euterpe edulis para E.
oleracea mencionado por Gaiotto et al. (2001) foi confirmado neste trabalho.
Contudo, houve a necessidade de ajuste na temperatura de anelamento de alguns
primers (Tabela 2), no volume e componentes da reacdo. Esta constatacio
levanta a possibilidade de que tais primers possam ser empregados em outras
espécies desse género, uma vez que amplificaram fragmentos em dois acessos,
registrados como hibridos interespecificos (E. oleracea x E. espiritossantensis).
Alves (2002) obteve uma eficiéncia de 62,5%, quando transferiu locos de
Theobroma cacao para T. grandiflorum e considerou a divergéncia evolutiva
entre as espécies como baixa, pois as seqiiéncias que flanqueiam os locos
microssatélites foram conservadas. Esta observacdo também pode ser
extrapolada com maior intensidade para as espécies do género Euterpe, apesar

do pequeno ntimero de locos testados.

Por procedéncias

O nivel de polimorfismo gerado pelos sete primers SSR, em relacdo as
26 procedéncias correspondentes aos 116 acessos de agaizeiro, encontra-se
discriminado na Tabela 6.

No que diz respeito ao numero total de alelos, foi constatada uma
variagdo de oito (Carutapera,MA) a 37 (Breves,PA) alelos, apresentando média
de 16,54 alelos por procedéncia. Em conseqiiéncia disso, o nimero médio de
alelos/loco foi bastante varidvel, com o menor e o maior valor atingindo 1,14 e
5,29, registrados em Carutapera, MA e Breves, PA, respectivamente, o que

acarretou média baixa, alcan¢ando 2,36 alelos por loco.
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TABELA 6 Polimorfismo gerado nas 26 procedéncias dos 116 acessos de

acaizeiros com base nos 42 alelos obtidos nos sete locos SSR.

Procedéncias N N°de N°médiode % de locos PIC!
Alelos  alelos/loco polimorficos
Benfica,PA 2 12 1,71 71,43 0,32
Benevides,PA 4 17 2,43 100,00 0,47
Mosqueiro,PA 1 12 1,71 71,43 0,36
St® Ant® Taua,PA 5 17 2,43 71,43 0,43
Chaves,PA 15 33 4,71 100,00 0,62
Muana-PA 11 25 3,57 100,00 0,64
Breves,PA 32 37 5,29 100,00 0,73
Gurupa,PA 5 19 2,71 85,71 0,49
Melgago,PA 1 12 1,71 71,43 0,36
Santarém,PA 2 19 2,71 100,00 0,57
Prainha,PA 1 13 1,86 85,71 0,43
St* Maria,PA 1 10 1,43 42,86 0,21
Cameta,PA 5 23 3,29 100,00 0,55
Oiapoque,AP 9 31 4,43 100,00 0,69
Macapa,AP 5 27 3,86 100,00 0,66
Carutapera, MA 1 8 1,14 14,29 0,07
Maracagumé,MA 2 14 2,00 71,43 0,36
St* Luzia, MA 1 10 1,43 42,86 0,21
Z¢ Doca,MA 1 10 1,43 42,86 0,21
Turiagu,MA 2 9 1,29 28,57 0,13
St* Inéz, MA 1 10 1,43 42,86 0,21
Cururupu,MA 1 9 1,29 28,57 0,14
Mirinzal, MA 2 12 1,71 42,86 0,25
Guimaraes,MA 2 10 1,43 42,86 0,21
Alcantara, MA 2 12 1,71 42,86 0,23
Linhares,ES 2 19 2,71 100,00 0,59
Média 4,46 16,54 2,36 69,23 0,39

7 T " T = "
n: namero de acessos amostrados; : conteiido de informagao de polimorfismo.

Em relagdo a percentagem de locos polimorficos, nove procedéncias se
destacaram apresentando polimorfismo méximo (Benevides,PA, Chaves,PA,
Muana,PA, Breves,PA, Santarém,PA, Cameta,PA, Oiapoque, AP, Macapa,AP ¢

Linhares,ES). Por outro lado, trés localidades maranhenses, Carutapera, Turiagu
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e Cururupu, exibiram os menores indices, com 14,29%, 28,57% e 28,57%,
respectivamente.

Quanto ao contetido de informagao de polimorfismo (PIC), Breves foi a
procedéncia que registrou a maior magnitude, atingindo 0,73, seguida por
Oiapoque, Macapa, Muanad e Chaves com valores de 0,69, 0,66, 0,64 ¢ 0,62,
respectivamente. Os menores valores ocorreram em Carutapera,MA (0,07),
Turiagu,MA (0,13) e Cururupu,MA (0,14). Os baixos valores encontrados nestes
locais foram decorrentes da baixa riqueza alélica (menos de 10 alelos por loco),
pequenas percentagens de locos polimorficos e do grande numero de locos
fixados, que devem ter sido ocasionados pelo pequeno niimero de acessos nessas
procedéncias. O alto nimero de locos fixados pode ser devido a ocorréncia de
acasalamentos entre individuos aparentados, o que deve favorecer o surgimento
de individuos indesejaveis nas proximas geragoes.

Souza (2002), estudando a diversidade genética em uma populagdo
natural de acaizeiro sem acdo antropica com a aplicagdo dos mesmos primers,
apesar de ter encontrado alta riqueza alélica (nimero de alelos por loco igual a
14) e diversidade génica (He=0,84), também detectou a presenca de excesso de
homozigotos na populagdo, indicando a existéncia de endogamia, em
conseqiiéncia de acasalamentos ndo aleatdrios e de autofecundagao.

Na avaliagdo da diversidade genética de quatro origens de tdmara com
tamanhos amostrais variaveis (n= 5, 6, 7 ¢ 30) e utilizando SSR, Zehdi et al.
(2004b) obtiveram heterozigosidades esperadas variando de 0,62 (n=7) a 0,71
(n=30) e também relataram a ocorréncia de individuos homozigotos. Ressalta-se
que o numero de amostras variaveis tem sido comum na caracterizagdo de
germoplasma de outras espécies (Meerow et al., 2003; Moura, 2003).

Niveis de polimorfismo similares aos aqui obtidos foram relatados na
caracterizagdo de populagdes, tipos e cultivares de coqueiro, com a aplicagdo de

primers SSR (Meerow et al., 2003; Perera et al., 2000; Perera et al., 2001; Teulat
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et al., 2000). Pode-se mencionar o trabalho de Meerow et al. (2003), que
utilizaram 15 primers na andlise da diversidade de 17 populagdes estabelecidas
em um banco de germoplasma com tamanhos amostrais variaveis (n=1 a 12) e
obtiveram de 5 a 33 alelos por populacdo e heterozigosidades de 0,01 a 0,62.

Em populagdes naturais de outras palmeiras, as magnitudes para
heterozigosidades esperadas tém sido semelhantes aos valores dos PIC obtidos
neste trabalho para algumas procedéncias do acgaizeiro, como em Syagrus
ramanzoffiana (Negrao, 1999), Astrocaryum mexicanum (Eguiarte et al., 1992),
Acrocomia aculeata (Lopez et al., 1992) e Euterpe edulis (Conte et al., 2003;
Cardoso et al., 2000; Gaiotto et al., 2001; Reis, 1996).

Segundo Jardim (1991), os padrdes de polinizacdo e dispersdo do
agaizeiro estdo diretamente relacionados aos eventos de floracdo nos periodos
chuvoso e seco. Assim sendo, € possivel que os vetores de poliniza¢do sejam
especificos ou variem de comportamento nos periodos de floragdo, como
também as distdncias efetivas entre touceiras (Souza, 2002). Tais fatores
facilitam a ocorréncia de endogamia e o surgimento de individuos indesejaveis.
Apesar de tudo, acredita-se que a maior contribuicdo para valores de PIC baixos
na maioria das procedéncias esteja relacionada ao pequeno tamanho da amostra
e as condicdes do local de coleta.

Fazendo uma analise das treze procedéncias representantes do Para nesta
colegdo de germoplasma, pode-se considerar que uma pequena parte esteja bem
representada, sendo detentora, inclusive, de alelos exclusivos presentes nos locos
EE15 ¢ EE23, como é o caso de Chaves, Muana ¢ Breves. Porém, mais da
metade delas (Benfica, Benevides, Mosqueiro, Santo Anténio do Taua, Gurupa,
Melgago, Prainha e Santa Maria) apresentou valor de PIC baixo e a presenca de
pelo menos um loco em homozigose. Logo, as procedéncias com baixo PIC
devem ter sido influenciadas pelo pequeno niimero de acessos coletados nesses

locais, os quais ndo permitiram contemplar todo o genoma do acgaizeiro contido
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nessas localidades. O local de coleta também deve ter exercido influéncia no
PIC, uma vez que os acessos dessas procedéncias foram estabelecidos por frutos
colhidos em pomares caseiros ou pequenas propriedades rurais (Tabela 1A).
Nessas condi¢des, ¢ comum os agricultores adquirem suas sementes por compra,
troca ou doagdo de outras pessoas quase sempre colhidos da mesma planta.

Com base nesses argumentos, pode-se sugerir que Breves, Chaves e
Muana sejam as melhores representantes do Pard na cole¢do de germoplasma,
pois apresentam alta riqueza alélica e altos valores de PIC. Com excecdo de
Muand, onde os acessos foram coletados em propriedade rural, nas demais
procedéncias os acessos sdo oriundos de populagdes naturais. E conveniente
lembrar que essas localidades estdo situadas no estuario amazdnico e estdo
interligadas por furos (rede de rios) que tém confluéncia ora com o rio Para, ora
com o rio Amazonas, facilitando o processo de dispersdo de sementes de varias
espécies nativas via adgua (Rogez, 2000), inclusive do agaizeiro. Este tipo de
disseminacdo pode favorecer a ocorréncia de fluxo génico a longa distancia,
sendo um dos fatores responsaveis pelo aumento no nivel de polimorfismo
dessas procedéncias, principalmente dentro delas.

Em relag@o ao estado do Amapa, ele esta representado por apenas duas
procedéncias, que tiveram 100% de locos polimorficos e valores de PIC altos.
Nesses locais, o numero maximo de acessos foi nove e, apesar de alguns deles
terem sido coletados em pomares caseiros, ndo apresentaram locos fixados.
Como estas localidades estdo situadas também, na regido do estuario, acredita-se
que seja comum a disseminagdo de sementes via dgua e, por conseguinte, que
ocorra grande contribui¢do de fluxo génico a longas distancias.

No caso do Maranhdo, todas as procedéncias tiveram niveis de
polimorfismo baixo, seja para niimero de alelos, numero médio de alelos por
loco e pelos baixissimos valores de PIC. Logo, a variagdo genética do agaizeiro

existente neste estado encontra-se mal representada nesta colecdo, sendo
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detentoras de alelos em homozigose em, pelo menos, dois locos dos sete primers
avaliados. A maioria possui homozigose nos locos EE2 e EE3, mas Carutapera
encontra-se em situacao critica, pois dos sete locos avaliados seis apresentam-se
fixados. Pelos dados da Tabela 6, constata-se que essas localidades estdo
representadas por um ou no maximo dois acessos, os quais foram coletados tanto
em pomares caseiros quanto em populagdes naturais (Tabela 1A). Portanto, ¢
quase impossivel capturar todos os alelos existentes de cada um dos locos
estudados, com esta pequena amostra. Acrescente-se a este fato, ainda, a
influéncia do gel de agarose que deve ter dificultado a separagdo dos pequenos e
muito semelhantes fragmentos de DNA gerados por este marcador.

Em uma andlise geral, pode-se evidenciar a forte influéncia do reduzido
tamanho amostral no nivel de polimorfismo dessas procedéncias, mas também ¢
possivel refletir que elevados nimeros de acessos nem sempre contribuem para
aumentar a diversidade intralocos. Estas consideragdes permitem recomendar
que tamanhos amostrais entre nove € quinze acessos seriam suficientes para
representar a diversidade do germoplasma de agaizeiro nessas procedéncias.
Dessa forma, no estabelecimento de estratégias para coletas de agaizeiro, sugere-
se a obtencdo de um grande numero de frutos (no maximo 50 frutos por planta)
que devem ser coletados de, no minimo, nove plantas por local, sendo, porém,
efetuado em poucos locais.

Estas consideragdes reforcam a estratégia de coleta estabelecida para
plantas alégamas, onde se deve implementar coletas em poucos locais, porém,
com grande mimero de amostras por local (Vilela-Morales et al., 1997). Este
procedimento também tem sido mencionado para a conservagdo ex sifu de
germoplasma do palmiteiro (Gaitto et al., 2003).

Com os resultados obtidos, pode-se considerar primordial a realizagdo
de novas coletas no estado do Maranhdo, para que a variabilidade do acaizeiro

existente nesse estado esteja bem representada na colegdo de germoplasma.
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4.2.2 Diversidade genética

As estimativas das dissimilaridades minima, maxima ¢ média obtidas
para os 116 acessos de agaizeiro com base no complemento aritmético do
coeficiente de coincidéncia simples, encontram-se na Tabela 3A.

Percebe-se, nesta tabela que os acessos apresentaram dissimilaridades
variando de 0,00 a 0,57, com média de 0,34. Quatorze deles (5, 6, 11, 12, 33, 34,
45, 48, 79, 80, 88, 89, 99 e 100) registraram valores minimos de 0,02, enquanto
os acessos 105 e 106 exibiram valores nulos. Os acessos de dissimilaridades
nulas foram coletados em Guimaraes, MA e os demais em diferentes localidades
do Paré, do Amapé e do Maranhao.

Por outro lado, apenas dois acessos foram detentores de maxima
dissimilaridade: o 84, coletado em pomar caseiro do municipio de Gurupa, PA, e
o 112, oriundo de uma populagdo natural de Cameta, PA. Esses acessos sdo
procedentes de condigdes ambientais diferentes (Tabela 1A) e de locais que
distam mais de 260km. Adin et al. (2004), estudando popula¢des de pupunheira,
consideraram isoladas geneticamente aquelas separadas por longas distincias
(proximas de 300 km ou mais).

Um outro ponto importante a ser ressaltado nesta tabela é que
exatamente a metade dos acessos apresentou dissimilaridades médias iguais ou
acima da média geral, fornecendo indicios de que os acessos dessa colegdo
sejam possuidores de ampla diversidade genética.

