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1 COLETA, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE GERMOPLASMA DE
INAJAZEIRO (Maximiana maripa (Aublet) Drude) DO NORDESTE PARAENSE.

RESUMO GERAL

O inajazeiro (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude) é uma palmeira nativa da Amazonia que
apresenta grandes potencialidades econdmicas para o mercado de biodiesel, seja pelo manejo de
suas populagdes naturais ou por cultivos racionais. Entretanto ainda compde a lista das espécies ndo
domesticadas existindo poucas informacdes para estimular sua exploracdo racional. O presente
trabalho teve como objetivo principal coletar, caracterizar e avaliar germoplasma de inajazeiro do
nordeste paraense. A coleta foi realizada em cinco municipios sendo selecionadas ao acaso matrizes
em cada local para coleta de cachos. Foram caracterizados os locais e as populacdes, sendo as
matrizes avaliadas para 17 caracteres morfoagrondmicos. Os dados obtidos foram analisados por
estatistica descritiva. Foram quantificadas as diversidades e as divergéncias fenotipica e genética
para as populacbes e matrizes por meio dos 17 caracteres avaliados e dos selecionados como
descritores e por marcadores RAPD. As diversidades e divergéncias genéticas foram obtidas por 20
primers RAPD selecionados para a espécie utilizando o complemento aritmético da similaridade de
jaccard e analisadas por dendograma. Foram coletados germoplasma de matrizes de inajazeiro, com
25 por local totalizando cinco locais. As matrizes e as populacdes apresentaram ampla diversidade.
Foram selecionados 88,26% dos caracteres, sendo estes capazes de quantificar a diversidade
fenotipica formando grupos, pelos métodos UPGMA e Tocher, sem perda significativa de
informacdo. Os 20 primers RAPD geraram 252 bandas polimorficas. O marcador molecular foi
eficiente na quantificacdo da diversidade genética e em agrupar acessos e procedéncias pelo método
UPGMA. Niveis significativos de diferenciagdo genética foram registrados entre procedéncias pelos
marcadores moleculares RAPD, porém, a maior parte da variacdo ficou contida dentro delas. O
marcador molecular foi complementar na explicacdo da diversidade genética, sendo discordante em
relacdo a diversidade fenotipica.

Palavra-Chave: Arecaceae, Amazonia, Variacdo Fenotipica, Distancia euclidiana.
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COLETA, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO
(Maximiana maripa (Aublet) Drude) DO NORDESTE PARAENSE.

GENERAL ABSTRACT.

The inajazeiro (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude) is a palm native to the Amazon which
has great economic potential for the biodiesel market , either by managing their natural populations
or crops rational. However still makes up the list of non-domesticated species there is little
information to stimulate their rational exploitation. This study aimed to collect, characterize and
evaluate germplasm inajazeiro northeastern Pard. Data collection was conducted in five
municipalities were selected at random arrays at each location to collect bunches. We characterized
and local populations, where the matrices evaluated for 17 morphological characters. Data were
analyzed using descriptive statistics . Were quantified diversities and differences to phenotypic and
genetic populations and dies by means of the 17 traits evaluated and selected as descriptors and
molecular markers . Diversity and genetic divergence were obtained by 20 RAPD primers selected
for the species using the arithmetic complement of the Jaccard similarity and analyzed by
dendrogram . Were collected germplasm arrays inajazeiro, with 25 per site totaling five locations.
Matrices and populations showed wide diversity. 88.26 % were selected characters, which are
capable of quantifying the phenotypic diversity forming groups , and the UPGMA Tocher without
significant loss of information. The 20 RAPD primers generated 252 polymorphic bands. The
molecular marker was efficient to quantify genetic diversity and group access and origins UPGMA
method. Significant levels of genetic differentiation among provenances were recorded by RAPD
markers, however, most of the variation was contained within them . The molecular marker was
complementary in explaining genetic diversity , being discordant in relation to phenotypic diversity

Keyword: Arecaceae, Amazon, Phenotypic Variation, Euclidean distance
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1.1 INTRODUCAO

O tema biocombustivel vem sendo amplamente discutido no mundo inteiro, em vista do
esgotamento das fontes energéticas baseadas no petroleo ja anunciadas para as proximas décadas,
tal situacdo pressiona a busca por novas fontes de energia, principalmente as oriundas de espécies
vegetais. No Brasil, existe a expectativa de efeitos politicos internos e externos em funcao de
mudangas nas relacdes de poder e de dependéncia originados do controle de novas fontes
energéticas (FOSCHIERA, 2008). Assim, o biodiesel obtido de recursos renovaveis, como de
espécies vegetais aparece como alternativa econdmica promissora para suprir futuras caréncias de
producdo energética provocada pela crise do modelo baseado no petréleo, com fortes impactos tanto
em termos ambientais como sociais. Nesse enfoque espécies nativas da Amazodnia tem muito a
contribuir, principalmente as palmeiras.

O inajazeiro (Maximiana maripa Aublet) aparece como uma espécie com potencialidades ao
mercado do biodiesel, uma vez que suas populacBes naturais podem ser manejadas em areas
degradadas, ou pode ser cultivada. Esta palmeira ocorre em todo o bioma amazonico,
principalmente, nos Estados do Acre, Amazonas, regido ocidental do Maranhdo, norte do Mato
Grosso, Pard, Roraima, Rondbnia e norte de Tocantins. Nos Estados do Amazonas, Para e Roraima
é encontrado em grande freqiiéncia e abundancia, especialmente em florestas de capoeiras, as
margens de estradas, pastagens degradadas e sobre alguns fragmentos de remanescentes florestais
localizados dentro dos centros urbanos. Nesses locais a palmeira tolera solos argilosos ou arenosos,
bem drenados, tmidos ou secos.

