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RESUMO

O tucumanzeiro (Astrocaryum aculeatum) ¢ uma espécie de palmeira ndo domesticada
com grande potencial, sendo muito apreciada pela populacdo da regido Amazonica. As
populacdes espontineas apresentam grande variabilidade para caracteristicas como altura de
planta, producdo e qualidade dos frutos (tamanho, rendimento de polpa, sabor, contetido de
fibra e oleo). Essas populagdes constituem-se nos recursos genéticos para uso atual ou
potencial e sdo fonte de genes para o melhoramento genético da espécie. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de populacdes de tucumanzeiro na
Amazonia, utilizando marcadores microssatélites. Foram coletadas trinta amostras de folhas
de tucumanzeiro de doze populacdes (Buiuguzinho, Urucu, Manacapuru, UFAM, Taruma,
Porto Velho, Humaita, Manicoré, Borba, Rio Preto da Eva, Itacoatiara e Maués) e analisadas
utilizando quatro loci microssatélites (Bgll, mBg4l, mBg62 e mBg91) dos onze
desenvolvidos para pupunha (Bactris gasipaes) e transferidos com sucesso pra tucuma. Foram
detectados 48 alelos com média de 12 alelos por locus, sendo menor em mBg41 (8 alelos) e
maior em mBg62 (15 alelos), confirmando o alto contetido de informacao genética deste tipo
de marcador para estudos genéticos em palmeiras. Os alelos foram classificados de acordo
com suas freqiiéncias e distribui¢do entre as populacdes. Um total de trinta alelos foi
classificado como raros (freqiiéncia < 0,05), doze alelos como intermediarios (freqiiéncia
entre 0,05 e 0,2), e seis comum (> 0,2). Foram detectados 13 alelos privados (presente apenas
em uma populagdo), 16 alelos esporadicos (presentes de duas a cinco populagdes) e 19
difundidos (presente em mais de cinco populacdes). A estimativa de diversidade génica total
(Ht) foi 0,68 e estimativa de diversidade génica dentro das populacdes (Hs) foi 0,58
representando 85% da diversidade total. As heterozigosidades observadas (Ho) foram
inferiores a heterozigosidade esperada (He) em 50% dos loci. A heterozigosidade observada
foi maior em Buiuguzinho (H0=0,67) ¢ menor no Taruma (Ho=0,54). Baixa divergéncia
genética foi observada entre as populagdes (Fist=0,161 e Gst=0,150). A analise da variancia
molecular (AMOVA) revelou que as populagdes estudadas de tucuma apresentam maior
variabilidade genética dentro das populacdes (84%), e uma variabilidade menor entre as
populacdes (16%). No entanto, foi encontrada alta diversidade genética intra-populacional

que podera ser utilizada em programas de melhoramento.

Palvras Chaves: Diversidade Genética, Astrocaryum aculetaum, Microssatelites, Tucuma,

Populagdes.



ABSTRACT

The tucumanzeiro (Astrocaryum aculeatum) is a species of palm not domesticated an with
great potential, very common and appreciated by the population of the Amazon region. The
spontaneous populations present great variability for characteristics as height of plant,
production and quality of the fruits (so great, pulp income, fiber flavor, content and oil).
These populations consist in the genetic resources for current or potential use and are great
source of genes of meaning for the genetic improvement of the species. The objective of this
work was to characterize the genetic variability of populations of tucumanzeiro in the
Amazonia, being used marking microssatélites. Thirty leaf samples had been collected of
tucumanzeiro of twelve populations (Buiuguzinho, Urucu, Manacapuru, UFAM, Taruma,
Porto Velho, Humait4d, Manicoré, Borba, Rio Preto da Eva, Itacoatiara and Maués) and
analyzed using four loci microssatélites (Bgl1l, mBg41l, mBg62 and mBg91) of the eleven
developed for peach palm (Bactris gasipaes) and transferred for tucuma successfully. 48
alelos with average of 12 alelos for locus had been detected, being lesser in mBg41 (8 alelos)
and greater in mBg62 (15 alelos), confirming the high content of genetic information of this
type of marker for genetic studies in palms. The alelos had been classified in accordance with
its frequencies and distribution between the populations. A total of thirty alelos was classified
as rare (frequency < 0,05), twelve alelos as intermediate (frequency between 0,05 and 0,2),
and six common (frequency > 0,2). 13 private alelos (present only in a population), 16
sporadical alelos (gifts of two the five populations) and 19 spread out had been detected
(present in more than five populations). The estimate of total genic diversity (H?¢) was 0,68
and estimative of genic diversity inside of the populations (Hs) he was 0,58 representing 85%
of the total diversity. The observed heterozygosity (Ho) had been lower the heterozygosity
waited (He) in 50% of loci. The observed heterozygosity was bigger in Buiuguzinho
(Ho=0,67) and minor in the Taruma (Ho=0,54). Low genetic divergence was observed
between the populations (Fs=0,161 and Gst=0,150). The analysis of the molecular variance
(AMOVA) disclosed that the populations studied of tucuma present greater inside genetic
variability of the populations (84%), and a lesser variability between the populations (16%).
However, high genetic diversity was found intra-population that could be used in

improvement programs.

Key words: Genetic Diversity, Astrocaryum aculetaum, Microsatelites, Tucuma, Population.
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INTRODUCAO

As palmeiras sdo ricas em espécies € em tipos biologicos, constituindo-se Otimos
marcadores ecoldgicos e desempenhando um papel essencial no funcionamento dos
ecossistemas florestais (KAHN e MOUSSA, 1994). Sao ainda emblemadticas dos tropicos,
abundantes, produtivas, ¢ foram muito importantes na subsisténcia de povos indigenas.
Algumas espécies ainda sdo importantes na subsisténcia de populacdes tradicionais
(CLEMENT et al., 2005) e outras atingiram o status de "commodities" apresentando
importante contribuicdo para a economia de dezenas de paises tropicais, sendo hoje o dendé, a
principal fonte de 6leo vegetal no mundo (FEDEPALMA, 2006; OIL WORLD, 2005; USDA,
2006).

O Brasil possui riquissima flora palmécea, cujos estudos sistematicos iniciaram no
final do século XVIII (BONDAR, 1964) e os estudos sobre a importancia economica das
palmeiras no inicio do século XX. As palmeiras de maior importancia econdomica no Brasil
sao espécies exoticas; coco e dendé, espécies ja introduzidas, domesticadas e com
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico. As palmeiras tropicais nativas da Amazonia e de
outras regides tropicais da América Latina também tem sido objeto de pesquisa e
desenvolvimento desde o final da década de 1970, algumas atingiram o mercado moderno e
outras ndo obtiveram sucesso (CLEMENT et al., 2005).

No caso das palmeiras nativas da Amazonia, embora com grande potencial para o
desenvolvimento agricola da regido, a maior parte encontra-se em condi¢do selvagem ou
semi-selvagem e ndo existem sementes melhoradas e nem sistemas de producdo
recomendados para o plantio.