Esses resultados permitem fazer algumas indagagdes. Como o agaizeiro
tem sido mencionado como uma planta alégama (Jardim, 1991; Ohashi, 1990) ¢
todos os acessos dessa colegcdo foram estabelecidos por sementes, além das
dissimilaridades obtidas pelo marcador RAPD, pode-se inferir que as elevadas
similaridades identificadas por este marcador SSR estejam superestimadas, as
quais podem ter sido influenciadas pelo pequeno numero de primer ou pelo gel

de agarose empregado na identificacdo das bandas polimorficas. Mas, ha fortes
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indicios da contribui¢do do gel, pois, mesmo utilizando-se agarose de alto poder
de resolucdo e em concentragdo elevada, o gel ndo foi tdo eficiente em
discriminar fragmentos de DNA muito semelhantes, ou seja, que diferem em 10
ou menos pares de base.

No grafico da Figura 5, encontra-se a distribui¢do de freqiiéncia das
estimativas de dissimilaridades genéticas obtidas entre os 6.670 pares de acessos
de acaizeiro. Observa-se que o maior nimero de pares (30,3%) ocorreu na
sétima classe, a qual apresentou intervalo de 0,28 a 0,34 ¢ ponto médio de 0,31.
A maioria dos pares apresentou dissimilaridades de magnitudes variando de 0,23

a 0,44, estando situado entre a quinta e décima classes.
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FIGURA 5 Distribuigdo de freqiiéncia das estimativas de dissimilaridades
genéticas obtidas pelo complemento aritmético do coeficiente de

coincidéncia simples, com base nas 42 bandas polimodrficas de
SSR geradas nos 116 acessos de agaizeiro.
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O ponto mais relevante a ser destacado nesta figura ¢ que a distribuigdo
dos pares de dissimilaridades foi bem semelhante & obtida na caracterizagdo por
meio de marcadores RAPD (Figura 2), ou seja, com poucos pares incluidos nas
classes das extremidades. Porém, houve uma tendéncia do maior nimero de
pares pertencer as classes de dissimilaridades com magnitudes superiores a 0,26,
mesmo assim de valores baixos. Ressalte-se, mais uma vez, que esta tendéncia
pode ser reflexo do pequeno numero de primers empregado e, principalmente,
do sistema de resolu¢do do polimorfismo em agarose que, provavelmente, ndo
permitiu realizar uma boa amostragem da diversidade genética dos acessos. Mas,
serve também para enfatizar o valor e a eficiéncia dos microssatélites em
amostrar a variabilidade intralocos.

O dendrograma gerado a partir da matriz do complemento aritmético
do coeficiente de coincidéncia simples, pelo método hierdrquico UPGMA, esta
representado na Figura 6. O valor cofenético deste dendrograma foi significativo
(r=0,64, P < 0,0001 para 10.000 permutacdes) e bem proximo do sugerido por
Rohlf (2000) como indicativo de boa adequacdo do método de agrupamento em
resumir a informac¢do do conjunto de dados (=0,7), sendo maior que o
considerado por Vaz Patto et al. (2004) como ideal para analisar a diversidade
genética em germoplasma de milho por microssatélites (0,56).

Neste dendrograma, percebe-se a formacgdo de intimeros grupos e
subgrupos. Mas, com base no ponto de corte realizado a partir da dissimilaridade

genética média entre todos os acessos (dg,, = 0,34), houve a distingdo de seis

grupos: ) constituido por sete acessos (19, 79, 80, 20, 40, 99 e 100) pertencentes
a quatro procedéncias que abrangem o Pard, o Amapa e o Maranhao; II) formado
por dez acessos (83, 84, 85, 90, 91, 87, 86, 88, 89 ¢ 92), todos procedentes do
Para; I1I) por onze acessos (37, 38, 39, 41, 42, 43, 96, 97, 98, 113 ¢ 115) de seis
localidades, envolvendo o Para, o Maranhdo e Espirito Santo; IV) por doze

acessos (33, 34, 35, 36, 61, 63, 62, 64, 65, 66, 68 ¢ 74), todos do Para, com
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excecdo do 74, que ¢ do Amapa; V) o menor grupo, formado pelos acessos 82,
116 e 114, procedentes do Oiapoque,AP, Linhares,ES e Cametd,PA,
respectivamente ¢ o VI) o maior grupo, abrangendo 73 acessos. De modo geral,
o nimero de grupos formados por este marcador foi préximo ao obtido na
caracterizagdo por marcadores RAPD (Figura 3), porém, de arranjamento
distinto e apresentando alguma tendéncia na formag@o dos grupos com acessos
do mesmo estado.

Nota-se que os acessos 115 e 116, possuidores de genoma hibrido entre
E. oleracea e E. espiritossantensis, ocorreram em grupos distintos, o primeiro
incluido no grupo III e o segundo no grupo V, ao contrario do observado no
marcador dominante. Como a procedéncia desses acessos apresentou 100% de
locos polimérficos e valor do PIC de 0,59, pode-se constatar o alto poder dos
microssatélites em detectar pequenas diferengas que, neste caso, deve-se a alelos
diferentes em todos dos locos. Estendendo essa afirmativa aos demais acessos,
pode-se supor que os resultados obtidos com os dois marcadores sdo
complementares e, portanto, devem aumentar a eficiéncia na analise da
diversidade genética desses acessos.

Resultados concordantes foram obtidos por Perera et al. (2000) e Perera
et al. (2001), quando agruparam acessos de coqueiro de diferentes variedades,
tipos e locais utilizando marcadores SSR. Em alguns trabalhos formando,
inclusive, poucos agrupamentos, como o realizado por Meerow et al. (2004)
utilizando 92 individuos de diferentes cultivares do tipo ando e também por
Zehdi et al. (2004b), em acessos de tamara de diferentes localidades. Nesses
estudos os autores salientaram a eficiéncia dos microssatélites em discriminar os
acessos. Para clones de cacaueiro, o nimero de grupos formados foi ainda menor

(Faleiro et al., 2001).
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FIGURA 6 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das estimativas
de dissimilaridades, expressas pelo complemento aritmético do
coeficiente de coincidéncia simples, com base em 42 bandas
polimoérficas de SSR geradas nos 116 acessos de acgaizeiro.
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Analisando as dissimilaridades obtidas entre as 26 procedéncias desses
acessos, pode-se observar que houve uma variagdo um pouco menor indo de

0,06 a 0,51, mas a média foi semelhante, alcancando 0,33 (Tabela 7). Os
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menores valores foram registrados entre as localidades de Guimaraes e Mirinzal

(0,06) e Cururupu e Santa Inéz (0,07), todas do Maranhao.

TABELA 7 Dissimilaridades genéticas médias, minimas e maximas expressas
pelo complemento aritmético do coeficiente de coincidéncia
simples, obtidas com base em 42 bandas polimoérficas de SSR
geradas nas 26 procedéncias de agaizeiro.

Procedéncias Média Minimo Maximo
Benfica,PA 0,32 0,17 0,48
Benevides,PA 0,32 0,11 0,48
Mosqueiro,PA 0,33 0,11 0,49
St® Ant® Taua,PA 0,32 0,20 0,47
Chaves,PA 0,35 0,27 0,42
Muana,PA 0,35 0,27 0,43
Breves,PA 0,34 0,29 0,41
Gurupa,PA 0,37 0,12 0,49
Melgago,PA 0,37 0,12 0,49
Santarém,PA 0,34 0,16 0,50
Prainha,PA 0,34 0,16 0,51
St* Maria,PA 0,30 0,15 0,40
Cameta,PA 0,32 0,24 0,45
Oiapoque,AP 0,35 0,31 0,41
Macapa,AP 0,34 0,27 0,39
Carutapera, MA 0,29 0,15 0,43
Maracagumé,MA 0,31 0,15 0,44
St* Luzia, MA 0,34 0,23 0,43
Z¢ Doca,MA 0,33 0,24 0,42
Turiagu,MA 0,43 0,35 0,51
St* Inéz, MA 0,32 0,07 0,44
Cururupu,MA 0,31 0,07 0,43
Mirinzal, MA 0,31 0,06 0,44
Guimardes,MA 0,30 0,06 0,45
Alcantara, MA 0,29 0,15 0,42
Linhares,ES 0,38 0,31 0,45
Geral 0,33 0,06 0,51
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Em relagdo ao dendrograma gerado, verificou-se também a formacao de
varios grupos e subgrupos. Mas, tomando como ponto de corte a média das
dissimilaridades (dgg,, = 0,33), as procedéncias permitiram a formagdo de sete
agrupamentos: o I) por Linhares, ES; II) Turiacu, MA; III) Gurupa, Melgago,
Santarém e Prainha, todas do Para; IV) Muana,PA, Oiapoque e Macapa, AP; V)
Chaves,PA; VI) Breves, PA e o VI) por 16 procedéncias, sendo a grande maioria
do Maranhdo e cinco do Para (Figura 7). No caso do grupo 1V, ressalta-se que
Muand, dista mais de 270km das demais localidades. J4 no sexto grupo, a
maioria dos subgrupos constituiu-se de locais proximos. A confiabilidade dos
agrupamentos formados foi alta e significativa (=0,83 com P < 0,0001 para
10.000 permutagdes), evidenciando que o dendrograma obtido conseguiu
agrupar com eficiéncia as procedéncias.

Comparando este dendrograma com o gerado pelo marcador RAPD
(Figura 4), pode-se observar que eles guardam alguma semelhanga, pois
discriminaram, igualmente, as procedéncias Breves e Turiagu, mas apenas os
microssatélites conseguiram separar as procedéncias de Chaves e Linhares, esta
Giltima constituida por acessos hibridos. E importante observar que o marcador
codominante apresentou uma tendéncia bem maior de formar grupos afins, seja
por proximidades geograficas ou por alguma caracteristica em comum,
fornecendo indicios de ser mais eficiente que o RAPD no arranjamento dos
grupos e que o numero de primers ndo foi um fator limitante.

Com base nesses resultados pode-se considerar que o pequeno numero
de primers utilizados, apenas sete, foi eficiente em avaliar a diversidade
genética, principalmente a intralocos, complementando os resultados obtidos

com RAPD.
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FIGURA 7 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das estimativas
de dissimilaridades, expressas pelo complemento aritmético do
coeficiente de coincidéncia simples, com base em 42 bandas
polimorficas de SSR geradas nas 26 procedéncias de agaizeiro.

dg g, =0,33

Segundo Amorim (2005), o nimero minimo de primer SSR para estudos
dessa natureza deve ser, pelo menos, igual ao nimero de cromossomos que, no
estudo em foco deveria atingir 26 ou 32 primers. Contudo, acredita-se que o
niumero considerado por este autor seja essencial na predigdo de valores
fenotipicos, pois Alves (2002) usou 21 primers SSR para caracterizar a
diversidade genética em populagdes de cupuaguzeiro, que possui numero
somatico de 40 cromossomos e conseguiu atingir seus objetivos com eficiéncia.

De maneira geral, em estudos de diversidade genética com palmeiras
(Conte et al., 2003; Conte, 2004; Perera et al., 2000; Perera et al., 2001; Souza,
2002; Zehdi et al., 2004a; Zehdi et al., 2004b) e com outras espécies perenes
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(Ciampi & Grattapaglia, 2001; Faleiro et al., 2001; Fontaine et al., 2004;
Koehler-Santos et al., 2003; Zucchi, 2002), tem sido comum o emprego de
poucos primers SSR. Para Billotte et al. (2004), um grande numero de primers
microssatélites ¢ necessario quando se pretende estudar o centro de
domesticag@o de espécies ou obter mapas genéticos saturados, com a finalidade
de associar de marcadores moleculares as caracteristicas quantitativas de

interesse economico (QTLs).

4.2.3 Estruturacio genética

Os resultados da andlise de varidncia molecular constam da Tabela 8.
Como se pode verificar, a AMOVA revelou diferenca altamente significativa
entre procedéncias para a distribuicdo da variabilidade genética (0,242, P<
0,0001), contendo 24,15% da variacdo global. Entretanto, grande parte da
propor¢do ainda ficou retida dentro de procedéncias, respondendo por 75,85%

da variagdo total evidenciando ampla variabilidade entre acessos.

TABELA 8 Andlise de varidncia molecular obtida de 17 procedéncias de
agaizeiro, com base em 42 alelos de sete locos SSR obtidos em

107 acessos.

Fonte de variacao Variancia Variagao P ¢st

%
Entre procedéncias 1,769 24,15 0,0001 0,242
Dentro de procedéncias 5,555 75,85

Maior ¢ s¢ para 10.100 permutacdes=0,242
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Apesar de ter-se detectado alto nivel de diferenciagdo genética entre
procedéncias, a percentagem de variagdo particionada contida entre elas foi um
pouco menor que a observada pelo marcador dominante (Tabela 5). Porém,
como esses valores foram proximos, pode-se confirmar a concordancia do
procedimento da AMOVA na andlise da distribuicdo da variabilidade das
procedéncias de acaizeiro, independente do tipo de marcador.

Niveis de diferenciagdo genética semelhantes foram obtidos em
germoplasma de outras palmeiras com o uso de marcadores SSR e de outros
codominantes, como no dendezeiro (Hayati et al., 2004) e em populagdes de
palmiteiro submetidas a acdo antropica (Conte et al., 2003, Conte, 2004).
Utilizando dez locos alozimicos e oito SSR em quatro populagdes, Conte (2004)
atribuiu a alta diferenciacdo entre populacdes de palmiteiro ao fato da espécie
apresentar cruzamentos ndo aleatorios entre individuos aparentados (5%) e
biparentais (10%), apesar dessa espécie se reproduzir por alogamia.

Como ja relatado nos itens anteriores, Souza (2002) também registrou
taxa de cruzamento de 12,9% entre individuos aparentados em uma populagao
natural de agaizeiro. Essas mesmas prerrogativas podem ter favorecido as altas
taxas de diferenciagdo registradas neste trabalho, tanto por RAPD quanto por
SSR. Essas inferéncias tornam-se mais evidentes em fungdo da ocorréncia de
fluxo génico via polen a curta distdncia (no mesmo estipe e entre estipes da
mesma touceira), especialmente quando realizado pela gravidade (Jardim, 1991;
Souza, 2002).

No coqueiro, Perera et al. (2001), empregando a estatistica F de Wright,
detectaram baixos niveis de diferenciagdo genética entre populacdes da
variedade gigante, quando analisaram a distribui¢do da diversidade genética em
33 populagdes com o uso de oito primers microssatélites (Fy, = 5,4%). Todavia,

ha relatos desta variacdo encontrar-se distribuida de forma eqiiitativa entre e
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dentro de populacdes da variedade gigante e, no caso no tipo ando, a diversidade
ser maior entre populacdes (Perera et al., 1998).