Em florestas primarias essa palmeira apresenta baixa frequéncia e baixa abundancia, sendo
encontrada normalmente em alguns agrupamentos isolados sobre solos argilosos. Nesses ambientes
sdo constituidos por alguns individuos adultos, e grande nimero de plantulas e plantas jovens na
fase de crescimento acaulescente. Nessas florestas, quando ocorrem desmatamentos ou queimadas
para preparacdo de rocados ou renovacgdes de pastagens, tanto as plantulas, quanto individuos
jovens persistem nessas areas, notadamente devido ao seu meristema apical, que nessas fases
permanecem abaixo do nivel do solo, tolerando assim, o corte e suportando as queimadas. Depois
destas fases, ocorre crescimento acelerado dos inajazeiros em relacdo as outras plantas
competidoras e, quando o processo € repetido periodicamente, pode resultar em populacdes
homogéneas nesses ambientes, tornando-se assim um grande obstaculo para a agropecudaria. Apds o
estabelecimento em florestas degradadas, as plantas produzem frutos em grande abundancia,
evidentemente, por ser uma espécie pioneira tolerante a pragas e doencas, bem como, por suportar

estiagens prolongadas, solos compactados, degradados e com baixa fertilidade (RABELO, 2012).
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A producdo dos frutos do inajazeiro é, até entdo, predominantemente extrativista, com fins
de consumo domestico. Este tipo de exploracdo € decorrente do consumo ser praticamente local,
ndo havendo estimulo por parte dos pesquisadores em desenvolver pesquisas principalmente
voltadas para o melhoramento genético. Mas, a partir de 2010, impulsionado pela midia, esta
espécie passou a ocupar lugar de destaque, tanto no &mbito nacional como internacional, com a
descoberta do mercado de biocombustiveis e também pelo seu uso em produtos cosméticos. Para
atender a crescente demanda desses mercados ha a necessidade de se obter informag6es sobre suas
populacdes naturais e identificar matrizes desejaveis para fornecer sementes e desenvolver produtos
que possam atender o sistema de produgdo, uma vez que o0 extrativismo ndo conseguird acompanhar
a demanda. Por ser uma espécie pouco estudada deve-se focar em pesquisas que possibilitem a sua
completa domesticacdo, o qué implica no desenvolvimento de tecnologia de plantio, manejo da
cultura e principalmente no melhoramento genético.

Como ndo ha germoplasma dessa palmeira conservado em Bancos Ativos na forma ex situ,
hd a necessidade de se envidar esforcos na coleta de material reprodutivo e na geracdo de
conhecimentos sobre o germoplasma disponivel em areas de ocorréncia natural para que se possa
dar inicio a programas de melhoramento dessa palmeira direcionados para a obtencao de cultivares
com caracteristicas agrondémicas desejaveis para atender o mercado de biodiesel e de cosméticos.

Atividades de caracterizagdo e avaliagdo sdo fundamentais na geracdo de conhecimento do
germoplasma de qualquer espécie, por permitir a quantificacdo da variabilidade e da divergéncia
genética entre o germoplasma analisado. Em tais atividades sdo utilizados caracteres qualitativos
e/ou quantitativos. Os caracteres qualitativos relacionados a morfologia das plantas vém sendo
usados para estimar a proximidade genética entre gendtipos de varias culturas, os quais apresentam
expressdo fenotipica de facil distincdo, geralmente associados a poucos genes e com alta
herdabilidade. Os caracteres quantitativos, apesar de influenciados por muitos genes, pelo ambiente
e também apresentarem baixa herdabilidade, ainda sdo os mais utilizados por acessar 0
germoplasma de vérias espécies, uma vez que estdo relacionados a maioria das caracteristicas de
interesse econdmico, como a producéo de frutos (HOOGERHIDE, 2009).

A caracterizagdo genética por marcadores moleculares vem sendo utilizada para
complementar os dados fenotipicos, por fornecer um estudo direto do genétipo, onde varios
marcadores moleculares estdo disponiveis, entre eles os que usam a técnica PCR (Polymerase
Chain Reaction), como os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Tais
marcadores apresentam grandes vantagens, por permitir a analise de marcas polimorficas, em curto
espaco de tempo de um numero ilimitado de genotipos, sem a influéncia do ambiente (OLIVEIRA,
2005).
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Estatisticas descritivas, univariadas e multivariadas sdo aplicadas aos caracteres qualitativos
e quantitativos para permitir o conhecimento da diversidade, fazendo sua quantificacgéo,
selecionando caracteres, obtendo similaridade e/ou dissimilaridade entre o germoplasma, reunindo
0s genitores em grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro dos grupos e
heterogeneidade entre grupos (GALATE, 2012). Para este autor, também possibilita a identificagdo
da divergéncia genética de primordial importancia para definicdo de populagdes, viabilizando a
selecdo, o reconhecimento de genitores apropriados a obtencdo de hibridos com maior efeito
heter6tico e que apresentem maior segregacdo em recombinacBes, agrupamento de materiais
similares para a formacéo de variedades sintéticas e caracterizacdo da variabilidade de germoplasma
in situ e ex situ. Vale ressaltar que, independente do tipo de caracterizacdo, técnicas multivariadas
envolvendo componentes principais, agrupamentos, variaveis canonicas, distancias euclidiana e de
Mahalanobis tém sido Uteis na interpretacéo dos dados (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Sendo assim este trabalho teve por objetivos:

- Coletar, caracterizar e avaliar germoplasma de inajazeiro (M. maripa) do nordeste
paraense;

- Quantificar a variacdo fenotipica do germoplasma coletado por meio de caracteres
morfoagrondmicos utilizando estatisticas descritivas, assim como conhecer como tais caracteres
apresentam-se distribuidos no germoplasma dessa mesorregiao;

- Quantificar a diversidade e divergéncia fenotipica no germoplasma coletado por caracteres
morfoagrondmicos e descritores selecionados utilizando estatisticas multivariadas;

- Quantificar a diversidade e divergéncia genética no germoplasma coletado por meio de

marcadores moleculares.
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1.2. REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Aspectos gerais do inajazeiro

O inajazeiro (Maximiliana maripa (Aublet) Drude) é uma espécie pertencente a familia
Arecaceae (= Palmae) que apresenta varios nomes populares como anaid, anaja, arita, coqueiro-
anaia, inaja, maripa e naja. E uma palmeira de dossel, com estipe solitario, chegando a 20 metros de
altura e 25 cm de didametro a altura do peito (DAP); folhas inseridas em cinco filas verticais, pinas
lineares, agrupadas e dispostas em angulos diferentes, bainhas persistentes no caule de individuos
jovens (RIBEIRO et al., 1999). A inflorescéncia é persistente e surge entre as folhas, em um longo
pedinculo. As flores masculinas tém seis estames, muito maiores que as pétalas. (HENDERSON et
al., 1995).

