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RESUMO

Caracterizou-se a diversidade genética entre acessos de agaizeiro por meio de marcadores RAPD. Foram analisados 116
acessos conservados na colecdo de germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA com base em 28 primers. A matriz binaria
foi utilizada para a obtencdo das dissimilaridades genéticas, pelo complemento artimético do coeficiente de similaridade de Dice, e
também para a andlise de bootstrap. As dissimilaridades genéticas foram representadas em um dendrograma gerado pelo método
UPGMA.. Os primers revelaram 263 bandas polimorficas e apresentaram ampla diversidade genética entre os acessos, variando de
0,06 a 0,67, sendo dois acessos de Chaves, PA, os mais divergentes. Mas, alguns acessos da mesma procedéncia apresentaram baixas
dissimilaridades. O dendrograma permitiu aformac&o de oito grupos, delimitados pela dissimilaridade genética média (dg,,: 0,40):
dois formados por um Unico acesso; dois constituidos por dois acessos e os demais por varios subgrupos com acessos de diferentes
locais. O nimero ideal de bandas para a estimativa da diversidade genética entre os 116 acessos foi de 180. Logo, o nimero de bandas
empregado neste estudo foi eficiente para caracterizar com precisdo as rel ages genéticas entre 0s acessos de agaizeiro. Os acessos
divergentes devem ser (iteis na formag&o de colegBes nucleares e em programas de melhoramento genético.

Termos para indexacdo: Euterpe oleracea, variabilidade genética, dissimilaridade, marcadores moleculares.

ABSTRACT

One characterized the genetic diversity among accessions of assai palm using RAPD markers. One hundred and sixteen
accessions conserved in the Embrapa Eastern Amazon germplasm collection, in Belém, PA, were analyzed using 28 primers. The data
of the binary matrix were used to estimate the genetic dissimilarities using the arithmetical complement of Dice similarity coefficient
and also for the bootstrap analysis. The genetic dissimilarities were represented in a dendrogram generated by the UPGMA method.
The primers revealed 263 polymorphic RAPD loci presented wide genetic diversity among the accessions, varying from 0,06 to 0,67,
being two accessions of the Chaves, PA the most divergent. But, some accessions of the same origin presented low dissimilarities. The
dendrogram allowed the formation of eight groups delimited by the genetic mean dissimilarity (dg,,: 0,40): two formed by asingle
accession; two constituted by two accessions and the others for several sub-groups with accessions of different origin. The ideal
number of bands for estimating the genetic diversity among 116 accessions was 180. Therefore, the number of bands used in this
study was efficient to characterize with precision the genetic relationship among the accessions of assai palm. The accessions
divergent should be useful in the formation of nuclear collections and genetic breeding.

Index terms: Euterpe oleracea, genetic variability, dissimilarity, molecular markers.

(Recebido em 17 de maio de 2006 e aprovado em 24 de abril de 2007)

INTRODUGCAO Na literatura disponivel, o acaizeiro é relatado como
palmeira tipicamente tropical que apresenta distribuicdo
importante recurso genético da Amazonia, explorado para  @MPIa, estando bem representata na Amazonia e que se
atender diferentes mercados, dentre eles a obtengéio da  desteca, dentre as dez especies do genéro Euter pe nativas
bebida acal e a extracéo de palmito (OLIVEIRA et ., 2000). do Brasil, como ade maior expressio econdmica (OLI_VEI RA
Nos (ltimos anos, o crescente mercado de frutos tem €t @, 2000). Entretanto, seus centros de origem e
impulsionado a expansdo de &reas plantas com essa diversidade ainda néo foram estabelecidos, havendo
palmeira, porém estudos que possam subsidiar esses suposic¢des de que ocorram no estuario amazdnico
plantios e implementar programas de melhoramento ainda (CAVALCANTE, 199L LLERAS & d., 1983 OLIVE ~RA o
S50 incipientes. al., 2000). Possui assincronia nas fases de floragdo na

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é um
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mesma inflorescéncia (dicogamia, do tipo protandria); tem
preferéncia pela fecundagéo cruzada; e é polinizada por
insetos, com a participagdo do vento e da gravidade na
fecundagdo das flores. Mesmo assim, ha possilibades de
ocorrer autofecundag&o (OLIVEIRA, 2002; SOUZA, 2002).