O tucumanzeiro (Astrocaryum aculeatum), por exemplo, ¢ uma espécie com grande
potencial (CLEMENTE et al., 2005) e ainda ndo domesticada, muito comum e apreciada pela
populacdo da regido Amazonica. A espécie ocorre comumente em areas descampadas, com
solos pobres e degradados (FAO, 1987; LORENZI et al., 1996). A polpa do seu fruto ¢ muito
apreciada pela populacao da regido como alimento, sendo consumida tanto in natura pura ou
como recheio de paes e tapioca, e também processada na forma de sorvetes ou patés (COSTA,
2001; COSTA e VAN LEUUWEN, 2002). O tucuma possui potencial a ser explorado, pelo
numero importante de produtos industrializaveis que pode gerar (BRANCO, 1977). Além
disso, trata-se de uma cultura perene e alternativa de grande potencial para o desenvolvimento

agricola sustentavel da regido com beneficios sociais, econdmicos e ambientais.
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A exploragdo da espécie ¢ quase que exclusivamente extrativista, as populagdes
espontaneas apresentam grande variabilidade para caracteristicas como altura de planta,
producao e qualidade dos frutos (tamanho, rendimento de polpa, sabor, conteudo de fibra e
0leo). Essas populacdes constituem-se nos recursos genéticos para uso atual ou potencial e
sdo a fonte de genes de grande significado para o melhoramento genético da espécie.

A variabilidade genética ¢ base para qualquer programa de melhoramento
(RODRIGUES, 2007). Portanto conhecer os niveis de distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro das populagdes de tucumanzeiro subsidiara os planos de uso e conservagao dos
recursos genéticos da espécie e o estabelecimento de um banco de germoplasma, além de
direcionar as etapas dos programas de melhoramento.

Entre os marcadores moleculares para estudos de diversidade genética, destacam-se os
Microssatélites (SSR). Os locos microssatélites possuem expressao co-dominante, sao
altamente multialélicos, e exibem heranga mendeliana, caracterizando esta classe de
marcadores moleculares como a de mais alto contetido de informacdo de polimorfismo
(FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1996). Por suas caracteristicas, os microssatélites
apresentam um alto poder de discriminacdo individual, o que os torna uma poderosa
ferramenta em estudos sobre andlise de parentesco, fluxo génico e estrutura genética
populacional (CHASE et al., 1996; RAFALSKI et al., 1996). Para avaliar variabilidade e
heterozigosidade, os marcadores microssatélites sdo mais eficientes que os marcadores
dominantes (RAPD e AFLP), pois possibilitam a distingdo entre o homozigoto e o
heterozigoto.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de populacdes de
tucumanzeiro na Amazonia, utilizando marcadores microssatélites, visando orientar

estratégias de exploracdo, melhoramento e conservacao a longo prazo.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Classificacio Taxonomica

A espécie Astrocaryum aculeatum apresenta a classificagdo taxondmica: reino Plantae
(Vegetal), divisdio Magnoliophyta (Angiospermae), subdivisdo Liliopsida, classe
Monocotiledoneae, familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribo Cocoeae, subgénero
Bactridinae, género Astrocaryum e espécie Astrocaryum aculeatum G. Mayer (sinOnimos
Astrocaryum tucuma Mart., Astrocaryum aureum Griseb. e H. Wendl, Astrocaryum princeps
Barb. Rodr, Astrocaryum caudescens Barb. Rodr, Astrocaryum manoense Barb. Rodr e
Astrocaryum macrocarpum Huber) (http://www.epalmetum.com).

Apresenta os nomes vulgares: Tucuma, Tucuma-acu (Brasil); Star-nut palm, Tucum
palm, Tucuma (Inglés); Tucum (Francés); Tackoeman, Waran (Suriname); Chambira
(Colombia); Kuru (Guiana); Hericungo (Peru) e Pi ci xing guo zong (Chinense)

(http://www.epalmetum.com).

1.2 Descri¢cao da Espécie

O Tucuma apresenta estipe solitario, ereto, medindo de 10 a 25 m de altura e de 30 a 45
cm de didmetro, sendo guarnecido de espinhos negros, finos, longos e pungentes. As folhas
pinadas chegam a medir 5 m de comprimento e apresentam espinhos por toda sua extensao,
embora sejam mais freqlientes na bainha (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON e
SCARIOT, 1993; KAHN ¢ MILLAN, 1992; QUEIROZ, 1996).

A inflorescéncia ereta mede até 2 m de comprimento, tendo as flores femininas mais
concentradas na parte basal das raquilas do espadice, e as masculinas, em maior quantidade,
ocupando o restante de cada raquila. (CAVALCANTE, 1991; HENDERSON e SCARIOT,
1993; KAHN e MILLAN, 1992; QUEIROZ, 1996).

Os frutos sdo drupas subglobosas a elipsdides, medindo entre 4,5 ¢ 6 cm de
comprimento, pesando em torno de 70 gramas. O epicarpo ¢ liso e duro, possui coloragao
verde-amarelada e mede em torno de 1,5 mm de espessura; o mesocarpo mede cerca de § mm
de espessura, ¢ compacto, firme, levemente fibroso, oleaginoso e de coloragdo amarelada ou
alaranjada; o endocarpo ¢ negro, consistente, lenhoso, medindo entre 2 e 5 mm de espessura

(CAVALCANTE, 1991; KAHN e MILLAN, 1992; QUEIROZ, 1996).
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As sementes de tucuma sdo globulares, oblongas e raramente elipsoides, medem cerca
de 4 cm de diametro e pesam 22 a 53 g (MENDONCA, 1996). As sementes de tucuma sao
recalcitrantes, o que constitui um problema para o armazenamento, a propagacao sexuada €

até o momento o unico meio de reproducao da espécie (GENTIL e FERREIRA, 2005).

1.3 Centro de Origem e domesticacio do Astrocaryum aculeatum

Provavelmente a espécie ¢ originada no Amazonas e encontram-se distribuida na
Venezuela, Trinidad, Guianas, Bolivia, Colombia, Peru e no Brasil. Entre os estados
brasileiros, pode ser encontrada no Acre, Amazonas, Mato Grosso ¢ Ronddonia (SOUZA,
1996).

Os estudos de origem e distribui¢do de 4. aculeatum relatam que esta palmeira € uma
cultura pré-colombiana, de ampla distribuicdo, que ocorre com freqiiéncia na Amazonia
Oriental, onde estd localizado um dos importantes centros de diversidade do género
Astrocaryum (LLERAS et al., 1983).

Ocorre em vegetacdo secundaria (capoeiras), savanas, pastagens e rocados, sendo
excepcionalmente tolerante a solos pobres e degradados (CAVALCANTE, 1991; FAO,
1987).