A floracdo ocorre entre agosto-dezembro, com suas inflorescéncias sendo interfoliares
(LORENZI, 2010). A polinizacgdo é feita por abelhas nativas do género Melipona. (ABSY et al.,
1980).

O periodo de frutificacdo estd compreendido entre os meses de janeiro a julho (LORENZI,
2010). Seus frutos possuem casca fina e polpa suculenta, sendo comestiveis, com polpa amarelada,
pastosa e muito oleosa. Sdo relativamente pequenos e em geral cobertos no seu terco inicial pelo
perianto. Seu formato lembra um pouco os frutos da palmeira jaci (Attalea butyraceae) em menor
escala (FERREIRA, 2009). Cada fruto pode apresentar entre duas a trés sementes, as quais
demoram de 90 a 180 dias para germinar (LORENZI et al., 2004). A dispersdo das sementes é
realizada por mamiferos (ZONA & HENDERSON, 1989).

E uma palmeira nativa do Brasil podendo ser encontrada da Amazonia ao Centro-Oeste
brasileiro e em regides adjacentes na Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia e Venezuela. Tem grande
incidéncia no Estado do Pard e mais precisamente no estuario amazonico, onde parece ter a sua
origem, chegando até o Maranhdo. O inajazeiro ocorre em areas de florestas primarias e
secundarias, campos naturais e cerrados, e, principalmente, em areas alteradas pelo homem,
especialmente em &reas de pastagens. Embora tolere areas alagadicas, € mais adaptada aos lugares
com solos bem drenados (FAO, 1983).

Apresenta tolerdncia a queimada, pois, as plantas jovens, ao serem expostas ao fogo para o
cultivo de pastagens, rebrotam com vigor e as sementes, que estavam em processo de dorméncia,
germinam rapidamente. No Acre, ocorre com mais frequéncia no vale do rio Acre, especialmente
nos Municipios de Rio Branco, Senador Guiomard, Placido de Castro e Acrelandia (FERREIRA,
2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Arecaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Palmeira
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil

15

1.2.2. Importéancia Socio-econdmica do inajazeiro

Os frutos do inajazeiro podem ser usados como racao para aves, Suinos e peixes, pois sao
ricos em fosforo, magnésio e acidos graxos. Esta palmeira também pode fornecer palmito, farinha e
6leo na alimentacdo humana; e garantir matéria-prima a industria de cosmeéticos e de produtos
farmacéuticos (SERRUYA, 1979). Outro aspecto que torna esta palmeira interessante é a
possibilidade de manejar suas populacdes naturais em éareas de pastagens visando 0 seu
adensamento, o que pode ser feito sem a necessidade de grandes investimentos financeiros. Em
alguns lugares da Amazonia, como Rond6nia e Pard, esta espécie forma grandes popula¢fes em
areas de pastagens, lembrando muito as extensas areas dominadas por babagu no estado do
Maranhdo. Suas folhas sdo comumente utilizadas em cobertura de construgcdes simples e casas
populares em pequenos povoados (HENDERSON et al., 1995), e suas fibras sdo aproveitadas na
confecgdo de artesanato. J& o peciolo, que é a base da estrutura de sustentacdo das folhas, é usado
como ponta de flechas.

Os frutos dessa palmeira podem ser usados na alimentacdo humana e da polpa pode ser
extraido 6leo comestivel; além de ser usada pelas comunidades indigenas no preparo de alimentos e
seu endocarpo é queimado para extracdo de sal vegetal e producdo de fumaca para a defumacéo de
borracha (LORENZI et al., 1996);

As sementes podem também fornecer dleo (LORENZI et al., 1996). De acordo com Serruya
(1979), os Oleos das améndoas do inajazeiro e da palma de 6leo sdo muito semelhantes, com
vantagem para 0 inaja por apresentar maior rendimento em dleo e menor acidez. Esses autores
destacam que as constantes fisico-quimicas e a composi¢do do 6leo da polpa do inaja apresentam
grande semelhanca com 06leos de outras espécies de valor comercial como os da polpa dos frutos da
oliva e da palma de dleo.

Ha relatos de que o potencial dessa palmeira seja grande para a producdo de 6leo. Uma vez
que cada cacho pode pesar mais de 50 kg e apresentar mais de 2.000 frutos. Além disso, o teor de
6leo dos frutos € de aproximadamente 23% (BLAAK, 1993) e a viabilidade para a extracdo em
escala comercial do seu 6leo ja foi levantado na Colémbia (FAO/CATIE, 1983).

Além dessas utilidades o inajazeiro também possui bractea peduncular usada como
brinquedo pelas criancas, utensilio para cozinha e, espata base de sustentacdo dos cachos, é
utilizada para a fabricacdo de assentos, utensilios usados para transportar 4gua e como cesto, pois
pode durar até trés meses; e o pedunculo (liga o cacho a planta), que vira um espanador vegetal
quando se corta e bate, porém, assim, perdem-se os frutos. (SHANLEY & MEDINA, 2005). Seu

palmito tambeém possui boa qualidade, sendo comestivel.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Flecha
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O inajazeiro ocupa posicdo privilegiada na lista das oleaginosas promissoras, tornando-se
estratégica dentro do Programa Nacional de Producdo e usos de biocombustiveis, preenchendo
quesitos relativos ao desenvolvimento regional, inclusdo social e preservacdo ambiental. Segundo
pesquisas realizadas pelo Instituto de Pesquisas da Amazonia — INPA por meio de uma tese de
doutorado seu estudo é de alto interesse para o Programa de biocombustiveis e focou a
produtividade dessa palmeira como tendo excelente aspecto por ser pouco exigente em solos e
tolerar até inundagdes por periodos curtos (DUARTE, 2008). Nesta tese foi observado que, o
desenvolvimento e a produtividade dessa palmeira foram expressivos em populacdes nativas do
Estado de Roraima, mesmo em solos quimicamente pobres, tendo, ainda, a vantagem de ser uma
planta resistente ao fogo.