A caracterizagdo molecular detecta diferencas na
seqiiénciade DNA (VICENTE et al., 2005) e quantificaa
diversidade, cuja interpretag@o é realizada por meio de
diferentes medidas de dissimilaridade, quase sempre,
visualizada por métodos de agrupamento. Varios
marcadores moleculares estdo disponiveis para este tipo
de estudo, como os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), que apresentam heranga dominante,
utilizam primers de composic¢édo arbitraria com 10
nucleotideos e amplificam regides aleatdrias no genoma
(MILACH, 1998). Esses marcadores tém vantagens por
permitir a andlise de marcas polimérficas de um nimero
ilimitado de amostras sem ainfluéncia do ambiente, em um
curto espaco de tempo, utilizando pouca quantidade de
DNA, aém de ndo necessitar de informaces prévias da
seqiiénciado DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
MILACH, 1998).

Em colegdes de germoplasma de espécies perenes,
0s marcadores moleculares tém exercido um papel
importante na quantificacdo da diversidade e na
identificacdo de acessos desgjdveis para programas de
melhoramento genético. No Brasil, estudos dessa natureza
com o emprego de marcadores RAPD tém sido registrados
para algumas palmeiras perenes (RODRIGUES et al., 2004;
SAWAZAKI et al., 1998; SOUSA et al., 2001). Mas, parao
germoplasma de agai zeiro, hd poucos relatos (COSTA et
a., 2001, 2004). Assim, este trabalho teve por objetivo
caracterizar a diversidade genética entre acessos de
acaizeiro por meio de marcadores RAPD.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 116 acessos conservados na
colecdo de germoplasma de agai da Embrapa Amazoénia
Oriental, Belém, PA (1°27°21"Sdelatitude, 48°30°16" de
longitude e 10,8m de altitude). A maioria dos acessos
conservados foi obtida por coletas em vérias localidades
do Par4, Amapa e Maranh&o e registrados como Euterpe
oleracea (LIMA & COSTA, 1997), com apenas dois
recebidos por intercdmbio, os hibridos interespecificos
entre Euterpe oleracea eE. espiritossantensis (OLIVEIRA
et a., 2000). A procedéncia, assim como o local de coleta
do acesso estd indicada na Tabela 1. Na colegéo, cada
acesso representa uma familia de meio-irmaos (coleta) ou
de irméos-germanos (intercambio) com nimero variavel
de plantas (duas a dez plantas/acesso) e dispostas em

linhas ao acaso, no espacamento de 5m x 3m.

Foliolos da folha mais nova de todas as plantas
representantes de cada acesso foram retirados,
identificados, secos em estufa, embalados em silicagel e
enviados ao Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, MG. A extracdo do DNA gendmico total seguiu o
procedimento de Nienhuis et a. (1995) com pequenas
modificagdes. Os DNASs dos 116 acessos empregados nas
reacdes foram restaurados por meio da mistura eqliitativa
do DNA de cada planta representante do acesso nessa
colecéo.

A pré-selecdo dos primers foi realizada pela
aplicagdo de 120 primers RAPD em cinco acessos e 0s
polimérficos foram aplicados em todos os acessos. O
volume das reacBes foi de 16 1L L, contendo 35ng da mistura
de DNA genbmico, 500 M de cada um dos
desoxirribonucleotideos trifosfatos (AATP, dCTPR, dGTR,
dTTP), 0,41 M de primer, trés unidades da enzima Taq
DNA polimerase e tampao de reagdo (50mM de Tris pH
8,0; 2,0mM de MgCl,; 20mM de KCl; 250 g.mL™* de
abumina de soro bovino; 1% de ficoll 400 e 1ImM de
tartrazine).