Na mata fechada podem existir at¢ 10 plantas adultas por hectare. Nas capoeiras e
pastos, onde originalmente héa apenas 1 ou algumas poucas palmeiras, a cutia e o fogo ajudam
na formacao de novos grupos de tucumanzeiro. O tucumanzeiro adulto ocorre duas vezes
mais na capoeira que na floresta fechada (SOUZA et al., 1996). E comum ser encontrado em
vegetacdo secundaria (capoeira) ou em descampados com solos pobres e degradados, onde
chega a uma densidade de 50 individuos por hectare (KAHN, 1994; 1995).

O tucuma ¢ ainda uma espécie ndo domesticada, sendo, portanto raramente encontrada
em plantios comerciais, mas podem ocorrer alguns plantios com mais de 100 pés adultos por
hectare (SOUZA et al., 1996). Segundo Clemente (1999), o tucuma provavelmente foi semi-
domenticado na época do contato, e define uma espécie semi-domesticada como sendo aquela
que tem sido modificada de forma significativa pela selecdao e intervengao humana. O autor
supde ainda que quanto maior o nivel de domesticagdo de uma populacdo menor ¢ sua
variabilidade genética.

No desenvolvimento de um plano de domesticacdo in situ para o tucuma perto de
Manaus, Schroth ef al. (2004) eliminaram 5% das piores plantas (ndo produtivas e de baixa

qualidade) em uma propriedade e melhoraram a qualidade da populagdo em 14% sem
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comprometer a producdo da populacdo. Quanto maior a eliminagdo, mais rapido o
melhoramento da qualidade da populagdo e melhor a qualidade média das progénies oriundas

das matrizes elites.

1.4 Ecologia da Espécie

1.4.1 Fenologia

Em Manaus, o periodo de floragdo estende-se de julho a janeiro, o da frutificagdo, de
fevereiro a agosto, com pico em abril (MOUSSA e KAHN, 1996, 1997). Cada individuo
produz de dois a sete cachos por ano (MOUSSA e KAHN, 1996, 1997). Outro pico de
frutificagdo, menos freqiiente, foi encontrado por KAHN (1994) nos meses de outubro e

novembro.

1.4.2 Dispersao

O padrao de dispersdo primaria da espécie consiste na chuva de sementes, geralmente
concentrada no raio de projecdo da copa (3,5 m). A dispersdo secundaria ¢ feita por cutias
(Dasyprocta sp.), que depositam sementes nas proximidades das plantas, em distancias
inferiores a 15 m (BACELAR e PESSONI, 2000).

A ocorréncia em fazendas, sitios e quintais estd geralmente associada a dispersao
natural e a dispersdo involuntaria feita pelo homem e, ainda, 8 manutengdo de plantas jovens e

adultas, mesmo em areas destinadas a pastagens (SOUZA et al., 1996).

1.4.3 Germinagao das Sementes

O processo germinativo do tucuma ndo foi completamente descrito, bem como ndo
foram identificas as estruturas das plantulas em formagdo. Os métodos e as técnicas de
producdo de mudas sdo insuficientes e precdrios, o que provavelmente contribui para
desestimular o estabelecimento de plantios da espécie. Na natureza a germinacdo pode ocorrer
em até dois anos (GENTIL e FERREIRA, 2002).

Segundo Gentil e Ferreira (2002), a germinagdo das sementes de tucuma ¢ do tipo
adjacente ligulada, com tempo médio de emergéncia do peciolo cotiledonar de 104 dias e de

completa expansdo da primeira folha bifida de 236 dias. Pode ainda ser classificada como
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criptocotiledonar, devido a permanéncia do limbo cotiledonar dentro da semente, e hipdgea

pelo fato da semente se manter sob o nivel do substrato durante o processo germinativo.

1.4.4 Sistema Reprodutivo

O tucuma ¢ uma espécie monoica, ou seja, os individuos apresentam os dois sexos na
mesma planta, porém possui separacdo morfoldgica (as flores masculinas ficam bem
separadas das femininas). Este mecanismo tem o objetivo de evitar a auto-fecundagao. Esta
caracteristica, aliada a protoginia, mas com sobreposicdo das fases sexuais (BACELAR-
LIMA et al., 2003); indicam que a espécie seja predominantemente alogama, mas somente

estudos moleculares podem informar com seguranca o seu sistema reprodutivo.

1.5 Importancia da Espécie

A capacidade que o tucumanzeiro apresenta de explorar solos pobres e a auséncia de
pragas e doencas sugerem que essa planta poderia ter sucessos se cultivada como fonte de
6leo. Apresenta também caracteristicas sensoriais agradaveis, que o caracteriza como matéria
comestivel de valor potencial para a industria alimenticia (CHAVES, 1947; CRUZ et
al.,1984; LIMA, 1986).

O tucuma também pode ser uma alternativa agricola econdmica para terras que hoje sao
consideradas improdutivas e pode ser um substituto para areas onde as espécies de acai,
Euterpe oleracea, foram eliminadas (CORADIN, 1990; PRANCE, 1987). Em plena safra, um
vendedor de tucuma ganha de 100 a 200 reais por semana, nos trés dias de feira. Compra-se
esse fruto por cento, e o preco depende do tamanho, espessura e qualidade da polpa. Em sitios
compra-se por milheiro e ¢ vendido entre 5 a 18 reais, quando os frutos sdo vendidos no
varejo rendem até 87 reais no inicio de safra e o milheiro pode quadruplicar (SOUZA et al.,
1996).

Todas as partes do tucumanzeiro podem ser utilizadas pelo homem. O fruto ¢
consumido in natura e na forma de sorvete, suco, licor ou doce; e exerce um papel importante
na nutri¢do da populagdo amazonica. A polpa representa 22% do peso do fruto, contém 9%
de proteina e 55% de 6leo (SOARES, 2005). E rica em écidos graxos, proteinas e pro-
vitamina A ¢ B (CHAVES, 1947), sendo a ingestdo diaria de dois tucumas suficiente para

atender a demanda dessa vitamina A pelo organismo adulto.
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O endocarpo (caroco) serve pra alimentar animais domésticos € na defumacdo da
borracha. E empregado pelos artesdos na confecgdo de brincos, anéis, pulseiras, colares e
outros artefatos. Os indios Apurind dizem que a casca preta do tucuma possui propriedades
energéticas (SOUZA et al., 1996).

O estipe, bastante resistente, ¢ utilizado na constru¢do de cercas, currais e casas
rusticas. Das folhas retiram-se fibras finas e resistentes, empregadas na confec¢do de redes
para pesca e descanso, linhas para arco de flecha, cestos e balaios (KAHN, 1994 ; MOUSSA
e KAHN, 1996, 1997; SOUZA et al., 1996). Sao também utilizados domesticamente nas

formas de adornos ou revendidos nas lojas de artesanatos (KAHN, 1994).

1.6 Marcadores Moleculares em Estudos de Genética e Melhoramento de Plantas

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcadores moleculares sdo todo e qualquer
fenotipo molecular oriundo de um gene expresso ou ainda uma seqiiéncia direta da estrutura
do DNA. Quando o comportamento de um marcador molecular, quanto a segregacao, segue
os padroes mendelianos de heranga, este marcador ¢ definido como "marcador genético".