Em populagdes naturais de palmiteiro avaliadas pela estatistica F de
Wright, com a aplicag@o de microssatélites, a variacdo genética entre populacdes
foi bem menor, atingindo F;, = 0,07 (Gaitto et al., 2003). Para esses autores, o
baixo nivel de significancia interpopulacional ocorreu devido ao alto nivel de
fluxo génico a longa distancia, tanto por pélen quanto por sementes.

Pouca diferenciagdo genética (@ =0,0503) foi detectada, também entre
populacdes de copaiba analisada com o emprego de microssatélites, pelo
procedimento da AMOVA (Ciampi & Grattapaglia, 2001). Todavia, esses
autores obtiveram magnitudes de diferenciagdo distintas nas trés classes de
marcadores moleculares utilizadas (SSR, AFLP e cpDNA), sendo a percentagem
de variagdo maior no dominante (AFLP) que no codominante (SSR). Este fato
também foi registrado entre as procedéncias de agaizeiro aqui estudadas, em que
constatou-se maior percentagem de variagdo na analise com RAPD.

Esses resultados também foram obtidos com base em 17 procedéncias,
as quais foram representadas por, pelo menos, dois acessos. As procedéncias que
participaram desse estudo foram: nove do Pard (Benfica, Benevides, Santo
Antonio do Taua, Chaves, Muana, Breves, Gurupa, Santarém e Cametd), duas
do Amapa, quatro do Maranhdo (Turiagu, Mirinzal, Guimardes e Alcantara) e
uma do Espirito Santo. Apesar da eliminacdo das procedéncias com um acesso,
ha fortes indicios de que o reduzido tamanho amostral da maioria das
localidades tenha contribuido para a alta porcentagem de variagdo entre
procedéncias, fato j4 mencionado no estudo com o marcador dominante.

Tais resultados reforcam a existéncia de grande diferenca genética entre
acessos da mesma procedéncia, ja relatada nos topicos anteriores, ¢ confirma a
necessidade de novas coletas no Maranhdo, para que suas procedéncias possam

representar a variabilidade do agaizeiro na cole¢do de germoplasma.
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4.3 Caracterizacio morfo-agronémica

4.3.1 Variacao fenotipica pela analise de variidncia univariada

O resumo das analises de varidncia para os 28 caracteres morfo-
agrondmicos avaliados nos 87 acessos de acgaizeiro encontra-se na Tabela 9.
Verifica-se que o teste F revelou diferencas altamente significativas entre
acessos para quase todas as caracteristicas, excecdo feita apenas para a duracdo
da fase feminina (DFF com P<0,05), duracdo da fase masculina (DFM) e
rendimento de polpa por fruto (RPF), as duas ltimas sendo ndo significativas.

No aspecto geral, os acessos apresentaram caracteristicas desejaveis para
a producdo de frutos, possuindo, em média, bom perfilhamento (acima de cinco
estipes por planta) e altos rendimentos de frutos por cacho e de polpa por frutos.
Contudo, as médias para niimero total de cachos e a produgao total de frutos por
planta/ano foram baixas, demonstrando que tais caracteres sofreram pouca
influéncia de selegdo. Sendo assim, individuos dessa cole¢do que apresentem
valores acima da média para esses caracteres devem ser indicados para
programas de melhoramento.

No caso dos coeficientes de variagdo, constata-se que eles assumiram
percentagens bastante variaveis entre os caracteres, com os menores valores
sendo registrados para os diametros de fruto (DLT e DTF), rendimento de frutos
por cacho (RFC), comprimento da bainha foliar (CBF), nimero de folhas (NF),
altura da planta (AP) e peso de cem frutos (PCF), os quais ndo atingiram 10% e,
portanto, devem apresentar pouca variagdo fenotipica entre os acessos. Por outro
lado, a maior percentagem ocorreu na caracteristica intervalo entre fases de
floracdo (IEF), considerado o cariter que exerceu maior influencia entre os

acessos.
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TABELA 9 Resumo das andlises de varidncia obtidas para os 28 caracteres

morfo-agrondmicos avaliados em 87 acessos de agaizeiro.

Caracteres Quadrados médios Média CV

Acessos Erro (%)
NEP (unid.) 14,170 5211 5,05 45,18
NEFP (unid.) 7,377 2,482 3,85 40,91
AE (m) 4,006 0,271 6,34 8,21
NF (unid.) 1,2107 0,715 10,75 7,87
CBF (m) 0,016 0,005 1,04 6,85
CAP (cm) 42,175 13,426 32,11 11,41
CEN (cm) 320,440 91,131 59,67 16,00
DFM (dias) 3,852™ 2,929 11,20 15,54
IEF (dias) 3,755 1,863 2,02 67,55
DFF (dias) 0,763 0,557 4,18 17,85
DFT (dias) 5716 2,994 17,19 10,06
DLT (mm) 1,1737 0,333 11,89 4,86
DTF (mm) 1,600 0,388 13,63 4,57
PF (g) 0,152 0,034 1,41 13,09
PP (g) 0,010 0,004 0,32 19,52
PS (g) 0,091 0,024 1,08 14,34
RPF (%) 10,707™ 8,350 23,27 12,42
DAP (dias) 883,153 340,786 181,01 10,20
NAP (unid.) 3,642 1,500 4,40 27,85
NMP (unid.) 0,565 0,369 1,89 32,20
NTC (unid.) 3,360 2,107 3,49 41,64
PTF (kg) 20,923 12,300 6,72 52,19
PTC (kg) 0,823 0,344 2,53 23,19
PFC (kg) 0,559 0,245 1,88 26,38
RFC (%) 43,945 20,558 71,04 6,38
NRC (unid.) 228,053 111,011 98,93 10,65
CRC (cm) 114,616 60,614 52,25 14,90
PCF (g) 985,841 172,161 145,39 9,02

NEP e NEFP: numero de estipes por planta ¢ frutificando por planta; AE: altura do
estipe; NF: numero de folhas; CBF: comprimento da bainha foliar; CAP: circunferéncia
do estipe; DFM: duragdo da fase masculina; IEF: intervalo entre fase; DFF: duragdo da
fase feminina; DFT: duracdo total da floracdo; DLT e DTF: diametro longitudinal e
transversal do fruto; PF: peso do fruto; PP: peso da polpa; PS: peso da semente; RPF:
rendimento de polpa por fruto; DAP: dias ap6s a polinizagdo; NAP: numero de anos em
producdo; NMP: niimero de meses em produgdo; NTC: numero total de cachos; PTF:
producdo total de frutos; PTC e PFC: peso total do cacho e de frutos por cacho; RFC:
rendimento de frutos por cacho; NRC: numero de raquilas por cacho; CRC:
comprimento da raquis do cacho; PCF: peso de cem frutos; e : significativo a 5% e a
1% pelo teste F; ™: ndo significativo.
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Contudo, deve ser salientado que esses caracteres foram mensurados em
experimento (colecdo de germoplasma) no qual ndo houve controle local e nem
aleatoriza¢do, o que pode ter contribuido para maiores estimativas do erro
experimental e, por conseguinte, toda a variagdo exceto a dos tratamentos
acumulou-se no erro. Mas, supde-se que a precisdo experimental foi boa, uma
vez que permitiu detectar diferenca significativa entre os acessos para a maioria
dos caracteres avaliados.

Estes resultados estdo condizentes com os obtidos por Oliveira et al.
(1998), quando avaliaram a variagdo fenotipica entre 20 acessos dessa colegdo,
procedentes de trés localidades do estado do Para (Breves, Muana e Chaves) e,
encontraram alta variacdo para a maioria dos caracteres aqui abordados.

No coqueiro, também foram encontradas amplas variagdes fenotipicas
para caracteres botanicos e agrondmicos entre acessos da colecdo de
germoplasma da Filipinas (Sugimura et al.,1997; Vargas & Blanco, 2000).

Alves (2002), analisando a variagdo fenotipica entre 30 clones de
cupuaguzeiro conservados em um Banco de Germoplasma e instalados na
mesma condi¢do experimental do estudo em foco, ressaltou que caracteres
pouco afetados pelo ambiente devam ser mais discriminativos. Porém, Oliveira
(1995), quando avaliou acessos de agaizeiro da colegdo aqui analisada, nao
encontrou diferengas entre os tratamentos ao aplicar o teste de Tukey na
comparacdo de médias para os caracteres NF, DAP e RFC, que apresentaram

coeficientes de variagdo menores que 11%.

4.3.2 Selecao de descritores

As estimativas dos autovalores associados aos componentes principais €
suas respectivas varidncias relativas e acumuladas obtidas para os 28 caracteres
estdo contidas na Tabela 10. Como se pode notar pelas percentagens da

variancia relativa, grande parte da variagdo ficou diluida até o décimo sétimo
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componente principal, os quais responderam por 96,77% da variacdo acumulada
e que os dois primeiros componentes conseguiram explicar somente 35,84% da

variacdo total.

TABELA 10 Estimativas dos autovalores associados aos componentes
principais e de suas varidncias relativas e acumuladas, obtidas
dos 28 caracteres avaliados em 87 acessos de agaizeiro.

Componentes Autovalores % % Acumulada
1 6,4334 22,98 22,98
2 3,6005 12,86 35,84
3 3,0870 11,02 46,86
4 2,5595 9,14 56,00
5 1,9408 6,93 62,93
6 1,6566 5,92 68,85
7 1,4084 5,03 73,88
8 1,1026 3,94 77,82
9 1,0696 3,82 81,64
10 0,9589 3,42 85,06
11 0,6821 2,44 87,50
12 0,5897 2,11 89,60
13 0,5329 1,90 91,51
14 0,4300 1,54 93,04
15 0,3987 1,42 94,47
16 0,3413 1,22 95,69
17 0,3043 1,09 96,77
18 0,2204 0,79 97,56
19 0,1670 0,60 98,16
20 0,1549 0,55 98,71
21 0,1309 0,47 99,18
22 0,0946 0,34 99,51
23 0,0580 0,21 99,72
24 0,0337 0,12 99,84
25 0,0223 0,08 99,92
26 0,0140 0,05 99,97
27 0,0058 0,02 99,99
28 0,0023 0,01 100,00
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Resultados semelhantes foram encontrados por Barros (1991) e Pereira
(1989), quando avaliaram acessos do banco de germoplasma de cajueiro e
mandioca, respectivamente, por componentes principais. Para esses autores, a
distribui¢do da variancia esta associada a natureza e ao nimero de caracteres
empregados na andlise, estando concentrada nos primeiros componentes
principais, apenas quando avaliam-se poucos caracteres de interesse agrondmico
ou de um mesmo grupo. Assim, os resultados obtidos estdo dentro do esperado.

Em palmeiras, resultados com a analise de componentes principais e
com varidveis canonicas reforcam essa tendéncia. Por exemplo, no coqueiro,
Sugimura et al. (1997), estudando 35 caracteres botanicos e agronémicos em 39
acessos, encontraram 24,43% da variagdo total retida nos quatro primeiros
componentes principais. J4 Ribeiro et al. (1999), avaliando 19 caracteres de
frutos em cinco populagdes constataram que as trés primeiras varidveis
candnicas acumularam 95,12% da variag@o contida nos caracteres originais. Em
pupunheira, Martel et al. (2003), utilizando quinze descritores morfoldgicos
envolvendo cacho e frutos na discriminagdo de 83 acessos, verificaram que os
dois primeiros componentes principais armazenaram 59,2% da variancia total.

Esses mesmos aspectos foram observados em outras espécies tropicais
(Ferreira, 1993; Miranda et al., 2003; Moura, 2003; Shimoya et al., 2002; Veiga
et al., 2001), especialmente em plantas arboreas (Alves, 2002; Aratjo et al,
2002; Dias et al., 1997; Santos et al., 1994).

Neste estudo, a selegdo dos descritores foi efetuada, preliminarmente,
por dois procedimentos: a sele¢do direta (Jolliffe, 1972 ¢ 1973) ¢ a selecdo com
reanalise (Cury, 1993). Pela selegdo direta, foram sugeridos para descarte 18
caracteres (Tabela 4A), os quais apresentaram os maiores coeficientes de
ponderacdo nos componentes principais cujos autovalores foram inferiores a 0,7,

iniciando o descarte a partir do Ultimo componente (Tabela 10).
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Analisando os dados da Tabela 4A, percebe-se que o primeiro carater
indicado para descarte foi a duragdo da floracdo total (DFT), que apresentou o
maior coeficiente de ponderacdo em modulo com o tltimo componente principal
(-0,611), seguido pelos caracteres peso de frutos por cacho (PFC), peso do fruto
(PF) e produgao total de frutos (PTF), que tiveram os mais altos coeficientes de
ponderacdo em moddulo com os componentes principais 27, 26 e 25,
respectivamente. Com base na selecdo direta, os 18 caracteres considerados
redundantes, conforme a seqiiéncia de descarte, foram: DFT, PFC, PF, PTF,
DTF, PP, DLF, PCF, NEFP, AE, NRC, CEN, RFC, CAP, NF, CBF, DAP ¢
NAP.

Pela selegdo com reanalise, foram indicados para descarte apenas sete
caracteres que, seguindo esse procedimento, assumiram a seguinte ordem: DFT,
PFC, PF, PTF, DTF, PP e PS. A partir do ultimo descritor eliminado (PS), os
caracteres passaram a infringir as normas preestabelecidas, apresentando alta
correlagdo com uma variavel ja descartada. Por exemplo, o oitavo descritor
sugerido para descarte foi o DLF altamente associado aos caracteres PF, DTF e
PP, todos ja descartados.

Comparando os dois procedimentos, verifica-se que a selegdo direta foi
extremamente drastica, uma vez que eliminou sete dos oito caracteres da planta
e onze caracteres considerados importantes na avaliagdo da producdo de frutos
(Oliveira et al,, 2000b; Oliveira et al., 2000c; Oliveira, 2005b). Em
contrapartida, a selecdo com reanalise mostrou-se mais adequada, apesar de ter
sugerido para descarte todos os caracteres empregados na obtengdo do
rendimento de polpa por fruto (RPF). Entdo, para atenuar a drasticidade do
primeiro método (Daher, 1993) e minimizar possiveis erros no descarte foram
eliminados apenas os seis caracteres coincidentes nos dois procedimentos, sendo

eles: DFT, PFC, PF, PTF, DTF e PP.
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Esta decisdo permitiu o descarte de 21,43% dos caracteres avaliados,
devendo trazer melhorias na caracterizagdo e avaliagdo dos acessos de agaizeiro
desta colegdo. A possibilidade do descarte de caracteres que pouco contribuem
para a discriminagdo do germoplasma avaliado é fundamental, por ocasionar a
redugdo consideravel no tempo destinado a estas atividades, além de promover
economias de recursos materiais ¢ na mao-de-obra (Cruz et al., 2004), os quais
sdo elevados em espécies perenes.