As reacBes foram realizadas em termociclador
Mastercycler Gradiente 5331 programado para40 ciclose
subdivididos em dois programas: 1) nos dois primeiros
ciclos, foi efetuada a desnaturagdo do DNA a 94°C por
dois minutos, o0 anelamento a 37°C por 15 segundos e a
elongacdo a 72°C por um minuto; 2) nos demais ciclos, a
diferenca ocorreu apenas no tempo de desnaturacéo do
DNA, com duragéo de 15 segundos. Apos os 40 ciclos,
ocorreu a etapa de extensao final a 72°C por dois minutos.
A separacdo dos produtos amplificados foi realizada em
eletroforese horizontal a 70V por 3 horas e 30 minutos com
gel de agarose ultrapura a 1% e corados com brometo de
etidio.

Os géis foram visualizados em luz ultravioleta com
0 uso do equipamento Fotodyne, asimagens capturadas e
arquivadas para avaliacdo dos padrbes de bandas. Apenas
as bandas nitidas foram consideradas, sendo cada banda
designada como um loco genético, no qual a presengaem
um acesso foi representada por “1” e sua auséncia por
“0”. A matriz obtidafoi empregada paraaestimar o nUmero
6timo de marcadores polimoérficos e a quantificagdo da
diversidade genética.

O ndmero 6timo de bandas foi analisado pelo
método bootstrap (MANLY, 1997). Para cada par de
acessos, a similaridade genética foi estimada por
simulagBes com reamostragens de diferentes tamanhos (10,
20, 30,..., 240, 250, 260 bandas) utilizando o software

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 31, n. 6, p. 1645-1653, nov./dez., 2007



Diversidade genética entre acessos de agaizeiro baseada em...

1647

Tabela 1 - Identificagdo dos 116 acessos de acaizeiro da Colegdo de Germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental,

Belém, PA.

Acesso Procedéncia Local de coleta N°. de acessos

le2 Benfica, PA Pomar caseiro 02

3e4 Benevides, PA Pomar caseiro 02

5e7 Benevides, PA Propriedade rural 02

6 Mosgueiro, PA Pomar caseiro 01

8,9,10,11e12 St° Ant® do Taug, PA Propriedade rural 05

131412531541;51;3613223 2122, Chaves, PA Populacéo natural 15

28,29,30,31,32,33,34,35,36,37 € 38 Muana, PA Propriedade rura 11

39,40,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,
52,53,54,55,56,57,58,59,60,6162,63,64,6 Breves, PA Populagéo natural 30
5,66,67 e 68

88e89 Breves, PA Propriedade rural 02

83,84,85,86 e 87 Gurupé, PA Pomar caseiro 05

90 Melgaco, PA Propriedade rural 01

91 Santarém, PA Propriedade rural 01

93 Santarém, PA Pomar caseiro 01

92 Prainha, PA Pomar caseiro 01

109 St2 M2 do Parg, PA Populacdo natural 01

110,111,112,113 e 114 Cameta, PA Populacéo natural 05

69,70,72e 73 Oiapoque, AP Populaco natural 04

76,78,79,80 € 82 Oiapoque, AP Pomar caseiro 05

71,74,75,77 e 81 Macapa, AP Pomar caseiro 05

94 Carutapera, MA Propriedade rural 01

95e96 Maracagumé, MA Propriedade rural 02

97 StaLuzia, MA Propriedade rural 01

98 ZéDoca, MA Propriedade rura 01

99e100 Turiagu, MA Populac&o natural 02

101 St2Inéz, MA Populacdo natural 01

102 Cururupu, MA Pomar caseiro 01

103 e104 Mirinzal, MA Populacdo natural 02

105 e 106 Guimarées, MA Populacdo natural 02

107 Alcantara, MA Populacdo natural 01

108 Alcantara, MA Pomar caseiro 01

115e116 Linhares, ES IntercAmbio 02

Tota - - 116

GQMOL (CRUZ & SCHUSTER, 2004). Nesta andlise foram
obtidas as estimativas de correlacdo de valores da matriz
de similaridade, a soma de quadrados dos desvios em

(KRUSKAL, 1964).