Na literatura disponivel é relatado que esta palmeira apresenta potencial para produzir mais
de 3.500 litros de 6leo por hectare/ano, baseado apenas na selecdo de plantas promissoras existentes
na regido, ficando bem a frente, por exemplo, de outros 'concorrentes' como pinhdao manso (2 mil
litros) e mamona (750 litros). Uma vez que produz, em média, cada cacho 2.117 frutos, com uma
concentracdo de 6leo na semente de 62% a 67%. Assim, 0 manejo desta palmeira oleaginosa em
pastagens e rocados se torna uma alternativa interessante, pois devido a alta regeneracao que ocorre
nestes ambientes abertos, adaptagdo em solos pobres quimicamente, auséncia de espinhos e a alta
produtividade em 6leos permitem um manejo barato e facil, gerando renda aos pequenos produtores
rurais. (GASPAR, 2009).

Os trabalhos obtidos, até o momento, permitem afirmar que a améndoa dessa palmeira
possui alto potencial, pois o 6leo tem alto rendimento, sendo de facil extracdo. A analise da
viscosidade e indice de acidez do biodiesel da améndoa encontra-se dentro das especificacdes do
tipo B100, para tanto ha a necessidade de realizar a otimizacdo de sua obtencdo (GASPAR, 2009).

Apresentando bom potencial, principalmente com seu uso para 0 enriguecimento das
reservais legais, que na regido Amazonica precisam atingir cerca de 80% da propriedade e também
para composicdo de sistemas agroflorestais, que é considerado o meio de cultivo mais racional para

a Amazonia.

1.2.3 Recursos genéticos e coleta de germoplasma

Recursos fitogenéticos podem ser compreendidos como a variabilidade de plantas que fazem
parte da biodiversidade, de valor socioecondmico atual ou potencial para utilizacdo em programas
de melhoramento genético, biotecnologia e outras ciéncias afins. E onde se encontra a base
bioldgica para a geracdo das tecnologias de ponta repassadas pela biotecnologia. As categorias

referentes aos recursos fitogenéticos envolvem espécies silvestres, espécies de parentes silvestres
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das plantas cultivadas, ragas locais de plantas, variedades de plantas, linhagens melhoradas,
populagBes experimentais e linhagens com caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais, dentre
outras (VALOIS et al, 1996; RAMOS et al., 2006).

De acordo com Nass (2001), recursos genéticos vegetais podem ser entendidos como o
conjunto de materiais hereditarios nos quais se busca solugdes para as necessidades do mundo
contemporaneo, tornando-se um recurso socioecondmico de fundamental importancia para o
desenvolvimento da agricultura e subsisténcia da humanidade, de forma sustentavel. O autor ainda
destaca o Plano de Acdo Global para Recursos Genéticos, Agricultura e Alimentacdo (PGA), que
foi aprovado na Conferéncia Internacional de Recursos Genéticos, em Leipzig (VALOIS et al,
1996) priorizando 20 atividades, dentre as quais a coleta e conservacao, caracterizacdo e avaliacdo
de germoplasma.

Os recursos genéticos constituem uma parte da biodiversidade portadora de genes relevantes
para 0 melhoramento das espécies. Esses recursos sdo usados por meio do germoplasma, material
que forma a base fisica da heranca transmitida de uma geracdo para outra através de células
reprodutivas. Uma amostra de germoplasma representativa da variacdo genética da populacdo ou do
individuo propagado clonalmente, denomina-se acesso (NASCIMENTO, 2008a).

As fontes de coleta sdo feitas em habitat silvestre, em terras cultivadas, na dispensa do
agricultor, em quintal doméstico, no mercado, em feiras livres ou em instituigdo. A raz&o de a coleta
ser realizada nesses locais € devida a variabilidade e diversidade genética, como também a
identificacdo de racas (FORD-LLOYD; JACKSON, 1986; VALOIS, 2011).

Desde a era primitiva 0 homem, apenas com seu conhecimento empirico, ja fazia
diferenciacéo entre as plantas, coletando aquelas de interesse para a sua alimentacéo. O surgimento
da agricultura caracteriza um ponto inicial da coleta de recursos genéticos que evoluiu no decorrer
do tempo. Outro tipo de coleta, sobre a diversificacdo das espécies, surge com o mendelismo
associado a teoria evolutiva de Charles Darwin e, nesta condicdo, Nikolai Vavilov foi um dos
primeiros a compreender a importancia da diversidade dentro das espécies cultivadas e seus
parentes silvestres para 0 melhoramento genético (NASS, 2001).

A coleta dos recursos fitogenéticos é relevante nas espécies nativas devido a possibilidade
de se obter acessos (-subamostras) que podem viabilizar o desenvolvimento de novo cultivo
(CLEMENT, 2001).

A coleta é o principal mecanismo para enriquecer as colecdes de germoplasma. Em se
tratando de espécies nativas, as principais prioridades para coleta sdo: a coleta de germoplasma das

espécies-alvo para estabelecimento de bancos de germoplasma, resgate emergencial de



18

germoplasma em &reas que sofrem modificacGes aceleradas e a identificacdo de novas alternativas
para domesticacdo (OLIVEIRA, 2005)

Para as palmeiras, cujas sementes apresentam comportamento recalcitrante, um dos métodos
de conservagdo mais usual é o “ex Situ” que visa manter amostras representativas de acessos
(populagdes, procedéncias, familias, progénies, etc.) para serem caracterizados, avaliados e
multiplicados, disponibilizando-os para melhoramento genético ou pesquisas correlatas (LLERAS,
1983). Varias espécies de palmeiras nativas passaram ou vém passando, por um processo de coleta,
conservacao e avaliagdo de germoplasma “ex situ” como, por exemplo, as dos géneros
Astrocaryum, Bactris, Cocos, Euterpe, Oenocarpus e Jessenia. Lima (2001) relata que uma das
maiores dificuldades para a conservacdo e 0 manejo racional das espécies vegetais consiste na
caréncia de informacGes sobre 0s niveis e a organizacdo da variabilidade genética em populactes
naturais e bancos de germoplasma, jd que a estrutura genética de uma populacdo determina sua
capacidade de resposta a selecdo natural e, ou artificial. Assim, a avaliacdo da variabilidade
genética é uma das primeiras etapas para que se possa organizar um programa de conservacao ou
melhoramento de qualquer espécie vegetal.