As estimativas da correlagdo de Pearson entre os seis caracteres
descartados e os 22 selecionados, encontram-se na Tabela 11. Observa-se que o
descarte efetuado ndo ocasionou perda significativa de informagdes, pois todas
as caracteristicas redundantes apresentaram-se associadas a, pelo menos, seis das
selecionadas.

Deve-se salientar que dois caracteres de frutos descartados neste estudo,
PF e DTF, tém sido relatados como importantes na avaliacdo de acgaizeiros
(Gazel & Lima, 2002; Oliveira, 2005b). Porém, tais caracteres foram altamente
associados com trés dos caracteres selecionados, DLF, PS e PCF e,
conseqiientemente, ndo devem causar perdas de informagdes. Ainda no caso do
carater PF, segundo Rogez (2000), ndo ha relagdo entre o teor de matéria seca e
o peso do fruto, sugerindo que o rendimento do “acaiQ) esteja associado ao
rendimento da parte comestivel do fruto, ou seja, com o carater RPF.

Dois caracteres agrondmicos descartados, PFC e PTF, também tém sido
mencionados como relevantes na selecdo de individuos desejaveis para frutos
(Gazel & Lima, 2002). Contudo, outros estudos confirmam a existéncia das altas
associacdes aqui obtidas entre PFC x PTC e PTF x NTC e, inclusive, enfatizam
que o carater PTF pode ser totalmente explicado pelo NTC (Oliveira et al.,

2000Db; Oliveira et al., 2000c).
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TABELA 11 Coeficientes de correlacdo fenotipica entre os descritores morfo-
agronomicos selecionados e descartados, avaliados em 87 acessos
de acgaizeiro.

Descritores Descritores descartados

selecionados DFT PFC PF PTF DTF PP
NEP 0,04 -0,10 0,16 0,14 0,13 0,18
NEFP 0,04 0,04 0,32 0,42 0,317 0,26"
AE -0,10 0,03 -0,08 0,22" -0,04 0,16
NF -0,10 -0,08 0,17 0,08 0,14 -0,20
CBF 0,02 0,13 0,13 -0,09 -0,07 -0,05
CAP 0,04 039" 0,10 0,09 0,11 0,11
CEN 0,07 0,20 0,10 0,35 0,09 0,03
DFM 0,65 0,24" -0,03 0,14 -0,02 -0,05
IEF 0,407  -0,06 0,13 -0,22° 0,14 -0,08
DFF 0,42° 0,26  -0,00 0,16 0,03 -0,03
DAP 0,16 0,13 0,18 -0,00 0,11 0,17
DLF -0,09 0,30 0,94 0,17 0,96 0,78"
PS -0,09 0,27" 0,92 0,21" 0,88" 0,67
RPF -0,04 0,05 -0,07 0,15 -0,10 0,407
NAP -0,03 0,04 0,21° 0,12 0,23" 0,15
NMP 0,06 0,03 0,04 0,49 0,01 -0,08
NTC -0,14 -0,02 0,08 0,827 0,09 -0,05
PTC 0,22° 0,98 0,27 0,49 0,24" 0,26
RFC 0,26" 0,59 028" 033" 028" 027"
NRC 0,13 0,55 0,29" 0,16 0,26" 0,30
CRC 0,24" 0,36 0,01 0,05 -0,00 0,07
PCF -0,00 0,41 0,84 0,21 084" 072"

NEP e NEFP: nimero de estipes por planta e frutificando por planta; AE: altura do
estipe; NF: nimero de folhas; CBF: comprimento da bainha foliar; CAP: circunferéncia
do estipe; DFM: duragdo da fase masculina; IEF: intervalo entre fase; DFF: duragdo da
fase feminina; DFT: duragdo total da floragdo; DLT e DTF: diametro longitudinal e
transversal do fruto; PF: peso do fruto; PP: peso da polpa; PS: peso da semente; RPF:
rendimento de polpa por fruto; DAP: dias apos a polinizagdo; NAP: nlimero de anos em
producdo; NMP: niimero de meses em producdo; NTC: ntimero total de cachos; PTF:
producdo total de frutos; PTC e PFC: peso total do cacho e de frutos por cacho; RFC:
rendimento de frutos por cacho; NRC: numero de raquilas por cacho; CRC:
comprimento da raquis do cacho; PCF: peso de cem frutos; e : significativo aos niveis
de 5% e a 1%.

Quanto aos demais caracteres descartados, DFT e PP, ndo ha

informagdes na literatura sobre suas importancias na inferéncia da produgdo de
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frutos dessa palmeira. Mas, ha registros que o carater PP apresenta-se altamente
influenciado pelo ambiente (Oliveira, 2005b). Em virtude de esses caracteres
terem mostrado associagdes consideraveis com dois dos caracteres selecionados
(DFM e DLF), pode-se esperar que o descarte dos mesmos ndo traga prejuizos
na interpretacdo da diversidade fenotipica nem na avaliacdo de individuos
desejaveis.

No que tange aos caracteres selecionados, Gazel & Lima (2002),
também enfatizaram a importancia de oito deles (AE, CAP, NF, PS, NTC, PTC,
NRC e CRC) no estudo de diversidade genética de 39 matrizes de agaizeiro, as
quais foram agrupadas em quatro conglomerados. J& para as mesmas condigdes
deste estudo, o carater PCF tem sido apontado como altamente regular na
avaliagdo da superioridade de agaizeiros (Oliveira, 2005a).

Resultados discordantes foram mencionados por Oliveira et al. (2000c)
para caracteres da planta. Esses autores, avaliando 100 plantas desta colecdo,
ndo encontraram nenhuma correlagdo de alta magnitude entre os caracteres NEP,
NF, CBF, AE, CEN e CAP e nove caracteres de producao de frutos.

Martel et al. (2003), aplicando a analise de componentes principais em
15 descritores morfoloégicos na discriminagdo de ragas de pupunheira,
selecionaram dez deles para a realizacdo da andlise discriminante, ou seja,
eliminaram 33,33% dos caracteres e destacaram o numero de raquilas por cacho,
o comprimento da raquis do cacho e o peso da semente, por terem apresentado o
maior poder discriminante.

Estas informacdes fornecem respaldos para considerar que todos os
descritores selecionados sejam importantes no estudo da divergéncia fenotipica
entre os acessos € procedéncias de acaizeiro. Elas também possibilitam deduzir
que os mesmos passem a compor a lista minima de descritores, a qual deve ser
complementada com caracteres qualitativos, especialmente a cor dos frutos, tipo

de estipe, precocidade de producgdo e de emissdo de perfilhos.
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4.3.3 Eficiéncia do descarte

Apesar de os caracteres selecionados serem importantes no estudo da
divergéncia, foi avaliada a eficiéncia do descarte dos redundantes pela
comparacdo dos grupos de dissimilaridades formados pelo método de
otimizacdo de Tocher, os quais constam na Tabela 12.

Os resultados demonstram que os 28 caracteres proporcionaram a
formacgdo de quatro grupos distintos, os quais foram obtidos com base nas 21
procedéncias de agaizeiro, o primeiro abrangendo 16 procedéncias, o segundo e
o terceiro agrupamentos formados por duas procedéncias e o quarto grupo
contendo apenas uma procedéncia (Melgaco, PA).

Levando em consideragdo os 22 caracteres selecionados, pdde-se
constatar que o numero e a distribuicdo dos grupos sofreram pequenas
modificagdes, pois houve a formacdo de sete grupos com a seguinte
constituicdo: um com dez procedéncias; outro por cinco procedéncias; outro
envolvendo duas procedéncias, ¢ os demais grupos constituidos por uma
procedéncia.

Fazendo uma analise dos grupos formados pelos 28 caracteres e pelos 22
selecionados, percebe-se que houve coincidéncia total no ultimo grupo,
constituido pela procedéncia de Melgaco, sendo parcial no segundo e penultimo
grupos. As maiores modificagdes ocorreram nos grupos 3 e 4, formados pelos 22
descritores selecionados (Tabela 12, grupo b), cujas procedéncias pertenciam ao
primeiro grupo formado pelos 28 caracteres (Tabela 12, grupo a) e a inclusao de
trés procedéncias desse mesmo grupo no segundo formado pelos caracteres
selecionados. Mas, aventa-se que os agrupamentos formados pelos caracteres
remanescentes foram bem mais adequados, por terem discriminado mais grupos.

Dias (1994) e Dias et al. (1997), aplicando este mesmo método na
comparacdo da eficiéncia do descarte em clones de cacaueiro, com o emprego da

distancia euclidiana, verificaram pequenas alteragdes na formagdo dos grupos
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pelo conjunto de caracteres originais e os remanescentes, tendo atestado a
eficiéncia da metodologia de selecdo com reanalise no descarte dos caracteres.
Araujo et al. (2002) também analisaram a eficiéncia do descarte com
base na formagdo de grupos pelo método de Tocher, a partir da distancia de
Mabhalanobis, quando avaliaram descritores de frutos em clones de cupuaguzeiro

e observaram pouca alteragdo no nimero € na constitui¢do dos grupos.

TABELA 12 Grupos formados pelo método de otimiza¢do de Tocher, a partir
das dissimilaridades expressas pela distancia euclidiana média
padronizada, obtidas para os 28 caracteres (a) ¢ os 22 selecionados
(b) nas 21 procedéncias de acaizeiro.

Grupos Procedéncias
(a)
1 St® Ant® Taud, St* Inéz, Mirinzal, Guimaraes, Mosqueiro, Chaves,

Alcantara, Muana, Cameta, Benfica, Benevides, Turiacu, Breves, St*
Luzia, Maracagumé, Macapa

2 Santarém, Prainha
3 Oiapoque, Gurupa
4 Melgago
Grupos Procedéncias
(b)
1 Mosqueiro, Mirinzal, St* Inéz, Muana, Turiacu, Chaves, Guimaraes,
Breves, Cameta, Alcantara
2 Santarém, Prainha, Benfica, Maracagumé, Benevides
3 St® Ant°® Taua, St* Luzia
4 Macapa
5 Oiapoque
6 Gurupa
7 Melgago

Maior distancia entre os minimos: 1,45 (a) e 1,33 (b).

A comparagdo efetuada com as informagdes dos dendrogramas gerados

pelo método UPGMA, como sugerido por Bekele et al. (1994), também mostrou

116



pequenas distor¢des. Utilizando como ponto de corte a distdncia média, os
dendrogramas obtidos com os dados dos 28 caracteres e dos 22 selecionados,
formaram seis e quatro grupos, respectivamente, os quais possuem algumas
coincidéncias na constituigao.

Para Cury (1993), num processo de descarte, ¢ normal ocorrerem perdas
de informagdes. Com base nesta afirmativa, pode-se sugerir que, caso tenham
ocorrido perdas de informagdes com o descarte realizado, essas devem ter sido
minimas. Dessa forma, considera-se que os caracteres selecionados conseguiram
representar a divergéncia genética do conjunto avaliado e devem proporcionar

redugdo nos custos da avaliagao.

4.3.4 Diversidade fenotipica

As estimativas das dissimilaridades fenotipicas entre cada par de acessos
foram obtidas por meio da distancia euclidiana média padronizada, com base nos
22 caracteres selecionados.

A variacdo fenotipica entre os 87 acessos de acaizeiro pode ser analisada
pelas dissimilaridades médias, minimas e maximas contidas na Tabela 5A, pela
distribui¢do de freqiiéncia das dissimilaridades obtidas entre os 3.741 pares
formados na matriz fenotipica (Figura 8) e por meio do dendrograma gerado
com base nestas estimativas (Figura 9).

Pelos resultados contidos na Tabela 5A, constata-se que 0s acessos
alcangaram dissimilaridades variando de 0,09 a 1,87, com média geral de 1,39.
As dissimilaridades minimas ocorreram nos acessos 26 (Chaves,PA) e¢ 49
(Breves,PA), enquanto os acessos 68 (Breves,PA) e 78 (Oiapoque,AP) foram os
representantes das dissimilaridades maximas. Um outro aspecto importante a ser
ressaltado ¢ que mais da metade dos acessos (52,87%) teve médias iguais ou
acima da média geral, evidenciando que grande parte dos acessos dessa colegdo

detém acentuada divergéncia.
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Estas informagdes podem ser uteis para programas de hibridagdo do
acaizeiro visando a producdo de frutos, uma vez que grande parte dos caracteres
analisados abrange esta produ¢do e, principalmente, porque fornece subsidios
para restringir o niimero de genitores a ser escolhido. Porém, devem ser
acompanhadas pela avaliacdo da capacidade geral e especifica de combinagao,
pois, além de o agaizeiro ser uma planta alégama, os acessos aqui estudados
foram propagados por sementes e, portanto, representam médias de familias de
meios-irmaos.

No que diz respeito a distribuicdo de freqiiéncia, observa-se que, nas seis
primeiras classes, figuram poucos pares de acessos, os quais foram detentores de
estimativas de dissimilaridades entre 0,09 ¢ 0,90 e que a maioria deles (92%)
ficou concentrada nas classes cujas dissimilaridades variaram de 1,06 a 1,71, o
que permite caracterizar esta distribui¢do como tendo forte assimetria a direita
(Figura 8). Este tipo de distribui¢@o revela que os acesso existentes nesta coleg@o
sdo bastante divergentes para os 22 descritores selecionados. Tomando por base
tais argumentos, pode-se inferir que os acessos ainda ndo sofreram pressao de
selecdo para as caracteristicas analisadas e que ganhos genéticos consideraveis
podem ser esperados com a seleg¢@o de individuos desejaveis nesta colegao.

Uma analise comparativa entre as distribuicdes de freqiiéncias obtidas
por meio de marcadores moleculares com a constituida pelos 22 caracteres
morfo-agrondmicos remanescentes permite interpretar que, além dos acessos
apresentarem ampla variagdo genética, eles também se mostraram divergentes
para os caracteres analisados. Deve-se refor¢ar que a grande maioria dos acessos
dessa colegdo foi coletada no Pard, Amapa e Maranhdo, em localidades do
estuario amazdnico, o que explica as grandes variagdes morfologicas
encontradas para o agaizeiro nesses locais e também permite confirmar as
suposi¢des levantadas sobre a ocorréncia do centro de diversidade genética do

acaizeiro (Lleras et al., 1983; Oliveira, 2000c).
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FIGURA 8 Distribuicdo de freqiiéncia das estimativas de dissimilaridades,
expressas pela distdncia euclidiana média padronizada, com base
nos 22 descritores selecionados e avaliados nos 87 acessos de
agaizeiro.