A partir da década de 70, com o advento das técnicas de biologia molecular, dentre as
quais se destaca a PCR (Polymerase Chain Reaction), foram desenvolvidos varios métodos de
detecgdo de polimorfismo genético ao nivel do DNA. Tais técnicas viabilizaram o surgimento
de um numero ilimitado de marcadores moleculares para a caracterizagdo genética de
individuos, populagdes e espécies (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A PCR ¢ uma técnica que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de
um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase (MULLIS, 1983).
A reagdao de PCR se baseia no anelamento e extensao enzimdtica de um par de
oligonucleotidios (primers), que sao pequenas moléculas de DNA de fita simples, as quais
delimitam a seqiiéncia da fita de DNA alvo da amplificagdo. Os primers sdo sintetizados
artificialmente de maneira que suas seqiiéncias sejam complementares as seqiiéncias
especificas que margeiam a regido alvo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os primeiros marcadores de DNA desenvolvidos para analise de variabilidade
genética destacam-se os marcadores RAPD (WELCH e MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS,
1990). RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ¢ um marcador dominante, tipicamente
usado em programas de melhoramento, andlise da diversidade genética em populagdes
naturais e caracterizagdo de bancos de germoplasma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).
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Diferente dos marcadores RAPD, outros marcadores amplificam seqiiéncias especificas
dos genomas, como a ferrramenta CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) ou
PCR-RFLP (PCR — Restriction Fragment Length Polymorphism), que tem como base a
clivagem de fragmentos amplificados com primers universais, utilizando-se diferentes
enzimas de restricdo (GLAUBITZ e MORAN, 2000). Essa técnica tem sido freqiientemente
utilizada, para analisar os paddes filogeograficos, com base no genoma do cloroplasto, em
espécies de plantas inclusive as tropicais (BERNARDES et al., 2003; CARON et al., 2000;
CAVERS et al., 2003; DEMESURE et al.,, 1996; DUMOLING-LAPEGUE et al., 1997;
DUTECH et al., 2000; EL MOUSADIK e PETIT, 1996; KING e FERRIS, 1998; LAVIN et
al., 1991).

Também entre os marcadores que amplificam regides especificas dos genomas
destacam-se os microssatélites, também conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeats),
que sdo marcadores de DNA altamente polimorficos e, portanto, bastante informativos para
aplicagdo em estudos sobre variagdo genética em populagdes naturais (RAFALSKI et al.,
1996). Os locos microssatélites sao co-dominantes e apresentam elevada diversidade alélica,
devido as altas taxas de mutacio (MORGANTE e OLIVIERA, 1993). Devido a essas
caracteristicas, os microssatélites constituem ferramenta ideal para analise de estudos de
parentesco, fluxo génico, mapeamento, sistemas de acasalamento e estudos sobre os padrdes e
niveis de organizacdo da variabilidade genética (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).As
informacgdes geradas por esses marcadores contribuem diretamente nos estudos de estrutura
genética em populagdes (variagdo genética dentro e entre as populagdes) e portanto, para o
delineamento de estratégias de conservacdo, melhoramento e manejo sustentado
(KAGEYAMA et al., 2003).

De modo geral, as espécies de plantas tropicais mantém maior parte da variabilidade
genética dentro das populagdes e uma heterogeneidade consideravel para os niveis de
variagdo interpopulacional, além de um sistema de cruzamento misto (HAMRICK, 1983;
HAMRICK e GODT, 1990; KAGEYAMA e GANDARA, 1993; KAGEYAMA et al., 2003).
Esses niveis sdo mantidos em fungdo de fatores como o sistema reprodutivo, fluxo génico,
niveis de endogamia, selecdo natural e deriva genética de uma determinada espécie
(KAGEYAMA, 1990; RICHARDS, 1986).

A quantificacdo da variabilidade genética intrapopulacional tem sido realizada em
termos de numeros de alelos por locus (A), percentagem de loci polimérficos (P),
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) sob equilibrio de Hardy Weinberg e indice

de fixacdo (f) (HAMRICK, 1983). Estas estimativas caracterizam e comparam os niveis de
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diversidade genética dentro de cada populacdo. Além disso, o indice de fixagdo (f) tem sido
utilizado como uma medida de desvios do equilibrio de Hardy Weinberg dentro de cada
populagao (RODRIGUES, 2007).

Para caracterizar a estrutura genética de populagdes trés metodologias tém sido
empregadas: estatisticas F, que fornecem os indices de fixacdo de alelos para o total das
populacdes, média dentro e entre populagdes, com base em medidas de probabilidade de
identidade por descendéncia (NEI, 1977; WRIGHT, 1965); a analise de variancia das
freqiiéncias génicas, que distribui a variabilidade genética em diversos niveis hierarquicos,
considerando o processo amostral nas estimativas (COCKERHAM, 1969; WEIR, 1996); e a
analise da diversidade génica em populagdes subdivididas, que fornece, a partir de uma
metodologia estatistica simples, a propor¢ao da variabilidade genética contida entre e dentro
das populagdes e os niveis de heterozigosidade esperados para o total e a média das
populacdes (NEIL, 1973; 1977; 1987). Segundo Reis (1996), todas as trés metodologias
apresentam bases genéticas similares e sdo complementares quanto ao significado biolédgico,
especialmente se os marcadores forem neutros, a amostragem aleatdria e as populagdes forem
originadas de uma tnica populagdo ancestral.

Outra abordagem que ira auxiliar no entendimento da estrutura genética ¢ a obtencao de
informagdes sobre o sistema de reproducdo da espécie, que determina como a informacgao
genética ¢ transferida de uma geragdo para outra (WRIGHT, 1921), permitindo entender a
maneira como a variabilidade genética se organiza no espago € no tempo.

A disponibilidade de dados de marcadores moleculares para diversas populagdes ou
gendtipos também permite o estabelecimento de estimativas de similaridade ou distancias
genéticas, que normalmente ¢ proporcional ao tempo de divergéncia dos genotipos em relagao
a um ancestral comum (WEIR, 1996). De acordo com Milach (1998) ¢ possivel separar os
estimadores de distancia genética em dois grandes grupos: a) as distancias geométricas,
destacando as distancias de Roger modificada, o indice de similaridade de Nei e Li, e a
estimativa de distancia D de Barbosa Neto et al. (1997), as quais variam de zero a um, o que
facilita a interpretacao dos resultados; b) as distdncias que requerem pressuposicdes genéticas,
das quais a mais empregada ¢ a distancia de Nei, que mede as proporgdes de genes iguais
entre e dentro de populagdes e ¢ diretamente proporcional ao tempo de divergéncia das duas
populacdes sob comparagdo. Apesar de ser utilizada em diversos trabalhos, esta distancia nao
¢ a melhor opg¢do para estudos visando o melhoramento de plantas, uma vez que pode variar
de zero ao infinito; desta forma sua interpretacdo nao ¢ direta, podendo gerar confusdes na

comparag¢ado de diferentes genétipos (RODRIGUES, 2007).
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A sintese de informagdes sobre a diversidade e a estrutura genética das populacdes, as
estimativas das taxas de cruzamento e as relagdes genéticas poderdo ser usadas para
estabelecer estratégias de selecdo de gendtipos superiores € manutencdo da variabilidade
genética para uso em programas de melhoramento e conservagao (MILACH, 1998).