Nascimento e Oliveira (2001) mencionam em seus estudos a realizacdo de coletas de
germoplasma de tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) no periodo de janeiro/1984 a
mar¢o/1988, para a formacdo do Banco de Germoplasma dessa espécie. Nesse periodo foram
coletados trés acessos no Estado do Amapa, 105 em 23 municipios paraenses, e 19 em nove
municipios maranhenses, totalizando 127 acessos. Desses acessos, 122 foram coletados por meio de

frutos e os demais em mudas enraizadas.

1.2.4 Tipos de caracterizagao e avaliacio
1.2.4.1 Morfoagrondmica

A caracterizacdo e avaliacdo sdo atividades essenciais no conhecimento de germoplasma de
qualquer espécie, seja conservando “in situ” ou “ex situ”. Com base nessas atividades se podem
obter informacbes sobre a variacdo do germoplasma subsidios essenciais ao melhoramento
genético.

A caracterizacdo envolve a coleta de caracteres qualitativos, tais como tipo de caule, de
folha, de inflorescéncia, coloracdo de frutos, forma de frutos etc. ja a avaliagdo trabalha com a
mensuracdo de caracteres, sejam eles vegetativos, reprodutivos e de producéo.

Em programas de melhoramento genético, a selecdo de gendtipos com caracteristicas
desejaveis € uma das fases mais importantes, tornando imprescindivel a caracterizacdo e

identificacdo do germoplasma, atividades realizadas pela maioria dos pesquisadores, o que implica,
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tradicionalmente, no uso de descritores botanicos, morfolégicos e agronémicos (BLANK et al.,
2004; CHIORATO, 2004).

A caracterizacdo de germoplasma envolve a descricdo e o0 registro de caracteristicas
qualitativas. Os descritores qualitativos sdo estaveis, de facil mensuracdo, ndo numerosos e de alta
herdabilidade, nos niveis morfoldgicos, citogenéticos, bioquimicos ou moleculares do individuo, os
quais sdo pouco influenciados pelo ambiente em sua expressdo fenotipica.

A avaliacdo tem por objetivo a obtencdo de um nimero limitado de dados agrondémicos e
proporciona resultados que possibilitam a utilizacdo do germoplasma no melhoramento genético.
Usa descritores quantitativos, os quais séo fortemente influenciados pelo ambiente, o que dificulta a
selegdo, uma vez que possuem baixa herdabilidade, frequentemente estdo ligados as caracteristicas
de valor econdmico e contribuem para o processo de adaptacdo e producdo de genotipos Por meio
da avaliacdo morfoagronémica, € possivel identificar quais materiais possuem caracteristicas
genéticas desejadas e quantificar a variabilidade e a diversidade, o que possibilita a selecdo de
genotipos promissores, seja para a indica¢do de cultivo ou para a sua utilizagdo nos programas de
melhoramento genético e, ou atender demandas de mercado (VALLS, 2007).

A avaliacdo é atividade fundamental para o aproveitamento do germoplasma, podendo ser
realizada em niveis morfoldgicos, citogenéticos e genético bioquimico. Tais atividades permitem
discernir, entre 0s acessos disponiveis quais possuem caracteristicas desejaveis para atingir 0s
objetivos propostos, tanto em nivel de pesquisa basica quanto aplicada, e ainda asseguram a
manutencdo de banco de dados sobre os acessos ndo utilizaveis no momento, mas que podem
apresentar importancia estratégica no futuro (LLERAS, 1983).

A avaliacdo é composta das fases preliminar e complementar. A avaliacdo preliminar é
direcionada para o registro de um numero adicional limitado de caracteristicas tidas como
convenientes, por consenso dos utilizadores de determinada cultura, como ciclo, altura da planta,
porcentagem de germinacdo e resisténcia a doenca. Enquanto a avaliacdo complementar expressa a
qualidade, a tolerancia e a produtividade (SOBRAL, 2009).

Na selecdo de gendétipos potencialmente Uteis € comum o emprego de critérios
morfoagrondmicos, para identificacdo das variedades que podem apresentar grande diversidade
fenotipica relacionada a divergéncia genética de uma espécie cultivada. Nesse processo, € muito
importante a elaboracdo de listas de descritores, pois sdo essenciais para a caracterizacdo e
avaliacdo de germoplasma. Os descritores selecionados referem-se aos atributos ou caracteres
observados ou mensurados no germoplasma. No banco de germoplasma, o descritor € uma
particularidade que permite discriminar um acesso do outro de uma mesma cultura (VALOIS,
2011).
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Na pagina eletronica da Bioversity International vinculada ao CGIAR (Consultative Group
on International Agricultural Research), ha listas completas de descritores, principalmente para a
maioria das espéecies de importancia econdémica. Entretanto, para o inajazeiro ainda nao ha nenhuma

lista de descritores disponivel.

1.2.4.1.1 Anédlises disponiveis

Na avaliacdo da divergéncia genética entre genotipos, duas técnicas podem ser empregadas,
a biométrica, que utiliza a andlise dialélica, que avalia a capacidade de combinagdo entre os
genitores e a heterose manifestada nos hibridos resultantes do cruzamento. Porém, em plantas
perenes, a aplicacdo desta técnica ndo é adequada, devido ao alto custo e ao longo prazo de
execucdo. Outra técnica sdo os métodos preditivos, que utilizam métodos multivariados como
analise por componentes principais, medidas de distancia e anélise de agrupamento, entre outros,
tendo por base as variagbes morfoldgicas, fisiologicas e moleculares entre 0s genitores na
determinacdo da divergéncia genética (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2006).

1.2.4.1.1.1 Estatistica descritiva e analise univariada

As analises descritivas e univariada sdo utilizadas como forma de quantificar a variacao
fenotipica em germoplasma obtidos de populacbes naturais e de Bancos e/ou Colecdes de
Germoplasma instalados sem obedecer a nenhum delineamento experimental. Estas situa¢es séo
comuns em germoplasma de espécies perenes, principalmente de palmeiras nativas, as quais
ocupam grandes areas (OLIVEIRA, 2005).