Na Figura 9, encontra-se o dendrograma gerado a partir da matriz de
distancias euclidianas entre os acessos. Por meio dele, pode-se visualizar a
formagdo de varios grupos, sendo cinco deles formados partindo do ponto de
corte feito com base na média geral (dg,=1,39), os quais contemplam um
emaranhado de subgrupos. Observa-se também que os acessos 26 ¢ 49, 7 e 33,
59 e 97, representantes de diferentes localidades, foram os mais similares,
estando classificados numa distancia relativa menor que 12%. Todavia, esses
acessos formaram subgrupos distintos dentro dos grupos I, II e V,
respectivamente. Este dendrograma apresentou valor cofenético alto e
significativo (r=0,88, P< 0,0001), indicando uma fidelidade adequada do método

de agrupamento na representacdo do conjunto de dados.
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FIGURA 9 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
dissimilaridades fenotipicas, expressas pela distdncia euclidiana
média padronizada, obtidas dos 22 descritores selecionados com

base nos 87 acessos de agaizeiro. dg,=1,39
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A formagdo de poucos grupos também foi verificada na caracterizagdo
da diversidade genética desses acessos por meio de marcadores RAPD (Figura
3) e SSR (Figura 6). Mas, neste caso, houve pouca tendéncia de os acessos
coletados na mesma procedéncia pertencerem ao mesmo grupo, mostrando que a
variagdo dentro das procedéncias ¢ maior que entre elas.

O ndo agrupamento de individuos por local de coleta também foi
observado por Moura (2003), quando avaliou acessos de jaborandi. Porém,
Alves (2002), analisando clones de cupuaguzeiro, verificou uma tendéncia de
acessos coletados no mesmo local possuirem relacionamento genético entre eles.

Gazel Filho & Lima (2002) também obtiveram a formagdo de poucos
grupos, quando utilizaram a analise de conglomerados, em 39 matrizes de
acaizeiro coletadas em varios locais dos estados do Amapa e Para, com base em
treze caracteres morfo-agronémicos.

Na avaliagdo da diversidade e na discriminacdo de ragas de outras
palmeiras por caracteres morfologicos, tem sido comum a formagdo de poucos
grupos. No coqueiro, Vargas & Blanco (2000), caracterizando 21 acessos de
quatro populagdes com base em 16 caracteres de frutos, constataram a formagao
de quatro grupos com alta homogeneidade. Na pupunheira, a aplicagdo de 15
descritores morfologicos em 83 acessos do banco de germoplasma, pertencentes
a 16 populagdes, proporcionou a formagao de trés grupos (Martel et al., 2003).

Na Tabela 13, encontram-se os grupos formados com os 87 acessos pelo
método de otimizagdo de Tocher. Pode-se notar que os acessos foram separados
em 24 grupos, a maioria contendo quatro acessos, quase sempre de localidades
diferentes, sendo os dois ultimos grupos os menores, constituidos por dois e um
acessos. Assim como no dendrograma, ndo foi observada a organizacdo dos
acessos por local de coleta, indicando que a divergéncia fenotipica entre os

acessos da mesma procedéncia seja grande.
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TABELA 13 Grupos formados pelo método de otimizagdo de Tocher, a partir

das dissimilaridades expressas pela distancia euclidiana média
padronizada, obtidas para os 22 caracteres selecionados e
avaliados nos 87 acessos de agaizeiro.

Grupos

Acessos

[ NS T N I N0 I O N e e e e
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24

26 (Chaves), 49 (Breves), 84 (Gurupa)

7 (Benevides), 33 (Muand), 56 (Breves), 95 (Maracagumé)
28 (Muana), 51 (Breves), 89 (Breves), 2 (Benfica)

59 (Breves), 97 (St* Luzia), 35 (Muana), 9 (St° Ant® Taud)
62 (Breves), 99 (Turiagu), 36 (Muana), 10 (St° Ant°® Taud)
4 (Benevides), 30 (Muana), 53 (Breves), 91 (Santarém)

55 (Breves), 93 (Santarém), 32 (Muana), 6 (Mosqueiro)

5 (Benevides), 31 (Muand), 54 (Breves), 92 (Prainha)

16 (Chaves), 40 (Breves), 71 (Macapa), 105 (Guimaraes)
41 (Breves), 76 (Oiapoque), 21 (Chaves), 110 (Cametd)

18 (Chaves), 41 (Breves), 72 (Oiapoque), 106 (Guimaraes)
24 (Chaves), 47 (Breves), 82 (Oiapoque)

25 (Chaves), 48 (Breves), 83 (Gurupa)

42 (Breves), 73 (Oiapoque), 19 (Chaves), 107 (Alcantara)
50 (Breves), 86 (Gurupa), 27 (Chaves), 1 (Benfica)

12 (St° Ant°® Taud), 38 (Muana), 101 (St* Inéz), 67 (Breves)
29 (Muand), 52 (Breves), 90 (Melgaco), 3 (Benevides)

13 (Chaves), 39 (Breves), 68 (Breves), 103 (Mirinzal)

20 (Chaves), 43 (Breves), 75 (Macapd), 108 (Alcantara)

23 (Chaves), 46 (Breves), 80 (Oiapoque)

34 (Muana), 57 (Breves), 96 (Maracagumé), 8 (St° Ant® Taud)
37 (Muana), 66 (Breves), 100 (Turiacu), 11 (St° Ant® Taua)
22 (Chaves), 45 (Breves)

78 (Oiapoque)

(): Procedéncia do acesso; maior distadncia entre os minimos: 0,37.

Em capim-elefante, Shimoya et al. (2002) obtiveram a formagao de 18

grupos pelo método de Tocher, quando estudaram a divergéncia entre 99

acessos, com base em 17 caracteres quantitativos.

Uma analise comparativa dos agrupamentos obtidos pelos dois métodos,

permite constatar que, com excecdo dos ultimos grupos formados no método de

Tocher, houve alguma semelhanga nos demais. Mas, se o ponto de corte no
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dendrograma fosse efetuado a uma distdncia de 1,00, a constituicdo desses
agrupamentos seria basicamente a mesma, havendo apenas mudanga na ordem
seqiiencial dos grupos.

Em outros trabalhos realizados com espécies arboreas, também ndo
foram encontrados os mesmos nimeros de grupos por esses dois métodos,
porém foi relatada a coincidéncia na formagdo de alguns agrupamentos (Alves,
2002; Nascimento Filho et al., 2001; Santos et al., 1994; Sousa, 2003).

Dias et al. (1997), apesar de terem mencionado que o método de Tocher
ndo foi satisfatorio em relacionar a variabilidade entre clones de cacaueiro,
observaram similaridade na formagdo dos grupos por este método com o do
vizinho mais proximo. O mesmo resultado foi constatado por Carvalho et al.
(2003) na avaliagdo da diversidade fenotipica entre acessos de algodao.

Analisando as dissimilaridades fenotipicas em relagdo as 21
procedéncias, verifica-se que as menores dissimilaridades ocorreram nas
localidades de Mosqueiro,PA e Mirinza,L MA com distancias de 1,12 (Tabela
14). No caso das maiores distancias, essas foram registradas em Chaves,PA e
Melgaco,PA. Ressalta-se ainda que mais da metade das procedéncias exibiu
distancias médias superiores a média geral. Esses resultados reforcam a
observagdo feita na analise dos acessos, em que foi constatada a maior
diversidade dentro de procedéncias, concordando também com os resultados
moleculares.

O dendrograma formado com dados das procedéncias também formou
varios grupos, apresentando valor cofenético significativo (r=0,70, P< 0,0001) e,
com base no ponto de corte efetuado pela média geral, possibilitou a formagao
de quatro grupos (Figura 10). Neste dendrograma, observa-se que as
procedéncias do Maranhdo ficaram basicamente no mesmo grupo, ou seja,

contidas no segundo grupo.
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TABELA 14 Dissimilaridades fenotipicas médias, minimas e maximas,
expressas pela distincia euclidiana média padronizada, obtidas
dos 22 descritores selecionados, com base nas 21 procedéncias
de agaizeiro.

Procedéncias Média Minima Maxima
Benfica,PA 1,35 1,18 1,50
Benevides,PA 1,42 1,23 1,65
Mosqueiro,PA 1,36 1,12 1,61
St® Ant® do Taua,PA 1,42 1,16 1,67
Chaves,PA 1,41 1,14 1,78
Muana,PA 1,42 1,20 1,72
Breves,PA 1,42 1,16 1,68
Gurupa,PA 1,48 1,21 1,66
Melgago,PA 1,58 1,33 1,78
Santarém,PA 1,37 1,16 1,56
Prainha,PA 1,42 1,16 1,63
Cameta,PA 1,34 1,16 1,53
Macapa, AP 1,47 1,19 1,68
Oiapoque,AP 1,49 1,24 1,67
Maracagumé,MA 1,42 1,13 1,68
St* Luzia, MA 1,41 1,18 1,67
Turiacu,MA 1,33 1,14 1,61
St* Inéz, MA 1,37 1,20 1,73
Mirinzal MA 1,35 1,12 1,63
Guimaraes, MA 1,35 1,17 1,54
Alcantara, MA 1,36 1,17 1,58
Geral 1,41 1,12 1,78

No caso do método de Tocher, houve a formagdo de sete grupos, com
trés deles guardando forte semelhanca na constitui¢do dos formados no
dendrograma (Tabela 12, grupo b).

De modo geral, espera-se que os resultados obtidos possam ser uteis na
identificagdo de populacdes divergentes para a obtengdo de irmao-germanos, em
programas de seleg@o recorrente reciproca, especialmente se forem intercruzados
acessos classificados em grupos distintos e portadores de genétipos

agronomicamente favoraveis para frutos.
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FIGURA 10 Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das

dissimilaridades fenotipicas, expressas pela distancia euclidiana
média padronizada, obtidas dos 22 descritores selecionados com

base nas 21 procedéncias de agaizeiro. dg,=1,41

Contudo, o potencial produtivo per se de cada acesso ndo deve ser
ignorado, além de outras caracteristicas desejaveis no melhoramento do
acaizeiro visando a producdo de frutos que ndo foram avaliadas neste trabalho,
especialmente a cor dos frutos, precocidade de produgdo de frutos e de emissao
de perfilhos.

Muito embora a caracterizagdo morfo-agronomica seja vista como uma
medida indireta da variabilidade total dos acessos aqui estudados, pois neste
estudo permitiu analisar fenoétipos, ela foi capaz de detectar acentuada
diversidade em todos os caracteres (Tabela 10), como também a divergéncia
entre acessos e procedéncias. Essas consideragcdes servem para reforcar sua
importancia na avaliagdo de germoplasma do acgaizeiro, visando subsidiar

programas de melhoramento.
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Os resultados obtidos com a caracterizagdo da diversidade por meio de
caracteres morfo-agronémicos complementada com a molecular, serviram para
consolidar as informagoes sobre a ampla variabilidade dos acessos ¢ definir com
mais precisdo a identidade dos mesmos. Neste trabalho, a caracterizagdo
molecular foi extremamente util, pois permitiu a realizacdo de inferéncias sobre
0s acessos que ndo participaram da caracterizagdo morfo-agronomica. Esses
estudos também devem servir para maximizar a eficiéncia na selecdo de
gendtipos promissores em programas de melhoramento, seja por hibridagdo ou

sele¢do, visando a producao de frutos.

4.4 Comparacio entre diversidades genética e fenotipica

O relacionamento de qualquer conjunto de dados obtidos em diferentes
hierarquias pode ser analisado pela dissimilaridade, com o emprego do teste Z
de Mantel. Neste trabalho, compararam-se as dissimilaridades genéticas, obtidas
por meio de marcadores RAPD e SSR, com as fenotipicas, obtidas para os 28
caracteres ¢ os 22 selecionados, utilizando as matrizes geradas com os 87
acessos ¢ as 21 procedéncias de acaizeiro comuns nas respectivas abordagens. O

resumo dessas comparagdes consta na Tabela 15.

TABELA 15 Comparacdo entre dissimilaridades genéticas e fenotipica
obtidas para acessos e procedéncias de acaizeiro pelo teste z

de Mantel.
Dissimilaridades Teste Z de Mantel (1)
Acessos Procedéncias
RAPD (d ) com SSR (dg,,) 0,32 0,50
RAPD (d,,) com Morfo-agronémica (d ) -0,05 -0,01
(_0703) (0705)
SSR (d,, ) com Morfo-agrondmica (d ;) -0,01 0,14
(0,03) (0,29)

(): levando em consideragdo os 28 caracteres.
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Para acessos, quando compararam-se as dissimilaridades genéticas
obtidas por meio dos dois marcadores moleculares, verificou-se que o teste
revelou associagdo altamente significativa, mas de baixa magnitude (r=0,32, P<
0,0001), sugerindo que os conjuntos de dados obtidos com RAPD e SSR
apresentam alguma afinidade.

Este resultado ¢ condizente com os de varios autores, que também
obtiveram coincidéncias na caracterizacdo da diversidade genética de
germoplasma de palmeiras por diferentes marcadores (N@oran et al., 1994;
Sawazaki et al., 1998). Por outro lado, associacdo de maior magnitude entre os
mesmos marcadores, foi verificada por Faleiro et al. (2001). Para estes autores, o
numero e a reprodutividade das marcas sdo os principais fatores que afetam a
associacdo entre marcadores, mas, quando ela ocorre, pode-se esperar que
ambos devam ser eficientes na classificacio dos acessos (N@oran et al., 1994).
Essas consideragdes justificam a baixa concordancia, uma vez que a comparacao
foi efetuada com os conjuntos de dados gerados por 42 e 263 bandas
polimorficas de SSR ¢ RAPD, respectivamente. Pode-se entdo supor que esses
marcadores sejam complementares, uma vez que o RAPD, um marcador
dominante, conseguiu realizar uma amostragem representativa da diversidade
interlocos com um numero de bandas acima do ideal, enquanto o SSR,
codominante, realizou amostragem eficiente da diversidade intralocos com um
numero bem inferior de locos, nos quais a detec¢ao de polimorfismo foi efetuada
em gel de agarose, que dificulta a discriminag@o de fragmentos muito pequenos.