Em plantas perenes, estes marcadores tém sido usados para avaliar a grau de
heterozigosidade complementar em matrizes usadas para cruzamentos que buscam vigor
hibrido (GRATTAPAGLIA, 1999). Para esta finalidade, os microssatélites serdo mais
eficientes que os RAPDs e os AFLPs, pois possibilitam a distingdo entre o homozigoto e o
heterozigoto.

A utilizacdo da divergéncia genética para orientar a escolha dos genitores a serem
intercruzados em programas de melhoramento visa obter maior efeito heterdtico nas
populagdes hibridas. Em espécies alogamas, a caracterizacdo de linhagens em grupos
heteroticos ¢ de fundamental importancia na escolha dos genitores para a obtencao de hibridos
com elevado desempenho agrondmico. Medidas de distancia genética por meio de RFLP tém
sido utilizadas na classificagdo de linhagens de milho em grupos heterdticos, bem como a
alocacao de novas linhagens de origem desconhecida nos diferentes grupos (LIVINI et al,
1992). A correlagdo entre as distancias genéticas e a heterose para caracteristicas importantes
tem sido observada em canola (Brassica napus) (ALI et al., 1995) e em mostarda (Brassica

sinapis) (SEKHON e GUPTA, 1995).

1.7 Marcadores microssatélites

Microssatélites sdo marcadores moleculares altamente polimorficos, revelando-se entre
as categorias de marcadores, os mais informativos para estudos da variacdo genética em
populagdes naturais (RAFALSKI ef al., 1996). Consistem em pequenas seqiiéncias de DNA
compostas de repeticdes de 1 a 6 nucleotideos encontradas com freqiiéncia e amplamente
distribuidas no genoma de eucariotos (LITT e LUTY, 1989; TAUTZ e RENZ, 1984). Os
locos microssatélites sao codominantes, ou seja, ambos os alelos sdo visualizados num
individuo heterozigoto; apresentam elevada diversidade alélica, devido as altas taxas de
mutagdo, e contém muitas informagdes de polimorfismo. Devido a essas caracteristicas, os
microssatélites sdo uma ferramenta ideal para analise de estudos de parentesco, genética
populacional, mapeamento de genes, sistemas de acasalamento (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998) e do nivel e manutencao da diversidade genética (CIAMPI et al.,
2000).
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Atualmente existem diversos marcadores moleculares desenvolvidos para espécies
florestais tropicais, como por exemplo, para Carapa guianensis (VINSON et al. 2005).
Manilkara huberi (AZEVEDO et.al. 2005), Ceiba pentandra (BRONDANI et al., 2003),
Copaifera langsdorffii (CIAMPI et al., 2000), Caryocar brasiliensis (COLLEVATTI et al.,
1999), Swietenia macrophylla (LEMES et al. 2002), Swietenia humilis (WHITE e POWELL,
1997a) e Symphonia globulifera (ALDRICH et al., 1998), incluindo palmeiras Cocos nucifera
(PERERA et al. , 1999; RIVERA et al., 1999), Euterpe edulis (GAIOTTO et al., 2001),
Elaeis guineensis e E. Oleifera (BILLOTTE et al., 2001), Oenocarpus bacaba (LEPSCH-
CUNHA, 2003), Phoenix dactlyfera (ZEHDI et al., 2004) e Bactris gasipaes (BILLOTTE et
al., 2004; MARTINEZ et al., 2002; RODRIGUES et al., 2004). Todos estes trabalhos
demonstram que /ocis SSRs sdo altamente multi-alélicos e informativo para estudo de
estrutura genética de populagdes, permitindo estimar com precisao heterozigosidade, distancia
genética, relagdes de parentesco e fluxo génico.

O processo de desenvolvimento de novos locos microssatélites ¢ exaustivo e
dispendioso, no entanto essa classe de marcadores moleculares nos dd a possibilidade de
transferibilidade de loci entre espécies do mesmo género e entre espécies da uma familia,
considerando a hipotese de que espécies filogeneticamente proximas apresentam homologia
das seqiiéncias flanqueadoras aos loci microssatélites (COLLEVATTI et al., 1999 ;
DAYANANDAN et al, 1997; WHITE e POWELL, 1997b), o que aumenta
significativamente a relacdo custo/beneficio na utilizagdo desta tecnologia. Dessa forma, ¢ de
extrema importancia que estudos que caracterizem a transferibilidade desses marcadores entre
espécies tropicais sejam realizados.

Marcadores microssatélites desenvolvidos para Theobroma cacao foram testados em
trés espécies do género e verificou-se a transferibilidade com sucesso de sete loci
polimorficos (FARIA et al., 2001). Outro exemplo foi a transferéncia com sucesso de
microssatélites desenvolvidos para Caryocar brasiliense (COLLEVATTI et al., 1999), uma
arvore dos cerrados do Brasil Central, para Caryocar villosum, uma arvore emergente da
floresta amazdnica (MARTINS, 2002). Os resultados obtidos por Dayanandan et al. (1997)
indicam em Leguminosas que os locus SSR podem ser bem conservados entre os taxas,
possibilitando assim a transferibilidade. Os resultados encontrados por Brondani et al. (1998)

sdo similares para o género Eucalyptus.

A transferibilidade de loci SSR para palmeiras foi testada por Billotte et al. (2001), os

autores desenvolveram SSR pra Elaeis guineensis e tranferiram com sucesso para E. oleifeira
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e E. Odora. A transferibilidade para espécies de outros géneros (Cocus, Syagrus,
Maximiliana, Astrocaryum, Bactris, Euterpe, Oenocarpus, Mauritia e Phoenix) também
foram analisadas por estes autores € o sucesso na transferéncia diminuia a medida que as

espécies se distanciavam dentro do taxa ou da familia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do Material

Foram estudadas 12 populacdes espontaneas de tucuma (Figura 1), cada uma com 30
individuos, totalizando 360 amostras. No Rio Solimdes foram estudadas populagdes de Tefé,
duas de Coari (Buicuzinho e Urucu), Manacapuru e duas de Manaus (mini-campus da UFAM
e Taruma); no Rio Madeira as populacdes de Porto Velho, Humaita, Manicoré e Borba; no

Rio Amazonas as populacgdes de Rio Preto da Eva, Itacoatiara e Maués

Figura 1: Mapa com a localizacdo das popula¢des onde as amostras de folhas de tucumanzeiro (Astrocaryum

acoleatum) foram coletadas. Fonte: SIVAM. Elaborag¢ao: Eliene Cruz

As populacdes mais proximas sdo UFAM e Taruma separadas por aproximadamente 27
quilometros, as mais distantes sdo Urucu e Maués separadas por 830 quilémetros.