Oliveira e Muller (1997) caracterizaram e avaliaram 35 acessos do género Astrocaryum,
denominadas de tucumanzeiro, instalados na colecdo de germoplasma da Embrapa sem
delineamento experimental. Esses autores utilizaram descritores como habito de crescimento e
arquitetura do estipe, numero de estipes/planta, nimero de estipes reprodutivos, comprimento de
cinco entrends, circunferéncia do estipe, nimero de espinhos/estipe, nimero de espinhos na bainha
foliar, no raquis foliar, no peciolo foliar, na nervura e na borda dos foliolos. Detectaram desde
planta ainda acaule, com estipes solitarios e de perfilhamento abundante, 48,6% dos acessos com
média superior a colecdo (4,4 estipes/planta). Oito acessos ainda ndo haviam frutificado,
ocasionando valor maximo de nove estipes frutiferos/planta, com média de 1,6. A variagdo para 0
comprimento de cinco entrends, nos acessos com estipe, foi de 70 a 135 cm, enquanto para a
circunferéncia foi de 45 a 97,5 cm.

Uzzo et al. (2002), em uma populacdo de palmeiras real australiana (Archontophoenix spp.)

com 30 meses de cultivo, avaliaram seis caracteres relacionados ao crescimento e seis caracteres
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componentes da produgdo de palmito através de analises de variabilidade, correlacdo e regressao
multipla. Entre os doze caracteres, 0 peso do corac¢do, o peso do palmito, e palmito mais banda,
mostraram maior variabilidade (CV acima de 53%). Menor variabilidade foi encontrada para os
caracteres diametro do palmito e comprimento da quarta folha (CV entre 22 e 26%). O peso, 0
didmetro e o comprimento do palmito mostraram-se positivamente correlacionados com a altura e o
didmetro da planta. Entre os caracteres vegetativos ndo destrutiveis avaliados, a altura da planta foi
a que mais contribuiu para a variacdo apresentada pelo peso total do palmito.

Oliveira (2001) avaliou frutos de dez acessos de tucumazeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) a
fim de encontrar variacGes fenotipicas para as caracteristicas tais como: didmetro longitudinal (DL)
e transversal (DT), pesos do fruto (PF), da polpa ou mesocarpo (PP), e da semente (PS), e as
espessuras do mesocarpo (EM), do endocarpo (EE) e da améndoa (EA), tendo constatado variagdes
consideraveis para todas as caracteristicas, podendo-se destacar o peso da polpa, do fruto e da
semente, que alcancaram 32,1%, 28,3% e 28,3%, respectivamente. Os frutos mostraram em media,
peso de 37,4 g e diametros distintos, sendo o longitudinal de 38,6 mm e transversal de 28,8 mm,
tendo possivelmente de formato ovalado e com alto rendimento de polpa (67,9%). As espessuras do
mesocarpo, endocarpo e améndoa foram de 5,6 mm, 3,4 mm e 6,3 mm, respectivamente com
apenas a améndoa apresentando valor abaixo do desejavel (1,5 mm).

Padilha e Oliveira, (1997) estudaram dez caracteres morfoldgicos e de producdo de palmito
em acessos de pupunheira (Bactris gasipaes Khunt.) para cada planta existente nos acessos, sendo
que os caracteres quantitativos foram analisados por meio de estatistica descritiva envolvendo
amplitudes de variacdo, médias e coeficientes de variacdo, e os qualitativos, em percentagens.
Constataram-se elevadas variacfes fenotipicas em todos os caracteres (CV's acima de 160%),
podendo-se destacar o numero de perfilhos por planta e espinhos no estipe com 54,41 e 78,34%,
respectivamente. Todos os acessos mostraram bom perfilhamento, possuindo média acima de
quatro perfilhos/planta. Trés acessos tiveram as maiores percentagens de plantas sem espinhos na
bainha e no raquis. Bovi et al. (1997 b) também constatam em estudo envolvendo acessos de
pupunheira obtidos do INPA, variacbes fenotipicas em progénies para 0s caracteres de
desenvolvimento vegetativo como: diametro, altura nimero de folhas, numero de perfilhos, area
foliar, presenca ou auséncia de espinhos e fitossanidade em nivel de viveiro. A avaliagdo prossegue,
com 0s mesmos parametros em nivel de campo, incluindo-se dados de biologia floral, sistema
reprodutivo e caracterizacdo de frutos. A qualidade geral do palmito foi avaliada em alguns estipes,
enquanto a potencialidade das diferentes familias para a producdo de palmito foi avaliada nos

ensaios de progénies de meios-irmaos instalados em trés localidades.
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Oliveira, Mota e Carvalho (1992), caracterizaram e avaliaram germoplasma do complexo
Oenocarpus/Jessenia tendo constatado que o periodo germinativo das progénies de Oenocarpus
alcancou, em média, 47 dias, enquanto as de Jessenia, 76 dias. A percentagem e velocidade de
emergéncia foram elevadas, destacando-se as espécies J. bataua (Mart.) Burret, O. minor Mart. e O.
mapora Karsten, com a maioria das progénies, atingindo 100% de emergéncia e indice de
velocidade de emergéncia (IVE) variando de 0,7 a 2,5 dias. As avaliagdes da fase de viveiro
mostraram que as espécies O. minor Mart., O. mapora Karsten e algumas progénies de J. bataua
(Mart.) Burret e O. distichus Mart. alcancaram bom desenvolvimento vegetativo, com altura
variando de 15,0 a 19,9 cm, e circunferéncia de 20,0 a 29,6 mm, dando um indice de mortalidade
em torno de 2%.