relacdo as reamostragens e o valor de estresse (E). O
ndmero de bandas polimérficas foi considerado ideal
quando o estresse assumiu valor menor que 0,05
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As similaridades genéticas(.'flgij ) entre oi-ésimo e

0 j-ésimo acesso foram estimadas com o emprego do
coeficiente de similaridade de Dice (REIF et a., 2005) pelo
software NTSY S-pc 2,1 (ROHLF, 2000). A andlise de
agrupamento foi realizada com base na matriz das
estimativas de dissimilaridades, obtida a partir do
complemento aritmético do coeficiente de similaridade
dg;; =1-8g;; ) , com o emprego de método da média néo
ponderada das dissimilaridadess UPGMA (Unweighted
pair-group method averages). O dendrogramafoi gerado
com base na matriz genética no procedimento SAHN do
software NTSY S-pc 2,1 (ROHLF, 2000). No dendrograma
0s grupos formados pel os acessos foram separados a partir
do ponto de corte feito com base na estimativa do

complemento aritmético médio (dg,, ), obtido pela
expressao:

dgm = D dgi; /N

em que:
dg; : complemento aritmético entre cada par;
N : nimero de pares obtidos.

Analisou-se também, a consisténcia de cada
agrupamento por meio do teste Z de Mantel no software
NTSY S-pc 2,1 (ROHLF, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Encontram-se listados na Tabela 2, os 28 primers
selecionados. Estes primers geraram 263 produtos de
amplificagdo, sendo 100% polimdrficos e com média de 9,4
bandas por primer. O primer OPM-04 que amplificou o
maior nimero de bandas, enquanto 0 menor nimero
ocorreu noprimer OPB-01. Sawazaki et al. (1998) obtiveram
nimero semelhante de marcadores RAPD (265), sendo 96%
polimérficas, quando analisaram nove ecotipos com e sem
perfilhamento do género Euterpe. Porém, Costa et a. (2001,
2004) encontraram numero bem inferior de bandas
polimérficas (177 e 161) em dez individuos de diferentes
procedéncias e quinze individuos com variagdo para
perfilhamento e colorag&o dos frutos, respectivamente.

Resultados similares também foram constatados na
pupunheira, uma palmeira perene e mondica (RODRIGUES
et a., 2004; SOUSA et al., 2001). Contudo, em caiaué,
palmeira nativa da Amaz6nia, Moretzsohn et al. (2002)
encontraram niveis de polimorfismo bem inferiores ao
analisarem 175 acessos, produzindo média de trés bandas
por primer. Em germoplasma de outras espécies arbéreas
tropicais, também foi registrado ato nivel de polimorfismo

com o uso desse marcador (FALEIRO et al., 2001;
MARQUES et a., 2002; YAMADA et a., 2002). Tais
resultados permitem sugerir que ha uma tendéncia do
germoplasma dessas plantas, especialmente daguelas
pouco melhoradas em apresentarem alto polimorfismo. O
elevado polimorfismo detectado nos acessos aqui
estudados pode estar relacionado ao fato dessa espécie
ser mondica, preferencialmente aldgama e encontrar-se em
fase de domesticacdo. Conseqlientemente, seu
germoplasma deve ter sofrido baixa pressdo de selecéo, o
gue pode garantir ganhos genéticos significativos com a
selecdo. Vale ressaltar ainda que a maioria dos acessos
analisados sfo oriundos do segundo centro de diversidade
genética do género Euterpe (LLERAS et al., 1983), onde
possivelmente, deva estar inserido o centro de diversidade
do acaizeiro. Taisinferéncias justificam a ampla diversidade
genética detectada entre 0s acessos aqui estudados.