Nas expedi¢cdes foram coletadas amostras das folhas, preferencialmente jovens e
saudaveis. Estas folhas foram acondicionadas em sacos plasticos contendo silica gel e levadas

para o laboratorio onde foram submetidas a extragcdo de DNA e analise com marcadores SSR.
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As plantas objeto do estudo foram devidamente marcadas e sua posi¢do geografica

registrada usando o Sistema de Posicionamento Global (GPS).

2.2 Extracido do DNA

Foram testados dois diferentes protocolos de extracdo do DNA genomico a partir das
amostras de folhas de tucumanzeiro. O primeiro testado foi utilizando o reagente de DNAzol
(Invitrogen) e o segundo utilizou o detergente catidbnico CTAB 2% (Cationic
Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide) descrito por Doyle e Doyle (1987), seguindo-se o
protocolo otimizado por Ferreira e Grattapaglia (1998).

ApoOs os testes 0 método que apresentou DNAs em melhores condigdes foi utilizado

para extragdo de todas as amostras.

2.3. Quantificacdo do DNA

A quantificagdo do DNA genomico foi realizada em gel de agarose 0,8 % (p/v) por
comparagdes visuais de sua fluorescéncia com aquelas de padrdes de massa molecular
conhecida de DNA do fago /lambda nas concentragdes de 50, 100 e 200 ng/uL. Para coloragao
os géis permaneceram imersos em brometo de etideo (10 mg/mL) durante 15 minutos e

posteriormente foram fotografados sob luz UV usando equipamento de foto documentacao

(Geldoc - Bio Rad).

2.4. Amplificacio dos Locos Microssatélites

O polimorfismo dos marcadores microssatélites foi revelado pela PCR , utilizando-se
dois primers ou iniciadores Unicos, que flanqueiam e amplificam o locus de interesse. Para as
andlises genéticas foram amplificados 4 loci microssatélites desenvolvidos para Bactris
gasipaes (Billotte et al. 2004; Martinez et al. 2002) e transferidos com sucesso para A.
aculeatum no Laboratorio de Genética Vegetal (LGV) na Universidade Federal do Amazonas
(UFAM) sob orientagdo da Dra. Doriane Picango Rodrigues (em fase e elaboragdo). Os
marcadores foram marcados na extremidade 5° com um dos seguintes fluorocromos: 6-
carboxifluorosceina (Fam), ou hexacloro-6-carboxifluorosceina (Hex), como podem ser

observados na tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas de 4 loci microssatélites transferidos com sucesso para tucumi e utilizados na

realizacdo deste trabalho.

Primer Seqiiéncia do primer (5> = 3°) Repeticao (SSR) Fluorescéncia Referéncia

mBg4l  F: TGGAGGTTTCAAGATAGAC (GA) 1 Fam Billotte ef al. 2004
R: AGTGTTGGCGATCTGTC

mBg66 F: GCATGTTGCATTGACTA (GA)1 Hex Billotte ef al. 2004
R: GAATCCTGGTTCAGATACT

mBg9l  F: CAAGAACAGGCTCAGTCTA (GA) Fam Billotte ef al. 2004
R: TGCAATCAACCCAAGAT

Bgll F: AGAGGAGGAAAGCAAGCGT (CT)i6 Fam Martinez et al. 2002
R: CGACCATTCAGTTCCATCATC

Para a reag¢do de amplificagdo foram utilizados 10 pL. de uma mistura inicial contendo 1
uL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI1 , 500 mM KCI, pH 8,4), 1 uL de dNTP (2,5 uM); 1 uLb
MgCl, (25 mM); 0,5 uL de primer foward M13 (5 uM), 0,5 uL de primer foward M13
marcado com FAM ou HEX (5 uM), 1 uL de primer reverse (5 uM); 1 U de Taqg DNA
polimerase (Biotools), 40 ng de DNA e dgua ultrapurificada para completar o volume. A PCR
procedeu-se em termociclador MJ PTC-100 nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a
94 °C por 2 minutos, desnaturacao a 94 °C por 10 segundos, anelamento dos primers a TA
(temperatura de anelamento especifica de cada primer) por 20 segundos, extensao: 72 °C por
30 segundos, repeti¢do das etapas anteriores por mais 25 vezes para amplificacdo da regido do
primer. extensdo a 72 °C por 10 minutos, segunda desnaturacdao a 94 °C por 10 segundos,
anelamento do primer M13 a 50 °C por 20 segundos, extensdao a 72 °C por 30 segundos,
repeticao apartir da segunda desnaturagdo por mais 20 vezes para amplificagdo e incorporagao
da fluorescéncia, extensao final a 72 °C por 30 minutos.

Os produtos de PCR gerados foram visualizados em seqiienciador automatico de DNA
(Mega Bace 1000). A estimativa do tamanho dos alelos (pb - pares de base) foi realizada com
os programas Fragment Profiler (GE Helathcare, England), auxiliado pelo marcador de peso

molecular (Size Standard) ET — 400 — ROX (GE Helathcare, England).

2.5 Analise genética dos Dados

Foram calculadas as freqiiéncias alélicas para cada locus com auxilio do programa
CONVERT (GLAUBITZ, 2004). O numero de alelos (4), a heterozigosidade observada (Ho)
e esperada (He), foram calculados para cada locus e populagdo com o programa Arlequin
v.3.0 (EXCOFFIER e SCHNEIDER, 2005). O niimero de alelos privados (P — definido como

um alelo encontrado em uma unica populagdo) foi calculado usando o programa CONVERT
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(GLAUBITZ, 2004). Os alelos foram classificados como comum (freqiiéncia > 0,2),
intermediario (> 0,05) ou raro (< 0,05), bem como privado (presente em apenas uma
populagdo), esporadico (presentes de duas a cinco populagdes) ou difundido (presente em
mais de cinco populagdes), similar ao esquema de Marshall e Brown (1975).

O programa Arlequin v.3.0 (EXCOFFIER e SCHNEIDER, 2005) também foi utilizado
para testar o desequilibrio de liga¢do entre pares de /oci e o teste exato para aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg para as amostras populacionais.

Para determinar a estrutura genética entre e dentro das populacdes, uma analise
hierarquica da varidncia molecular (AMOVA, MICHALAKIS e EXCOFFIER, 1996) foi
efetuada, usando o programa Arlequin v.3.0 (EXCOFFIER e SCHNEIDER, 2005). O grau de
diferenciagdo das populagdes foi quantificado pela estimativa de FST entre os pares com

auxilio do Programa Arlequin v.3.01.
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3 RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 Extracdao de DNA

No primeiro protocolo de extragdo de DNA utilizou-se o reagente DNAzol (Invitrogen),
reagente este ja utilizado pra extracdo de DNA de outras palmeiras apresentando bons
resultados. No entanto, nao foi satisfatério para tucuma; o DNA apresentava-se degradado e
em pouca quantidade.