No caso da comparagio dos agrupamentos gerados com as
dissimilaridades genéticas e as fenotipicas para acessos, ndo foi observada
nenhuma concordéancia, tanto pelos marcadores RAPD quanto pelos SSR,
independente de se utilizar todos os descritores morfo-agronomicos (RAPD com
r=-0,03 ¢ SSR com r=0,03) ou apenas os selecionados (RAPD com r=-0,05 ¢

SSR com r=-0,01). Tais resultados permitem sugerir que a diversidade genética
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obtida por esses marcadores ndo explique a fenotipica. Koehler-Santos et al.
(2003) também ndo encontraram concordancias no padrdo de variagdo em
germoplasma de citrus, quando compararam as matrizes geradas com dados
morfologicos e marcadores SSR.

Como o teste Z de Mantel demonstrou que o conjunto de informagdes
obtidas entre os marcadores moleculares, seja RAPD ou SSR, e os descritores
morfo-agrondmicos foram plenamente discordantes, ndo oferecendo suporte
para extrapolar os resultados de um conjunto de dados para outro. Tais
resultados estdo dentro do esperado, pois os caracteres avaliados sdo
quantitativos e devem envolver varios genes de efeitos menores.

Resultado divergente foi encontrado por Alves (2002), quando avaliou,
pelo mesmo teste, a associagdo entre 21 locos microssatélites e 19 descritores
botanico-agronomicos em 31 acessos de cupuaguzeiro. Ele obteve r=0,72 e
sugeriu a possibilidade de identificar bandas associadas as caracteristicas
quantitativas de interesse (QTLs) para o melhoramento dessa fruteira perene.

Sousa (2003) também mencionou alta associagdo entre marcadores
RAPD e dados fenotipicos, ao avaliar acessos pertencentes ao programa de
melhoramento de guarand, pela correlagdao de Pearson.

Quando as comparagdes foram feitas levando em consideragdo as
procedéncias, verificou-se que a associacdo entre os marcadores, além de ser
significativa, apresentou quase o dobro da magnitude anterior (r=0,50, P<
0,0001). Para Tatineni et al. (1996), valores de r acima de 0,50 devem ser
considerados relevantes se o nimero de unidades observadas for superior a 15.
Estes resultados reforcam estas medidas como complementares, pois a
quantificacdo da diversidade amostrada foi similar pelos dois marcadores e,
portanto permitem inferir uma tendéncia de que, com o aumento da diversidade
genética interlocos detectada por marcadores RAPD, ocorra também aumento na

diversidade genética intralocos via marcadores SSR.
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No que tange ao estudo comparativo entre as dissimilaridades genéticas
e as fenotipicas, observa-se que o teste aplicado revelou pequenas alteragdes em
relacdo as obtidas para acessos, mas que ndo chegam a mudar os resultados.

Ao se comparar as dissimilaridades com base no marcador RAPD para
procedéncias, os valores assumidos pelo teste de Mantel apresentaram
magnitudes similares, seja com o emprego de todos os caracteres (r=0,05) ou
dos 22 selecionados (r=-0,01), sendo quase nulas nos dois conjuntos de dados.
Esses resultados confirmam a ndo concordancia desse marcador em explicar a
diversidade fenotipica e vice-versa. Moura (2003) também ndo obteve
associacdo entre as distancias euclidianas e as similaridades genéticas para areas
de coleta de jaborandi, com o emprego desse mesmo marcador, pela correlagdo
de Pearson.

No caso da comparagdo das procedéncias com o marcador SSR, foi
evidenciada baixa concordancia entre as dissimilaridades genéticas e fenotipicas
obtidas pelos 28 caracteres (r=0,29, P< 0,0033) e a ndo concordancia com os
descritores selecionados (r=0,14, P< 0,0726). Apesar da pequena diferenca entre
as magnitudes nesses dois conjuntos de dados, ambas foram consideravelmente
baixas, podendo-se inferir que eles ndo se expliquem.

Para McKay & Latta (2002), marcadores moleculares e caracteres
fenotipicos apresentam comportamentos distintos no estudo da divergéncia, ndo
possibilitando extrapolar uma variagdo para outra, especialmente, se 0s
caracteres forem quantitativos, como constatado neste estudo.

Vale ressaltar que marcadores moleculares baseiam-se em fragmentos
aleatérios do DNA gendmico. Logo, a possibilidade dos fragmentos analisados
estarem associados aos caracteres morfo-agronémicos estudados é minima, pois
esses caracteres sdo quantitativos e devem envolver varios genes. Com base
neste argumento, pode-se pressupor que a diversidade genética avaliada pelos

marcadores moleculares seja mais facil de ser detectada do que aquela medida
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por esses caracteres, que neste estudo ¢ representada pelo fendtipo, ou seja, sofre
a influéncia do ambiente e do genotipo, dai a auséncia de correlagdo entre essas
dissimilaridades.

Levando em consideragdo que este teste apresenta resultados
consistentes a partir de valores cofenéticos acima de 0,7 (Rohlf, 2000), deduz-se
que ndo houve adequacdo entre os conjuntos de dados aqui relatados para a
espécie em foco, seja na comparagdo por acessos ou por procedéncias. Por
conseguinte, as dissimilaridades genéticas obtidas por marcadores RAPD e SSR
ndo podem ser explicadas pelas fenotipicas, sendo a reciproca também
verdadeira. Isso implica que ambas sdo importantes para a organizagdo da

diversidade do germoplasma de agaizeiro.

4.5 Correlacoes entre diversidades e distincias geograficas

Os coeficientes de correlagdo de Spearman obtidos entre as
dissimilaridades genéticas por meio de marcadores RAPD e as distancias
geograficas foram significativamente diferentes de zero e de baixas magnitudes
(Tabela 16), tanto na anlise das 26 procedéncias (N=325, 1=0,17") quanto em
relacdo as 21 localidades comuns no estudo das dissimilaridades genética e
fenotipicas (N=210, 1=0,25").

A anélise das 21 procedéncias foi efetuada com o intuito de padronizar
as informagdes das dissimilaridades com as distancias geograficas e de corrigir
possiveis alteracdes nos resultados das 26 procedéncias. Especialmente, em
fun¢do dos acessos mais distantes geograficamente (Linhares,ES) dos demais
serem hibridos interespecificos entre E. oleracea, natural da regido Norte, ¢ E.
espiritossantensis, nativo do Espirito Santo, sendo, detentores de fortes

similaridades genéticas.
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TABELA 16 Correlagdes de Sperman e comparacdes pelo teste Z de Mantel
entre dissimilaridades e distdncias geograficas no
germoplasma de agaizeiro estudado.

Dissimilaridades Distancias geogréficas
Sperman (1) Z Mantel (1)

RAPD (d ) 0,25 0,23
0,17 ) (0,06)

SSR (d, ) 0,25 0,29
(0,33 ) (0,30)

Morfo-agrondmica (d ;) 0,022 0,004
(0,31) (0,28)

(): levando em consideragao as 26 procedéncias e os 28 caracteres.

Mesmo assim, percebe-se que, apesar do nivel de significancia ter sido
maior, assim como a magnitude, esta associacdo ainda continuou fraca, nio
permitindo afirmar que a diversidade genética detectada pelo marcador RAPD
possa ser explicada totalmente pelas distdncias geograficas.

Contudo, supde-se que as distancias geograficas estejam, de alguma
forma, associadas a divergéncia genética e que as baixas magnitudes possam ser
explicadas por algum detalhe na realizagdo das coletas dos acessos de agaizeiro
nas referidas procedéncias, como também pela distribuicdo das matrizes nos
locais, pelo fluxo génico etc.

Sawazaki et al. (1998), caracterizando diferentes ecotipos de Euterpe,
levantaram a possibilidade da existéncia de correlagdo entre a dissimilaridade
obtida por este marcador e a distdncia geografica. A mesma suposigdo foi feita
por Costa et al. (2001) na avaliagdo da variabilidade genética de dez genotipos
de acaizeiro da colecdo aqui estuda, por RAPD. Entretanto, nos dois estudos, os
autores nao realizaram nenhum teste que pudesse confirmar esta associagao.

Em outras palmeiras, foram relatadas associagdes negativas e de baixas
magnitudes em estudo de diversidade genética com o emprego de marcadores

dominantes. Por exemplo, no dendé, Moretzsohn et al. (2002), avaliando 175
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acessos de quinze localidades por meio RAPD, obtiveram correlacdo negativa e
de baixa magnitude (r=-0,19).

Na pupunheira, Adin et al. (2004), sugeriram nao haver associag@o entre
a diferenciagdo genética e a localizacdo geografica, quando avaliaram 20
populagdes da Amazodnia Peruana com marcadores AFLP e consideraram tal fato
como sendo conseqiiéncia da dispersdo de sementes a curta (passaros e roedores)
e a longa (homem) distancias.

Zucchi (2002), analisando as matrizes de distancias geograficas e
genéticas entre dez populacdes de cagaiteira com o emprego de marcadores
RAPD, pelo teste de Mantel, encontrou alto valor de correlagdo (1=0,77) e
sugeriu a existéncia de um padrdo espacial da variabilidade genética entre as
populagdes. Contudo, quando se analisou as procedéncias por este mesmo teste,
elas também apresentaram baixos valores de associacdo (r=0,23 para as 21
procedéncias e r=0,06 para as 26 procedéncias).

As correlagdes de Sperman realizadas entre as distincias geograficas e
as dissimilaridades genéticas por meio de marcadores SSR também
apresentaram baixas magnitudes. Para as 26 procedéncias, apesar da associa¢ao
ter sido altamente significativa, ocorreu baixa magnitude (r=0,33""). Menor
valor, porém, com o mesmo nivel de significancia foi registrado para as 21
localidades (r=0,25""). Muito embora essas associa¢des tenham apresentado alta
significancia, suas magnitudes foram baixas, ndo permitindo fazer inferéncias
seguras de que as distancias geograficas dessas procedéncias expliquem a
diversidade genética por esse marcador. Possivelmente, deve existir alguma
relacdo entre a distribui¢do geografica ocorrida no passado, porém a forma como
o germoplasma de agaizeiro foi coletado nessas procedéncias deve ter

influenciado nos resultados.
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Estes resultados estdo em concordincia com a estruturagdo genética
observada para procedéncias, em que grande parte da variagdo total ficou retida
dentro de procedéncias (Tabelas 5 e 8).

Alves (2002) encontrou correlacdo baixa e ndo significativa (r=-0,13),
pelo teste de Mantel, quando associou as matrizes de distancias genéticas
geradas com dados de SSR e as geograficas, em populagdes de cupuaguzeiro de
diferentes locais e sugeriu que as distancias genéticas ndo podem ser explicadas
pelas geograficas. Este autor mencionou como possivel causa da ndo associacdo
0 uso de um pequeno numero de populagdes.

Por outro lado, Zucchi (2002) obteve correlacdo elevada e positiva
(r=0,87) quando comparou a matriz de distdncia genética (obtida por meio de
marcadores SSR com o agrupamento gerado por freqiiéncias alélicas) com a de
distancia geografica entre dez populacdes de cagaiteira pelo teste de Mantel e
considerou as populagdes estruturadas no espaco, em conseqiiéncia da deriva
genética e do fluxo génico a curta distancia.

Comparando as procedéncias de agaizeiro com base nas matrizes de
distancias geograficas e dissimilaridade genética, obtida por meio do marcador
SSR pelo teste de Mantel, verifica-se que os resultados foram semelhantes com
r=0,29 para as 21 procedéncias e r=0,30 para as 26 procedéncias, estando em
concordancia com os valores obtidos pelas correlacdes de Sperman. Como
relatado por Tatineni et al. (1996), valores de r abaixo de 0,50 ndo devem ser
considerados relevantes, podendo-se pressupor que as distdncias geograficas
entre as procedéncias também ndo expliquem as distancias genéticas obtidas por
este marcador. Apesar de tudo, deve ocorrer alguma relag@o entre a distribui¢ao
geografica dessas procedéncias com as dissimilaridades genéticas obtidas por
este marcador.

Zehdi et al. (2004b), avaliando a diversidade em 49 acessos de tamara de

quatro diferentes locais por meio de 100 alelos obtidos de 16 primers SSR,
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observaram que acessos similares agruparam-se independentemente de sua
origem geografica.

Fontaine et al. (2004), estudando a diversidade genética em 179
individuos de Vitellaria paradoxa de treze localidades da Africa por meio de
RAPD e microssatélites, observaram, pelo teste de Mantel, que as distincias
geograficas foram altamente correlacionadas as genéticas com o emprego de
RAPD, mas ndo foram associadas ao marcador microssatélites.

Outros trabalhos abordando a diversidade genética em plantas arboreas
tropicais, inclusive palmeiras, mencionam associagdes entre dissimilaridades
genéticas e distancias geograficas, independente do tipo de marcador (Cardoso
et al., 2000; Collevatti et al., 2001; Hayati et al., 2004; Perera et al., 2001; Telles
etal., 2001).

Apesar das associagdes obtidas terem sido significativas, elas
apresentaram baixas magnitudes. Em conseqiiéncia disso, pode-se sugerir que no
germoplasma de acgaizeiro estudado, as distancias geograficas ndo conseguiram
explicar totalmente as dissimilaridades genéticas obtidas pelos marcadores
RAPD e SSR. Todavia, deve possuir alguma congruéncia entre as distincias
genéticas obtidas por esses marcadores e as distancias geograficas.

No caso das correlagdes entre as distincias geograficas e as
dissimilaridades fenotipicas, essas foram analisadas sob dois aspectos. O
primeiro levou em consideragdo as 28 caracteristicas, encontrando-se uma
correlagdo significativa e de baixa magnitude, bem proxima da detectada para o
marcador codominante (r=0,31""). No segundo, a analise foi realizada com base
nos 22 descritores selecionados, em que a associacdo passou a ser nao
significativa (r=0,02"). Ressalta-se que, mesmo apresentando diferengas no
nivel de significancia e na magnitude das correlagdes, a primeira associacdo

mostrou fraca magnitude ndo oferecendo condigdes para sugerir que as
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distancias geograficas tenham exercido alguma influéncia sobre a diversidade
fenotipica.

Comparando as procedéncias pelas matrizes de distancias geograficas
com as fenotipicas pelo teste de Mantel, observa-se que os resultados
apresentaram semelhancas aos obtidos com a correlagdo de Sperman, com
r=0,004 para os 22 descritores selecionados e r=0,28 para os 28 caracteres. Na
tentativa de verificar se os seis caracteres descartados ocasionaram alguma
influéncia nos resultados, foi aplicado este mesmo teste entre as matrizes de
distancias geograficas e as distancias fenotipicas obtidas com esses caracteres,
porém a correlacdo foi baixa e ndo significativa (r=0,14).