Oliveira e Muller (1997) ao avaliarem seis descritores nas espécies do género Oenocarpus,
observaram que 56% dos acessos apresentavam estipe solitario. Entretanto, houve variacdo de 1 a
27 estipes entre as plantas, alcancando média de 3,3 estipes/plantas. Trés acessos mostraram
perfilhamento abundante, com média de 16; 16,8; 17,6 estipes. Apenas 38,5% dos acessos haviam
iniciado frutificacdo, acarretando elevada amplitude de variacdo para o nimero de estipes em fase
reprodutiva (0 a 26 estipes). O carater comprimento de cinco entrenos teve amplitude de variacdo de
79 cm, com média de 65,6 cm. Treze acessos tiveram medias superiores aos demais, possuindo
entren6s longos, enquanto dois exibiram as menores medias (39 cm), caracterizando entrenos
curtos. Ja a circunferéncia do estipe apresentou amplitude de variacdo de 20 cm (finos) a 99 cm
(grossos).

Farias Neto e Queiroz (2000) avaliaram 31 progénies de meio-irmé&os de pupunheira para 0s
caracteres altura da planta (AP), didmetro da planta a altura do colo (DPC), diametro médio do
palmito (DP), tamanho do palmito (TP) e peso do palmito de primeira qualidade ou tipo exportacéo
(PP) por meio de analise de variancia univariada e correlacdes. Constataram altos coeficientes de
correlacdes fenotipicas simples (>80%) entre os caracteres foram obtidos. Coeficientes de
correlagdes parciais positivos e altamente significativos foram encontrados entre os caracteres: AP X
DPC (58,6), PP x DP (52,8), TP x DPC (41,8) e DPC x DP (34,7), e significativa para PP x AP
(28,1) e PP x TP (25,7), sugerindo gue a selecdo em um deles promovera variacdes nos demais.

Silva (2005) avaliou caracteres vegetativos em um ensaio de progénies de bacabi
(Oenocarpus mapora) estabelecido em sistema agroflorestal por meio de analise de variancia
univariada tendo encontrado variagdes fenotipicas entre progénies para varios caracteres, como
também obteve pardmetros genéticos para essas condicoes.

Para o inajazeiro ndo ha relatos na literatura de trabalhos envolvendo a avaliagdo de

germoplasma por caracteres morfoagrondmicos utilizando tais analises.
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1.2.4.1.1.2 Analises multivariadas

A objetividade da pesquisa cientifica s6 comeca depois da escolha das variaveis e das
metodologias de analise, antes disto a atividade cientifica € completamente subjetiva. Os caracteres
analisados por estatistica univariada apresentam menor precisdo na selecdo de genotipos superiores,
na determinacdo da diversidade fenotipica e genética, nas medidas que visem a reducdo de custos e
na otimizacao de colecbes (PEREIRA, 1989). Geralmente, as variaveis sdo correlacionadas entre si
e quanto maior o numero de varidveis, mais complexa torna-se a analise por métodos comuns de
estatistica univariada.

A estatistica multivariada corresponde a um grande nimero de metodos que utilizam
simultaneamente todas as varidveis na interpretacdo teodrica do conjunto de dados obtidos,
colocando em evidéncia as associacdes, semelhancas ou diferencas entre elas e sintetizacdo da
estrutura de variabilidade dos dados, com perdas minimas de informacéo. A principal justificativa
para a utilizagdo da analise multivariada € o fato de nenhuma variavel conseguir, individualmente,
caracterizar de maneira adequada o elemento amostral ou mesmo discriminar os fatores em estudo
com relacdo a qualquer critério empregado individualmente na analise (MINGOTI, 2007;
SARTORIO, 2008; STAHELIN et al., 2011).

Os métodos de analise multivariada tém finalidades bem diversas entre si e sdo escolhidos
de acordo com os objetivos da pesquisa. Quando o interesse &, especificamente, selecionar
descritores morfoagrondmicos quantitativos e estimar a divergéncia genética no trabalho, destacam
se 0s métodos de andlise por componentes principais (ACP) e analise por agrupamento (AA)
(MOITA NETO, 2004).

Outras técnicas de analise multivariada sdo utilizadas como a analise de correspondéncia e
varidveis canoénicas. Para dados discretos, originados de varidveis categdricas, em tabelas de
contingéncias, a analise de correspondéncia € apropriada (JOLLIFFE, 2007; SILVA, 2008). A
andlise de variaveis candnicas é adequada para dados quantitativos provenientes de experimentos,
realizados de acordo com os principios basicos da experimentagdo, onde sdo obtidas as matrizes de
covariancias fenotipicas e covariancias residuais, estimando-se os residuos, 0 que pouco acontece
em caracterizacdes de germoplasma com muitos dados (CRUZ; CARNEIRO, 2006).

Um aspecto importante na utilizacdo dessas técnicas € a padronizacdo dos dados, que,
geralmente, se apresentam com medidas ou escalas diferentes, os quais podem distorcer a estrutura
dos componentes ou agrupamentos, ou seja, a variavel que possuir maior dispersao tem um peso
mais elevado, influenciando as técnicas de componentes principais e agrupamento (FAVERO et al.,
2009). A padronizacdo faz com que seja atribuido 0 mesmo peso para cada variavel. Ha varios

métodos de padronizagdo como o escore padrdo ou variavel reduzida (Z), em que a variavel
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transformada apresenta média O e desvio padrdo 1; range (-1 a 1), em que a varidvel padronizada
tem amplitude 1; range (0 a 1), a varidvel padronizada apresenta variacdo de 0 a 1; maxima
amplitude, a variavel transformada assume o valor maximo de 1; média 1, transforma a variavel de
maneira que apresente média 1, e desvio padrdo 1, transforma a variavel de forma que apresente
desvio padrdo 1 (FAVERO et al., 2009).

Anélises multivariadas vém sendo utilizadas em diversas espécies agrossilviculturais como o
cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (ALVES et al., 2003), algoddo, Gossypium hirsutum,
(CARVALHO et al., 2003) e guaranazeiro, Paulinia cupana (NASCIMENTO FILHO et al., 2001;
SOUSA, 2003), contribuindo para maiores conhecimentos do germoplasma. Para palmeiras esses
métodos vém sendo aplicados em pupunheira, Bactris gasipaes (MARTEL et al., 2003); acaizeiro,
Euterpe oleracea (OLIVEIRA, 2005); dendezeiro, Elaeis guineensis Jacg. (SANTOS, 2010) e
macauba, Acrocomia aculeata (MANFIO, 2010). Em literatura disponivel ndo foi encontrado

relatos dessas técnicas em inajazeiro.