No segundo método utilizou-se o detergente cationico CTAB 2% e apresentou 6timos
resultados. A quantidade de DNA obtida ¢ suficiente para realizagdo dos trabalhos, e ¢ de boa

qualidade, como se pode observar na figura abaixo.

Figura 02: Visualizagdo da quantificagio das amostras de DNA de 8

individuos de Astrocaryum aculetaum em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo (colunas de 4 a 11). As colunas de 1 a 3 indicam,

respectivamente os marcadores de peso molecular 50, 100 e 200 ng.

3.2 Diversidade alélica dos loci microssatélites

Os quatro /oci microssatélites detectaram 48 alelos nas doze populagdes, com uma
média de 12 alelos por locus, confirmando o alto contetdo de informacao genética deste tipo
de marcador para estudos genéticos em palmeiras. O nimero de alelos por /dcus variou de 8
(mBg41) a 15 (mBg62). A distribuicdo das freqiiéncias alélicas variou entre os loci e as
populagdes.

Os alelos foram classificados de acordo com suas freqiiéncias e distribuicao entre as
populagdes (Tabela 2 e Figura 3). Um total de 30 alelos foi classificado como raros, a maioria
deles presente em pelo menos duas populacdes. As populagdes de Manacapuru e Taruma

apresentaram trés alelos privados cada uma, num total de 13 alelos privativos de populagdes
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especificas. Cole et al. (2007) encontraram seis alelos raros privativos em quatro populagdes
de pupunheira cultivadas por comunidades indigenas e camponesas, mesmo utilizando trés
loci microssatélites, o que sugere que alelos privativos sao freqiientes, como esperado pelas
altas taxas de mutagdo. Para populacdes que apresentaram alelos raros ou privados, faz-se
necessario a coleta de um maior numero de individuos quando na criacdo de Bancos de

Germoplasma e Programas de Melhoramento, isso aumentara a freqiiéncia desses alelos.

Tabela 2: Classificacdo do numero de alelos de acordo com sua freqii€ncia e distribui¢do entre amostras de

Tucuma (Astrocaryum tucuma) de dose populagdes considerando quatro microssatélites.

Comum Internediario Raro
>0,2) >0,05e<0,2) (<0,05) Total
Privados 0 0 13 13
Esporadicos 0 0 16 16
Difundido 6 12 01 19
Total 6 12 30 48

As estimativas de diversidade total foram altas para todos os loci estudados (Tabela 3),
sendo similares as encontradas para outras palmeiras como Bactris gasipaes (COLE et al.,
2007, HERNANDEZ, 2005; RODRIGUES et al., 2004), Cocos nucifera (PERERA et al.
2000), Elaeis guineensis e E. Oleifera (BILLOTTE et al., 2001), Euterpe edulis (GAIOTTO
et al., 2001), Oenocarpus bacaba (LEPSCH-CUNHA, 2003), Phoenix dactlyfera (ZEHDI et
al.,2004).
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Figura 3: Histograma de distribuigdo das freqiiéncias alélicas
de quatro loci microssatélites nas populagdes de tucumanzeiro

(Astrocaryum aculeatum).
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As estimativas de heterozigosidade observadas (Ho) e esperadas (He) totais, quando
consideramos todas as amostras como sendo de uma unica populagdo foram altas para todos
os loci (Tabela 3), sendo similares as estimativas reportadas para outras palmeiras, cultivadas

ou nao.
Tabela 3: indice de diversidade genética para os quatro loci do conjunto,. 4 —
Numero de alelos; Ho — Heterozigosidade observada; He — Heterozigosidade

esperada; He* ndo significativo a p > 0,05.

Populacio Bgll mBg4l mBg62 mBg91 Total
Tucumi A 12 8 15 13 24
(N=358) Ho 0,67 0,43 0,72 0,60 0,59

He 0,76 0,54 0,83 0,61 0,60

As estimativas das heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He) para cada uma
das populagdes foram altas na maioria dos /oci, com valores menores em mBg41 (Tabela 4).
No loci Bgl1 os valores de Ho foram maiores que os valores encontrados para He, em quase
todas as populagoes.

Os loci foram analisados individualmente para cada populagdo e 70% ndo aderiram ao
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Zehdi ef al. (2004) demonstraram, usando 14 loci
microssatélites, deficiéncia significativa de heterozigotos para dois grupos de populagdes de
tamara (Phoenix dactylifera L.) na Tunisia e nenhum desvio ao EHW em outros dois grupos,
e sugerem que isto podera ser explicado pela forte selecdo operada nestes dois grupos em
relacdo aos outros. Rodrigues (2007) apresentou 50% dos oito loci sem aderéncia para
pupunheira e sugeriu que esta nao seja devido a amostragem ser viciada pela selecao durante a
prospeccao para criar o ensaio de progénies e pela sele¢do no ensaio para amostrar plantas
com maior comprimento do palmito, eliminando a casualidade da amostragem.

Em nosso estudo ¢ possivel que as amostras estudadas ndo fossem representativas da
populagdo. As populagdes de Humaita, Borba, Itacoatira e Rio Preto da Eva nao aderiram ao
equilibrio de Hardy-Weinberg em nenhum /oci estudado, a justificativa para ndo aderéncia
pode ser devido a populagdo de Humaitd ser grande e provavelmente ndo foi bem
representada na amostragem. As populagdes de Borba e Rio Preto da Eva sdo manejadas e
podem ter sofrido selecdo antropica. A populacao de Itacoatiara € uma populagao em idade
ainda ndo reprodutiva que germinou em darea de cultivo e degradada pela cultura e
provavelmente sofreu selecdo natural durante o processo de limpeza e queimada na area para

o plantio da cultura.



Tabela 4: Indices de diversidade genética, de quatro loci microssatélites para
amostras de tucumanzeiro (4strocaryum aculeatum) de doze populacdes. 4 —
Numero de alelos; P — Numero de Alelos Privados; Ho — Heterozigosidade
observada; He — Heterozigosidade esperada * Equilibrio de Hardy Weinberg
ndo significativo a p > 0,05.