Moura (2003) obteve correlagdo de magnitude semelhante a detectada
para todos os caracteres, quando avaliou a associa¢@o das distancias geograficas
e as euclidianas em diferentes areas de coletas de jaborandi, uma planta
medicinal, tendo relacionado a baixa correlagdo com a pressdo de selegdo sobre
determinados caracteres. Esta mesma inferéncia pode ser extrapolada para os
dados aqui obtidos, uma vez que o germoplasma de agaizeiro estudado foi
oriundo de coletas direcionadas em matrizes desejaveis para alguns caracteres de
produgdo de frutos. Outros resultados obtidos com plantas perenes tropicais
também demonstram a ndo associagdo entre distdncias fenotipicas e as
geograficas (Dias et al., 1997; Nascimento Filho et al., 2001).

De modo geral, ha uma tendéncia do padrdao de diversidade genética e
fenotipica do germoplasma de agaizeiro estudado ser independente da distancia
geografica, com outros fatores exercendo maior influéncia para o aumento da
diversidade, como a oscilagdo genética, a selegdo em diferentes ambientes ¢ a
intervengdo do homem na busca de ideotipos, do que o isolamento geografico
(Barros, 1991).

Esses resultados fornecem subsidios para propor que a principal causa

para as distancias geograficas ndo estarem associadas as dissimilaridades, seja o
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padrdo de disseminacdo do agaizeiro, influenciado pelo homem, desde a época
pré-colombiana, pelos indios que costumavam levar as sementes de suas rocas

em suas migragdes ou trocar com outras tribos e também pelos rios.
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5 CONCLUSOES

O germoplasma de agaizeiro existente na colecdo da Embrapa Amazonia
Oriental apresenta ampla diversidade.

Os marcadores RAPD sdo eficientes na caracterizacdo da diversidade
genética interlocos e permitem agrupa-la com adequagdo pelo método UPGMA,
tanto acessos quanto procedéncias.

Em estudo de diversidade genética dessa palmeira, por meio de
marcador RAPD, ¢ necessario avaliar 180 bandas polimérficas, consideradas
como numero ideal.

Os marcadores SSR também sdo eficazes na quantificacdo da
diversidade genética intralocos, agrupando-a com eficiéncia pelo mesmo método
aplicado aos marcadores RAPD acessos e procedéncias. Apesar do pequeno
numero de primers e do sistema de resolugdo do polimorfismo aplicado, esses
marcadores detectaram elevado numero de alelos por loco e alto contetdo de
informacao de polimorfismo.

As 26 procedéncias possuem diferentes niveis de polimorfismo
identificados pelos marcadores SSR, com poucas estando bem representadas
nesta cole¢do. Para melhoria na conservacdo da variabilidade genética do
germoplasma de acaizeiro, sugere-se a implementagdo de novas coletas em
procedéncias do Maranhdo com amostras de, no minimo, nove acessos por
procedéncia.

Os marcadores RAPD e SSR sdo concordantes quanto a distribuigdo da
variagdo genética entre e dentro de procedéncias pelo procedimento da
AMOVA, detectando diferenciacdo entre procedéncias e com consideravel
variacdo dentro delas. Esta informag¢do ¢ importante no estabelecimento de

novas estratégias de coleta desta palmeira.
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A variabilidade fenotipica detectada para a maioria dos caracteres
morfo-agrondmicos avaliados pela andlise univariada fornece subsidios para
sugerir que os acessos constituintes desta colecdo apresentam elevada variacao.

O descarte de 21,43% dos caracteres utilizados ndo ocasiona perda
significativa de informacfo. Este procedimento deve dinamizar a atividade de
avaliagdo em colegdes de germoplasma desta espécie para a producdo de frutos.

Os descritores selecionados sdo capazes de quantificar a diversidade
fenotipica do germoplasma desta cole¢do, pelo emprego da distancia euclidiana
média padronizada, agrupando-a com consisténcia, pelos métodos UPGMA e
Tocher.

Os marcadores RAPD e SSR sdo complementares na explicagdo da
diversidade genética, mas, ambos sdo discordantes em relacdo & diversidade
fenotipica.

As correlagdes entre as dissimilaridades genéticas e fenotipica com as
distancias geograficas ndo fornecem subsidios para garantir que as distancias

geograficas expliquem as diversidades no germoplasma estudado.
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TABELA 1A Identificagdo dos acessos de agaizeiro utilizados neste estudo.

N°do N°do acesso na Procedéncia Local'
acesso colecio

1 001 Benfica,PA Pomar caseiro

2 002 Benfica,PA Pomar caseiro

3 003 Benevides,PA Pomar caseiro

4 004 Benevides,PA Pomar caseiro

5 006 Benevides,PA Propriedade rural

6 007 Mosqueiro,PA Pomar caseiro

7 008 Benevides,PA Propriedade rural

8 009 St° Ant°® do Taua,PA Propriedade rural

9 011 St® Ant® do Taud,PA Propriedade rural
10 012 St® Ant° do Taud,PA Propriedade rural
11 016 St® Ant° do Taud,PA Propriedade rural
12 018 St® Ant° do Taud,PA Propriedade rural
13 020 Chaves,PA Populacdo natural
14* 021 Chaves,PA Populacdo natural
15* 022 Chaves,PA Populagao natural
16 023 Chaves,PA Populacdo natural
17* 024 Chaves,PA Populagao natural
18 025 Chaves,PA Populagdo natural
19 026 Chaves,PA Populacdo natural
20 027 Chaves,PA Populagdo natural
21 028 Chaves,PA Populagdo natural
22 029 Chaves,PA Populagdo natural
23 031 Chaves,PA Populacao natural
24 032 Chaves,PA Populagdo natural
25 033 Chaves,PA Populacao natural
26 034 Chaves,PA Populacao natural
27 035 Chaves,PA Populacdo natural
28 036 Muana,PA Propriedade rural
29 037 Muana,PA Propriedade rural
30 038 Muana,PA Propriedade rural
31 039 Muana,PA Propriedade rural
32 040 Muana,PA Propriedade rural
33 043 Muané,PA Propriedade rural
34 044 Muané,PA Propriedade rural
35 045 Muand,PA Propriedade rural

*: Nao utilizado na caracteriza¢cdo morfo-agronomica.
!: Fonte (Lima & Costa, 1991)

«...Continua...O
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“TABELA 1A, Cont.O

N° do N° do acesso na Procedéncia Local'
Acesso colecdo
36 046 Muana,PA Propriedade rural
37 047 Muana,PA Propriedade rural
38 048 Muana,PA Propriedade rural
39 049 Breves,PA Populacao natural
40 050 Breves,PA Populagdo natural
41 052 Breves,PA Populacdo natural
42 053 Breves,PA Populacao natural
43 054 Breves,PA Populagdo natural
44 055 Breves,PA Populagdo natural
45 056 Breves,PA Populacao natural
46 057 Breves,PA Populacao natural
47 059 Breves,PA Populagdo natural
48 060 Breves,PA Populacao natural
49 061 Breves,PA Populagdo natural
50 063 Breves,PA Populagdo natural
51 064 Breves,PA Populagdo natural
52 065 Breves,PA Populacao natural
53 067 Breves,PA Populacao natural
54 068 Breves,PA Populacao natural
55 070 Breves,PA Populacao natural
56 071 Breves,PA Populagao natural
57 072 Breves,PA Populagdo natural
58* 073 Breves,PA Populagdo natural
59 075 Breves,PA Populagdo natural
60* 076 Breves,PA Populagdo natural
61* 077 Breves,PA Populagdo natural
62 079 Breves,PA Populacao natural
63* 080 Breves,PA Populacao natural
64* 081 Breves,PA Populacao natural
65%* 082 Breves,PA Populacao natural
66 083 Breves,PA Populacao natural
67 084 Breves,PA Populagdo natural
68 085 Breves,PA Populagdo natural
69* 087 Oiapoque,AP Populacdo natural
70* 088 Oiapoque, AP Populacdo natural

*: Nao utilizado na caracterizagdo morfo-agronomica.
“Fonte (Lima & Costa, 1991).

“...Continua...O
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“TABELA 1A, Cont.O

N° do N° do acesso na Procedéncia Local'
acesso Colecao
71 089 Macapa,AP Pomar caseiro
72 090 Oiapoque,AP Populacdo natural
73 091 Oiapoque,AP Populagao natural
74* 092 Macapa,AP Pomar caseiro
75 094 Macapa, AP Pomar caseiro
76 095 Oiapoque,AP Pomar caseiro
77* 096 Macapa,AP Pomar caseiro
78 097 Oiapoque,AP Pomar caseiro
79* 098 Oiapoque,AP Pomar caseiro
80 099 Oiapoque,AP Pomar caseiro
81* 100 Macapa,AP Pomar caseiro
82 101 Oiapoque,AP Pomar caseiro
83 102 Gurupa,PA Pomar caseiro
84 103 Gurupa,PA Pomar caseiro
85* 104 Gurupa,PA Pomar caseiro
86 105 Gurupa,PA Pomar caseiro
87* 107 Gurupa,PA Pomar caseiro
88* 108 Breves,PA Propriedade rural
89 110 Breves,PA Propriedade rural
90 111 Melgaco,PA Propriedade rural
91 112 Santarém,PA Propriedade rural
92 113 Prainha,PA Pomar caseiro
93 114 Santarém,PA Pomar caseiro
94* 115 Carutapera, MA Propriedade rural
95 116 Maracagumé,MA Propriedade rural
96 117 Maracagumé,MA Propriedade rural
97 118 St* Luzia, MA Propriedade rural
98* 119 Z¢é Doca,MA Propriedade rural
99 120 Turiagu,MA Populagao natural
100 121 Turiagu,MA Populagao natural
101 122 St* Inéz, MA Populagao natural
102* 123 Cururupu,MA Pomar caseiro
103 124 Mirinzal MA Populacdo natural
104* 125 Mirinzal MA Populacdo natural
105 126 Guimaraes,MA Populacdo natural

*: Nao utilizado na caracterizagdo morfo-agronomica.

!: Fonte (Lima & Costa, 1991).
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“TABELA 1A, Cont.O

N° do N° do acesso na Procedéncia Local'
acesso Colecao
106 127 Guimaraes,MA Populagao natural
107 128 Alcantara, MA Populacdo natural
108 129 Alcantara, MA Pomar caseiro
109%* 130 St* M* do Para,PA Populacdo natural
110 131 Cameta,PA Populacdo natural
11+ 132 Cameta,PA Populagdo natural
112%* 133 Cameta,PA Populacdo natural
113* 134 Cameta,PA Populagdo natural
114%* 135 Cameta,PA Populagdo natural
115% 136 Linhares,ES Empresa de Pesquisa
116* 137 Linhares,ES Empresa de Pesquisa

*: Nao utilizado na caracteriza¢cdo morfo-agronomica.

!: Fonte (Lima & Costa, 1991).
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TABELA 2A Dissimilaridades genéticas médias, minimas e maximas, expressas
pelo complemento aritmético do coeficiente de Dice obtido, com
base em 263 bandas polimoérficas de RAPD obtidas nos 116

acessos de agaizeiro.

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

1 0,44 0,10 0,66 35 0,39 0,18 0,59
2 0,42 0,10 0,62 36 0,38 0,13 0,63
3 0,47 0,21 0,59 37 0,38 0,13 0,59
4 0,38 0,13 0,62 38 0,38 0,13 0,57
5 0,39 0,16 0,54 39 0,46 0,22 0,59
6 0,38 0,13 0,58 40 0,44 0,22 0,58
7 0,41 0,15 0,61 41 0,37 0,08 0,61
8 0,38 0,15 0,58 42 0,36 0,08 0,60
9 0,41 0,17 0,60 43 0,40 0,17 0,62
10 0,44 0,15 0,66 44 0,39 0,16 0,65
11 0,39 0,15 0,57 45 0,41 0,19 0,65
12 0,38 0,16 0,60 46 0,40 0,15 0,60
13 0,38 0,16 0,59 47 0,38 0,17 0,59
14 0,55 0,37 0,67 48 0,39 0,13 0,60
15 0,39 0,13 0,61 49 0,39 0,13 0,64
16 0,42 0,13 0,57 50 0,37 0,14 0,62
17 0,41 0,15 0,60 51 0,37 0,10 0,63
18 0,42 0,15 0,62 52 0,37 0,10 0,64
19 0,46 0,18 0,64 53 0,43 0,15 0,63
20 0,46 0,18 0,60 54 0,43 0,15 0,60
21 0,38 0,18 0,59 55 0,38 0,17 0,64
22 0,39 0,16 0,67 56 0,47 0,16 0,62
23 0,43 0,20 0,65 57 0,46 0,24 0,60
24 0,36 0,16 0,61 58 0,41 0,20 0,66
25 0,40 0,16 0,59 59 0,37 0,20 0,60
26 0,36 0,18 0,58 60 0,41 0,20 0,54
27 0,42 0,22 0,58 61 0,39 0,15 0,59
28 0,41 0,22 0,56 62 0,38 0,13 0,57
29 0,38 0,13 0,60 63 0,38 0,12 0,57
30 0,37 0,13 0,59 64 0,38 0,09 0,59
31 0,38 0,15 0,62 65 0,37 0,10 0,59
32 0,37 0,11 0,61 66 0,37 0,09 0,55
33 0,37 0,11 0,62 67 0,39 0,19 0,60
34 0,51 0,32 0,64 68 0,37 0,12 0,55

“...Continua...O
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“TABELA 2A, Cont.O

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

69 0,40 0,16 0,59 94 0,37 0,14 0,56
70 0,36 0,13 0,57 95 0,38 0,14 0,58
71 0,41 0,20 0,59 96 0,39 0,14 0,56
72 0,45 0,24 0,60 97 0,37 0,14 0,53
73 0,36 0,12 0,60 98 0,40 0,15 0,60
74 0,44 0,20 0,63 99 0,54 0,15 0,66
75 0,37 0,10 0,58 100 0,48 0,15 0,59
76 0,38 0,12 0,61 101 0,43 0,17 0,59
77 0,37 0,10 0,60 102 0,38 0,06 0,59
78 0,40 0,14 0,62 103 0,38 0,06 0,60
79 0,45 0,20 0,58 104 0,39 0,08 0,62
80 0,42 0,20 0,57 105 0,37 0,08 0,57
81 0,49 0,24 0,63 106 0,36 0,11 0,61
82 0,47 0,24 0,60 107 0,45 0,20 0,59
83 0,39 0,13 0,55 108 0,39 0,16 0,60
84 0,41 0,14 0,58 109 0,40 0,14 0,59
85 0,39 0,12 0,60 110 0,38 0,17 0,63
86 0,40 0,11 0,62 111 0,37 0,12 0,59
87 0,39 0,11 0,62 112 0,37 0,12 0,61
88 0,41 0,12 0,60 113 0,47 0,21 0,64
&9 0,43 0,20 0,53 114 0,38 0,12 0,63
90 0,37 0,15 0,53 115 0,40 0,15 0,60
91 0,42 0,20 0,54 116 0,38 0,12 0,61
92 0,40 0,14 0,55

93 0,38 0,14 0,57 Geral 0,40 0,06 0,67
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TABELA 3A Dissimilaridades genéticas médias, minimas e maximas, expressas
pelo complemento aritmético do coeficiente de coincidéncia
simples, com base em 42 bandas polimorficas de SSR obtidas nos

116 acessos de agaizeiro.