As andlises de reamostragens (bootstrap)
encontram-se resumidas na Figura 1. Observa-se que houve
uma relacdo direta entre 0 nimero de bandas andisadas e
a magnitude de correlacéo dos valores da matriz de
similaridade original obtida a partir de reamostragens com
diferentes nimeros de bandas, com consisténcia a partir
de 180 bandas, quando a correlaco atingiu 0,96 e valor de
estresse de 0,046 (KRUSKAL, 1964). Para Colombo et al.
(2000), intervalo entre 50 a 100 bandas é considerado
suficiente para estimar relagdes genéticas entre e dentro
de espécies vegetais. Como neste estudo, o nimero ideal
de bandas encontrado foi bem acima deste intervalo, além
dos célculos das diversidades terem sido realizados com
base nas 263 bandas polimérficas geradas (r=0,999 e
E=0,01), pode-se inferir que as estimativas da diversidade
genética entre o0s acessos estudados apresentam excelente
precisdo.

As dissimilaridades entre 0s acessos variaram de
0,06 a 0,67 com média de 0,40. Os menores valores foram
registrados entre os acessos 102 e 103 coletados em duas
localidades do Maranhdo geograficamente préximas,
Cururupu e Mirinzal, mas em condices distintas, pomar
caseiro e populacéo natural, respectivamente. Por outro
lado, os acessos 14 e 22 foram os mais distantes
geneticamente, ambos coletados na mesma popul agéo
natural de Chaves, PA. Um outro aspecto a ser enfatizado
é gue quase a metade dos acessos (43,97%) demonstrou
dissimilaridades médias iguais ou acima da média geral,
com possibilidades de alta diversidade genética nos
acessos. Estes resultados corroboram com os obtidos por
Costa et a. (2001, 2004), guando analisaram dez e quinze
individuos da colegdo de germoplasma aqui estudada, de
diferentes localidades e com variagdo para coloracdo de
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Tabela2 — Numero de bandas polimérficas geradas pel os 28 primers RAPD selecionados e utilizados nos 116 acessos

de agaizeiro.

Ne° Primer N° de bandas polimdrficas
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

Tota - 263

frutos maduros, respectivamente. Esses autores utilizaram
marcadores RAPD e detectaram similaridades variando de
0,19 a 0,64 e de 0,16 a 0,66, respectivamente, o que confirma
a existéncia de grande diversidade genética entre os
acessos dessa cole¢do. Em outras palmeiras perenes
tropicais foram detectadas dissimilaridades de magnitudes
préximas (0,03 a0,71) com o uso de marcadores RAPD

(HAYATI et al., 2004; MORETZSOHN et al., 2002). Com
base nesses resultados, pode-se sugerir que coletas de
acaizeiro devam ser direcionadas para popul agBes naturais,
pois ha fortes indicios de que individuos de pomares
caseiros, especialmente de localidades préximas, possam
ser oriundos de frutos coletados de uma mesma planta
superior e, portanto, tenham maior similaridade genética.
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Figura 1 — Estimativas das correlagdes entre as dissimilaridades obtidas pela andlise bootstrap para nimeros
crescentes de marcadores RAPD polimdrficos na obtengdo do nimero ideal de bandas entre os 116 acessos de

acaizeiro estudados.

Na figura 2, encontra-se a distribuicdo da
diversidade genética entre os acessos estudados. Verifica-
se que dos 6.670 pares formados, 34,5% ficaram incluidos
no intervalo de classe de dissimilaridades de 0,37 a 0,42,
cujo ponto médio apresentou valor de 0,39. Outra
observacdo relevante é que menos de 1% dos pares ficaram
distribuidos nas classes das extremidades e que amaioria
deles (83,7%) apresentou dissimilaridades variando de 0,31
a 0,53, o que demonstra um padréo de distribuicdo
continuo. Tais resultados reforcam, mais umavez, que 0s
acessos dessa cole¢do possuem ampla diversidade
genética e que a amostra do germoplasma analisado deve
representar a variabilidade existente nessa colegao.
Também, destaca o estuario amazdnico como centro de
diversidade genética dessa espécie, pois 0S acessos
estudados sdo oriundos de coletas realizadas nesse local,
onde 0s agaizeiros apresentam variagdes bem acentuadas
para caracteristicas morfol dgicas e de producdo de frutos
(OLIVEIRA et al., 1998), inclusive os aqui analisados
(OLIVEIRA, 2005).