Populacio Bgll mBg41l mBg62 mBg91 Total
A 6 3 8 7 24
Porto Velho P 1 — — — 1
(N=30) Ho 0,74 0,36 0,71 0,58 0,59
He 0,73 0,46  0,73* 0,48* 0,60
A 5 2 8 7 22
Humaita P — — — — —
(N=30) Ho 0,50 0,55 0,72 0,52 0,57
He 042* 048* 0,70 0,60%* 0,55
A 5 3 6 4 18
Manicoré P 1 — — — —
(N=30) Ho 0,83 0,30 0,73 0,40 0,57
He 0,56 0,52 0,75*% 0,35%* 0,55
A 4 3 10 4 17
Borba P — — — — —
(N=30) Ho 0,65 0,62 0,70 0,42 0,60
He 0,49* 0,60* 0,65*% 0,52% 0,57
A 4 4 5 3 16
Urucu P — — 1 — 1
(N=30) Ho 0,96 0,50 0,53 0,57 0,64
He 0,54  0,57* 0,75 0,59* 0,61
A 4 4 6 4 18
Buiucuzinho P — — — — —
(N=30) Ho 0,90 0,56 0,67 0,53 0,67
He 0,64 053* 0,71* 0,51* 0,60
A 4 6 6 4 20
Manacapuru P — 2 1 — 3
(N=30) Ho 0,69 0,41 0,76 0,72 0,65
He 0,59*% 0,71 0,71*  0,73* 0,69
A 6 2 7 6 21
Itacoatiara P — — — — —
(N=30) Ho 0,52 0,48 0,90 0,65 0,60
He 048* 043* 0,74* 0,66* 0,58
A 6 2 6 4 18
Rio Preto P — — — 1 1
da Eva Ho 0,95 0,11 0.69 0,54 0,57
(N=30) He 0,771* 0,14* 0,77* 0/45%* 0,52
A 8 4 8 5 25
Maués P 2 — — — 2
(N=30) Ho 0,62 0,52 0,52 0,88 0,64
He 080* 0,71 0,75 0,79 0,76
A 3 2 6 7 18
UFAM P — — — 1 1
(N=30) Ho 0,47 0,38 0,77 0,79 0,60
He 041* 0,34* 0,83* 0,67* 0,56%*
A 5 3 7 5 20
Taruma P 1 — 1 1 3
(N=30) Ho 0,23 0,40 0,87 0,67 0,54

He 0,62 047 0,68 0,55 0,58

32
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3.3 Diversidade Genética entre e dentro das populacoes

O numero de alelos variou entre os loci e as populacdes, ndo podendo separa-las em
grupos com maior ou menor numero de alelos por /oci.

Os altos indices de diversidade nas populacdes foram similares aos encontrados para
outras palmeiras como Bactris gasipaes (COLE et al., 2007, HERNANDEZ, 2005;
RODRIGUES et al., 2004), Cocos nucifera (PERERA et al. 2000), Elaeis guineensis ¢ E.
Oleifera (BILLOTTE et al., 2001), Euterpe edulis (GAIOTTO et al., 2001), Oenocarpus
bacaba (LEPSCH-CUNHA, 2003), Phoenix dactlyfera (ZEHDI et al., 2004), utilizando
marcadores microssatelites.

A analise da variancia molecular (AMOVA) revelou maior variabilidade genética
dentro das populagdes (intrapopulacional), € uma variabilidade menor entre as populacdes
(interpopulacional), resultado que corroboram com afirmacdes de autores como Hamrick
(1983) Hamrick e Godt (1990); Kageyama e Gandara (1993); Kageyama et al. (2003), que
afirmam que em plantas tropicais a distribui¢do da variabilidade ¢ maior dentro das
populagdes que entre populagdes. O loci Bgll apresentou a menor variabilidade
intrapopulacional (72,50%), mas ainda assim ¢ maior que a encontrada entre as populagdes
(Tabela 5). Resultados similares foram observados por Perera ef al. (2001) para populacdes de
coco do Sri Lanka, o qual demonstrou 98,5% de variacdo dentro das populagdes e por

Rodrigues (2007) com pupunha que encontrou 83,7% de variacdo dentro das progénies.

Tabela 5: Valores em porcentgem das variabilidades intrapopulacional e interpopulacional, e diferenciacdo

genética (F'ST) das doze populagdes de tucuma (Astrocaryum aculeatum) para cada um dos Joci microssatelites.

Bgl1l mBg41 mBg62 mBg91
Variabilidade
Interpopulacional 27,50 13,26 13,74 7,94
Variabilidade
Intrapopulacional 72,50 86,74 86,26 92,06
FST 0,27492 0,1326 0,13741 0,0794

A diferenciacdo genética (FST) entre as populagdes foi alta (FST > 0,05). A maior
diferenciagdo genética foi encontrada entre as populacdes de Rio Preto da Eva e Urucu
(Tabela 6), que s3o também as mais distantes geograficamente, separadas por
aproximadamente 650 km; e a menor foi entre as popula¢des de Buiuguzinho e Urucu (Tabela

6), ambas no municipio de Coari € com conexao através do Rio Urucu, provavel canal de
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fluxo génico. No entanto as outras populagdes ndo apresentam padrdes de diferenciacao

genética que possam inferir que a distancia geografica esteja interferindo nessa diferenciagao.

Tabela 6 - Matriz de divergéncia (F'sr) entre amostras de tucuma (Astrocaryum aculeatum) de doze populagdes

(Pop: 1. Porto Velho, 2. Humaita, 3. Manicoré, 4. Borba, 5. Urucu, 6. Buiuguzinho, 7. Manacapuru, 8.

Itacoatiara, 9, Rio Preto da Eva, 10. Maués, 11. UFAM, 12 Taruma) considerando quatro /oci microssatélites;

valores de FisTp< 0,05.

Pop 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0.0000

2 0.11201 0.0000

3 0.14492 0.05075 0.0000

4 0.17233 0.08001 0.08691 0.0000

5 0.10779 0.23372 0.20826 0.22802 0.0000

6 0.09076 0.21393 0.17233 0.23453 0.04200 0.0000

7 0.08004 0.21557 0.19917 0.21957 0.10944 0.08713 0.0000

8 0.16543 0.09807 0.15487 0.11120 0.26298 0.25068 0.18573 0.0000

9 0.13230 0.11051 0.18149 0.17354 0.30169 0.28574 0.22093 0.09577 0.0000

10 0.12780 0.09418 0.15829 0.12885 0.20043 0.19783 0.16455 0.07451 0.15814 0.0000

11 0.07300 0.25013 0.27579 0.26504 0.19704 0.18405 0.05593 0.20936 0.20171 0.22821 0.0000

12 0.04596 0.11374 0.14457 0.16452 0.17546 0.16712 0.07414 0.12221 0.13856 0.15233 0.06469 0.000
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4, CONCLUSOES

Os quatro loci microssatélites utilizados neste estudo foram extremamente informativos,
com altas heterozigisodades (esperada e observada) e nimero de alelos. Os indices de
diversidade foram elevados para todas as populagdes.

A analise da estrutura genética populacional demonstra uma alta diferenciacdo entre as
populagdes, no entanto as populacdes ndo apresentam padroes de diferenciagdo genética que
possam inferir que a distdncia geografica esteja interferindo nessa diferenciagdo. Esta
variabilidade pode ser utilizada no programa de melhoramento, se associada a caracteristicas
morfo-métricas, estudo este ainda ndo realizado nas populagdes estudadas.

O questionamento agora ¢ como orientar a sele¢do de matrizes, incluindo qual o nimero
minimo de individuos por populagdo, para compor o banco de germoplasma. Esta sele¢ao

também devera ser orientada a partir do conhecimento do sistema de cruzamento da espécie.
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