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

1 0,32 0,10 0,52 35 0,35 0,12 0,55
2 0,32 0,10 0,55 36 0,36 0,12 0,52
3 0,32 0,07 0,48 37 0,34 0,12 0,50
4 0,31 0,07 0,50 38 0,32 0,14 0,50
5 0,32 0,02 0,52 39 0,36 0,19 0,45
6 0,31 0,02 0,52 40 0,40 0,17 0,52
7 0,32 0,07 0,50 41 0,36 0,10 0,52
8 0,31 0,07 0,48 42 0,35 0,10 0,50
9 0,32 0,07 0,50 43 0,34 0,12 0,48
10 0,31 0,10 0,50 44 0,31 0,07 0,50
11 0,32 0,02 0,52 45 0,29 0,02 0,45
12 0,32 0,02 0,55 46 0,30 0,10 0,48
13 0,31 0,10 0,45 47 0,31 0,10 0,48
14 0,32 0,12 0,48 48 0,30 0,02 0,48
15 0,34 0,10 0,52 49 0,33 0,10 0,52
16 0,35 0,10 0,52 50 0,34 0,07 0,50
17 0,37 0,10 0,52 51 0,31 0,07 0,48
18 0,37 0,12 0,52 52 0,33 0,10 0,52
19 0,34 0,12 0,52 53 0,31 0,14 0,45
20 0,41 0,17 0,55 54 0,31 0,10 0,50
21 0,34 0,05 0,50 55 0,33 0,17 0,50
22 0,34 0,05 0,50 56 0,32 0,12 0,45
23 0,32 0,12 0,50 57 0,31 0,10 0,50
24 0,34 0,05 0,52 58 0,33 0,12 0,50
25 0,33 0,05 0,52 59 0,36 0,12 0,50
26 0,32 0,07 0,45 60 0,35 0,17 0,50
27 0,33 0,07 0,48 61 0,38 0,10 0,48
28 0,32 0,05 0,52 62 0,34 0,07 0,48
29 0,32 0,05 0,50 63 0,36 0,10 0,52
30 0,29 0,10 0,50 64 0,36 0,07 0,50
31 0,32 0,10 0,48 65 0,33 0,10 0,52
32 0,33 0,10 0,52 66 0,34 0,10 0,52
33 0,36 0,02 0,50 67 0,31 0,14 0,50
34 0,35 0,02 0,50 68 0,33 0,10 0,50
“...Continua...O

164



“TABELA 3A, Cont.O

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

69 0,32 0,17 0,50 94 0,30 0,10 0,50
70 0,32 0,12 0,50 95 0,31 0,10 0,48
71 0,34 0,12 0,52 96 0,33 0,14 0,52
72 0,34 0,17 0,50 97 0,35 0,19 0,50
73 0,35 0,17 0,52 98 0,34 0,19 0,48
74 0,36 0,17 0,52 99 0,40 0,02 0,50
75 0,32 0,17 0,48 100 0,42 0,02 0,52
76 0,35 0,19 0,52 101 0,34 0,07 0,50
77 0,34 0,17 0,48 102 0,34 0,07 0,48
78 0,35 0,17 0,50 103 0,34 0,05 0,50
79 0,35 0,02 0,48 104 0,33 0,07 0,48
80 0,36 0,02 0,50 105 0,33 0,00 0,50
81 0,33 0,17 0,48 106 0,33 0,00 0,50
82 0,35 0,17 0,48 107 0,31 0,10 0,45
83 0,39 0,17 0,52 108 0,30 0,10 0,48
84 0,40 0,12 0,57 109 0,30 0,10 0,50
85 0,37 0,05 0,55 110 0,30 0,12 0,50
86 0,34 0,10 0,50 111 0,31 0,07 0,50
87 0,40 0,07 0,52 112 0,32 0,07 0,57
88 0,34 0,02 0,50 113 0,35 0,17 0,48
&9 0,32 0,02 0,48 114 0,35 0,21 0,52
90 0,37 0,05 0,55 115 0,37 0,17 0,50
91 0,37 0,05 0,55 116 0,38 0,19 0,50
92 0,36 0,10 0,52

93 0,34 0,12 0,52 Geral 0,34 0,00 0,57
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TABELA 4A Estimativas dos coeficientes de ponderagdo associados aos ultimos
componentes principais, referentes aos 28 descritores morfo-

agrondmicos avaliados em 87 acessos de agaizeiro.

Carater Componentes principais

28 27 26 25 24 23
NEP 0,001 -0,007 0,002 0,079 -0,043 0,109
NEFP 0,011 0,012 0,035 -0,059 0,076 -0,072
AP 0,013 -0,004 -0,007 -0,024 0,024 -0,005
NF 0,005 -0,018 0,010 -0,014 -0,001 0,105

CBF 0,013 0,018 -0,052 0,012 0,024 -0,043
CAP 0,002 0,001 0,060 0,028 0,026 -0,098
CEN -0,012 0,026 0,001 0,035 0,009 -0,026
DFM 0,500 0,154 0,035 0,009 -0,049 0,024

IEF 0,488 0,154 0,065 0,016  -0,000  -0,025
DFF 0,196 0,056 0,010 0,027 0,006 0,054
DFT 0,611 - - - - -

DAP  -0,002 0,008 0,048 0,038 0,057  -0,012
DLF 0,025 0,022 0,011 -0,245 0,602 0,025
DTF 0,058  -0,073 0,420 0,148  -0,626 -

PF 0,040 0,119  -0,816 - - -

PP 0,018  -0,031 0,234 0,098 0,050  -0,619
PS 0,002 -0,070 0,193 0,004 0,265 0,499
RPF -0,001 0,006  -0,055  -0,093 0,004 0,459
NAP 0,002 0,001  -0,052 0,031 -0,061 0,025
NMP 0,007 0,004 0,097 -0,050 0,056  -0,018
NTC -0,026 0,081 -0,069 0,590 0,166 0,010
PTF 0,022 -0,088 0,026  -0,666 - -

PTC 0,18  -0,618  -0,089 0,246 0,059 0,100
PFC -0,232 0,694 - - - -

RFC 0,057 0,089  -0,063 0,080 0,003 -0,143
NRC 0,003 -0,005 0,031 -0,037 0,023 -0,121
CRC 0,001 0,014  -0,043 0,001 0,000 0,093
PCF 0,005 0,017 0,010  -0,030 0,018 -0,099

-: representa carater descartado.

“...Continua...O
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“TABELA 4A, Cont.O

Carater Componentes principais
22 21 20 19 18 17

NEP 0,248 -0,060 0,371 0,431 -0,054 -0,006
NEFP -0,297 0,037 -0,524 - - -
AP 0,063 -0,163 0,018 0,493 - -
NF -0,081 0,029 0,149 -0,129 0,179 -0,321
CBF -0,105 0,043 -0,125 -0,080 -0,182 -0,008
CAP 0,100 -0,015 0,100 -0,032 0,233 -0,117

CEN 0,002 0,180 0,054 -0,325 -0,129 0,608
DFM 0,069 -0,124 0,097 -0,120 -0,213 -0,192

IEF -0,077 0,039 -0,057 0,004 0,135 0,128
DFF 0,049  -0,050  -0,057 0,251 0,092 0,082
DFT - - - - - -
DAP 0,146 0,009 0,071 0,045 0,148  -0,154
DLF 0,557 - - - - -
DTF - - - - - -
PF . . . - . .
PP . . . - . .
PS -0,481 -0,294 0,190 0,087  -0,007 0,132
RPF 0,010 0,096 0,005 0,015 0,005 0,073

NAP 0,070 -0,098 0,109 -0,102 -0,111 0,081
NMP -0,065 0,260 -0,173 0,304 0,269 0,358
NTC 0,095 0,008 0,102 -0,155 -0,167 -0,156
PTF - - - - - -

PTC 0,025 -0,104 -0,143 0,125 0,019 -0,066

PFC - - - - - -
RFC 0,061 0,239 0,054 -0,258 0,087 0,162
NRC -0,222 0,187 -0,123 0,241 -0,501 0,011
CRC 0,188 -0,049 0,198 -0,194 0,517 -
PCF -0,213 0,638 - - - .

-: representa carater descartado.

«_.Continual O
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“TABELA 4A, Cont.O

Carater Componentes principais

16 15 14 13 12 11
NEP -0,004 0,173 0,171 0,291 0,146 0,059
NEFP - - - - - -
AP - - - - - -
NF -0,204 0,029 0,641 - - -
CBF 0,191 -0,048 -0,318 0,591 - -
CAP 0,295 0,504 - - - -
CEN - - - - - -
DFM -0,154 0,151 -0,170 0,112 0,366 0,050
IEF 0,056 -0,229 0,083 -0,300 0,006 0,011

DFF 0,218 -0,132 0,069 0,166  -0,477 0,119
DFT - - - - -
DAP 0,081 0,475 0,006 0,044  -0,484 -
DLF - . . . ; .

DTF - - - - - -
PF - . . . . .
PP - . . . . .
PS 0,166 0,146 -0,021 0,001 0,062 0,049
RPF 0,051 0,037  -0,061  -0,096  -0,062 0,012
NAP 0,031 -0,136 0,130 0,099 0,281  -0,458

NMP -0,180 0,306 0,002 0,039 -0,089 0,318
NTC 0,187 -0,188 -0,104 -0,236 -0,076 0,253
PTF - - - - - -

PTC -0,375 -0,052 -0,067 0,038 -0,082 -0,167

PFC - - - - - -
RFC 0,479 - - - - -
NRC 0,151  -0,077 0413  -0,106 0,172 0,191
CRC - - - - - -
PCF - - - - - -

-: representa carater descartado.
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TABELA 5A Dissimilaridades fenotipicas médias, minimas e maximas,
expressas pela distincia euclidiana média padronizada, obtidas

dos 22 descritores selecionados em 87 acessos de agaizeiro.

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

1 1,31 0,17 1,58 39 1,32 0,19 1,69
2 1,40 0,21 1,79 40 1,32 0,14 1,65
3 1,40 0,17 1,70 41 1,33 0,15 1,64
4 1,35 0,13 1,63 42 1,43 0,15 1,75
5 1,36 0,14 1,70 43 1,36 0,19 1,71
6 1,32 0,15 1,67 44 1,38 0,14 1,70
7 1,40 0,12 1,74 45 1,43 0,23 1,78
8 1,47 0,29 1,80 46 1,45 0,20 1,79
9 1,48 0,29 1,75 47 1,46 0,15 1,76
10 1,46 0,25 1,78 48 1,43 0,15 1,76
11 1,46 0,27 1,80 49 1,41 0,09 1,75
12 1,23 0,16 1,58 50 1,29 0,15 1,59
13 1,41 0,19 1,77 51 1,36 0,12 1,73
16 1,38 0,14 1,70 52 1,33 0,16 1,66
18 1,40 0,15 1,71 53 1,39 0,14 1,70
19 1,42 0,18 1,74 54 1,39 0,20 1,74
20 1,39 0,19 1,74 55 1,44 0,13 1,78
21 1,37 0,18 1,66 56 1,38 0,19 1,76
22 1,35 0,23 1,71 57 1,44 0,21 1,79
23 1,43 0,20 1,78 59 1,43 0,12 1,73
24 1,45 0,15 1,74 62 1,40 0,12 1,72
25 1,43 0,15 1,76 66 1,46 0,22 1,82
26 1,38 0,09 1,73 67 1,34 0,28 1,70
27 1,31 0,16 1,61 68 1,49 0,32 1,87
28 1,37 0,12 1,76 71 1,48 0,26 1,80
29 1,37 0,16 1,68 72 1,40 0,16 1,73
30 1,35 0,13 1,64 73 1,45 0,15 1,78
31 1,34 0,14 1,68 75 1,41 0,21 1,79
32 1,34 0,15 1,69 76 1,37 0,14 1,68
33 1,37 0,12 1,72 78 1,52 0,37 1,87
34 1,34 0,21 1,68 80 1,42 0,24 1,76
35 1,35 0,18 1,65 82 1,35 0,24 1,64
36 1,33 0,21 1,64 83 1,48 0,17 1,82
37 1,40 0,22 1,74 84 1,51 0,23 1,85
38 1,21 0,16 1,55 86 1,34 0,15 1,65

“...Continua ...O
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“TABELA 5A, Cont.O

Acessos Média Minimo Maximo Acessos Média Minimo Maximo

89 1,45 0,18 1,82 100 139 0,26 1,75
90 1,41 0,19 1,75 101 1,22 0,19 1,56
91 1,46 0,14 1,78 103 1,31 0,24 1,69
92 1,47 0,20 1,82 105 1,32 021 1,66
93 1,50 0,13 1,85 106 1,36 0,16 1,68
95 147 0,19 1,85 107 1,31 0,28 1,64
96 137 025 1,73 108 134 0,24 1,70
97 1,42 0,12 1,74 110 1,32 0,19 1,64
99 1,42 0,12 1,74 ~ Geral 1,39 0,09 1,87
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FIGURA 1B Gel de agarose contendo exemplo de polimorfismo detectado pelo
primer RAPD OPBA-04 nos acessos de 1 a 20 de agaizeiro.

. T T - T TEE e e LT T

FIGURA 2B Gel de agarose contendo exemplo de polimorfismo detectado pelo

primer EE54 nos acessos de 1 a 20 de agaizeiro.
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