Com base no ponto de corte correspondente a
dissimilaridade genética média ( dg,,,=0,40), o dendrograma
gerado permitiu a separagdo dos acessos em 0ito grupos
(Figura 3), cujo agrupamento foi capaz de representar com
alta confianca a matriz de dissimilaridades (r=0,81, P<

0,0001). Os quatro primeiros grupos foram constituidos
por poucos acessos (0 1° e 0 2° por um acesso e 0 3° e 0 4°
por dois acessos), sendo eles: 14, 34, 100, 99, 82 e 81,
considerados como 0s mais divergentes. Tais acessos
podem ser indicados para compor cole¢des nucleares e
para programas de melhoramento dessa palmeira. No
caso dos dois acessos hibridos (115 e 116), estes ficaram
contidos no 5° grupo, onde se concentrou amaioriados
acessos do Maranhdo e alguns do Para, por
apresentarem fortes semelhancas genéticas com acessos
coletados em Cametd, PA (111, 112 e 114). Costaet al.
(2001, 2004) também obtiveram aformacédo de cinco e
dois grupos, respectivamente, quando analisaram
individuos dessa mesma colegédo, dando aidéia de que
a diversidade genética esteja distribuida dentro de
poucos agrupamentos. O mesmo fato foi registrado por
Sawazaki et al. (1998) ao estudarem varios ecotipos de
espécies pertencentes ao género Euterpe, incluindo o
acaizeiro, o hibrido interespecifico entre E. edulis x E.
oleracea e seu reciproco, 0 que permite assumir um
padr&o de distribuicao tipico de espécies al6gamas e de
parentesco préximo.

No caso das baixas dissimilaridades detectadas
entre alguns acessos da mesma populacdo (Breves, PA e
de Macapa, AP), acredita-se que sgjam decorrentes de
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cruzamentos entre individuos aparentados ou de
autofecundactes (SOUZA, 2002). Pois, popul agtes dessas
localidades tém sofrido forte redugdo de seus tamanhos,
em consequiéncia da exploragéo de palmito responsavel
pela eliminacéo de milhares de individuos. Nos acessos

—— N N

do Maranhdo, as peguenas magnitudes podem estar
relacionadas a varios fatores, como: a ocorréncia de
autofecundag@o; irregularidade da floracdo entre touceiras,
ocasionando alta proporcéo de pdlen de poucas plantas;
e fluxo génico a curtadistancia.

e

0,06 0,12 0,17 0,23 0,28 0,34 0,39 0,45 0,50 0,56 0,61 0,67

Classes de dissimilaridades
Figura2 — Distribuicdo defreqiiénciadas estimativas de dissimil aridades genéti cas, obtidas pel 0 complemento aritmético
do coeficiente de Dice, com base nas 263 bandas polimdrficas de RAPD geradas pelos 116 acessos de agaizeiro.

[ANETIEN

Figura 3 — Dendrograma gerado pelo método UPGMA
pelas dissimilaridades genéticas, baseadas no
complemento aritmético do coeficiente de Dice, com 263
bandas polimorficas de RAPD nos 116 acessos de

acaizeiro. dg,,=0,40
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CONCLUSOES

Os acessos de acaizeiro da colecdo da Embrapa
Amazonia Oriental apresentam ampla diversidade genética
detectada por marcadores RAPD e devem ser mantidos em
bom estado de conservacdo para que sejam Uteis na
formacdo de colecdes nucleares e em programas de
melhoramento genético. Tais marcadores sfo eficientes na
caracterizacdo da diversidade genética interlocos desses
acessos, permitindo a distingdo dos mais similares e mais
divergentes.

Os quatro acessos mais divergentes devem ser
utilizados em programas de melhoramento genético dessa
palmeira, principal mente na obtencéo de hibridos.

O numero de bandas polimérficas utilizadas neste
estudo para a quantificacdo da diversidade genética foi
bem acima do nimero ideal (180 bandas) pela andlise
bootstrap. Logo, as estimativas da diversidade genética
entre 0s acessos estudados apresentam excel ente precisdo.
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