- Anélise de componentes principais (ACP)

A ACP ¢é uma técnica multivariada de interdependéncia aplicada a uma matriz de dados
multidimensionais com o propoésito de sintetizar o nimero de varidveis originais e inter-relacionada,
mediante a representacdo por um novo conjunto de variaveis ndo correlacionadas entre si,
denominadas de componentes principais, com perda minima da informacdo original (variancia).
Desta forma, a variancia contida em p varidveis iniciais é substituida pela informacao presente em k
< p componentes principais (JOLLIFFE, 2007).

Os componentes principais sdo as novas varidveis geradas através dessa transformacéo
matematica especial realizada sobre as varidveis originais. Cada componente principal é uma
combinacdo linear das varidveis observadas, de maneira a maximizar a variancia total explicada.
Duas sdo as caracteristicas dos componentes principais que os tornam mais efetivos que as variaveis
originais para a analise do conjunto das amostras. A primeira € que as variaveis originais podem
guardar entre si correlacdes que sdo suprimidas nos componentes principais, tornando-0s ortogonais
entre si, ndo correlacionados. Deste modo, cada componente principal traz uma informacéo
estatistica diferente das outras. A segunda caracteristica € que as variaveis originais ttm a mesma
importancia estatistica, enquanto que 0s componentes principais tém importancia estatistica
decrescente, de modo que o primeiro componente principal é o mais importante, porque retém a
maior proporc¢do da variancia total, o segundo explica uma quantidade de variancia menor e, assim,
sucessivamente (HAIR et al., 2009).
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Obtidos os componentes principais, 0s genétipos podem ser representados como uma nuvem
de pontos em um sistema de eixos ortogonais. A avaliagdo da diversidade por analise de
componentes principais apresenta uma boa visualizacdo grafica quando a variancia total distribui-se
nos dois ou trés primeiros componentes principais. A variabilidade entre os caracteres avaliados é
bem explicada somente por estes componentes, facilitando a interpretacdo, permitindo a
representacdo grafica em 2D ou 3D, onde os eixos sdo formados pelos escores dos respectivos
componentes. No caso desse limite ndo ser atingido, a analise € complementada com dispersdes
graficas tomadas em relagdo aos componentes sucessivos. A representacéo grafica permite observar
se 0s individuos estdo dispostos de forma homogénea ou se alguns estdo dispersos fora da nuvem
central de pontos (outliers). A ACP é sensivel a presenca de outliers, podendo prejudicar a
qualidade dos resultados, é recomendavel verificar se houve engano na digitacdo dos dados, caso
contréario, podem-se formar grupos isolados com esses individuos atipicos (CRUZ; CARNEIRO,
2006).

A ACP, na éarea de recursos fitogenéticos, tem sido usada para a avaliacdo da diversidade
fenotipica, avaliar uniformidade em cultivos, estimar variabilidade total disponivel em um grupo de
gendtipos e na discriminacdo de caracteres mais importantes, de modo a descartar aqueles que
pouco contribui para a variancia total, reduzindo o ndmero de caracteres utilizados na
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma (CRUZ; CARNEIRO, 2006).

Na utilizacdo da técnica de ACP, ha necessidade de decidir sobre o numero de componentes
principais. Ha varios critérios que podem auxiliar na tomada de decisdo tais como: o da raiz latente
(critério de Kaiser), do gréafico scree plot e da porcentagem de variancia. Pelo critério da raiz latente
escolhe-se 0 nimero de componentes a reter, em funcdo do nimero de autovalores acima de um,
pois, no minimo, o componente deve explicar a variancia de uma variavel original; e deve ser usado
quando os componentes sdo determinados a partir da matriz de correlacdo e, portanto, ndo podem
ser interpretados individualmente. O critério do scree plot é usado para identificar o nimero étimo
de componentes, com base na construcdo de um gréfico, onde os autovalores sdo plotados no eixo Y
e 0 numero de componentes no eixo X, de acordo com a ordem de extracdo. A partir do ponto em
que o grafico passa a se tornar mais horizontal reflete o indicativo maximo do ndmero de
componentes a ser extraido. Pelo critério da porcentagem da variancia, escolhe-se um nimero
minimo necessario cujo somatdrio das porcentagens atinja um valor desejado, geralmente o valor é
entre 70 e 80 %, sendo este critério o mais utilizado (FAVERO et al., 2009).

Martel et al. (2003), utilizando a analise de componentes principais, em 15 descritores
morfoldgicos avaliados em 80 acessos de trés racas amazonicas de pupunheiras (Bactris gasipaes

Kunth) ao longo dos rios Amazonas e Solimdes, no Banco de Germoplasma do INPA, Manaus-AM,
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verificaram que os dois primeiros componentes explicaram 59,2 % da variagéo e sete descritores
foram descartados por contribuirem pouco, em termo de variagdo, no conjunto de descritores
avaliados.

Ruiz e Alencar (2004), empregando os componentes principais em 10 variaveis fenoldgicas
e seis meteoroldgicas da palmeira pataud (Oenocarpus bataua Martius) na Reserva Florestal
Adolpho Ducke em ecossistema de terra-firme, Manaus-AM. Constataram que 0s dois primeiros
componentes explicaram 89,6 % da variabilidade total. Dentre as 16 variaveis avaliadas, a
precipitacdo e a insolacdo foram as variaveis abioticas que apresentaram alto poder discriminatorio
na formacéo da variagdo dos primeiros componentes.

Oliveira, Ferreira e Santos (2006) aplicaram a andlise de componentes principais em 87
acessos de acaizeiro da colecdo de germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, em 28
descritores morfoagron6micos e observaram que a variancia ndo Se concentrou em poucos
componentes, como nos casos anteriores, sendo que os dois primeiros componentes explicaram 35,8
% da variacao total, que ficou diluida até o décimo sétimo componente principal, respondendo por
96,77 % de toda a variacdo disponivel na colecdo de germoplasma e que nenhum deles, sozinho, foi
capaz de resumir um volume de informacdo satisfatorio. Esses autores descartaram seis caracteres
por apresentarem alta correlacdo com caracteres selecionados.

Santos (2010), estudando, por meio de componentes principais, populagdes subespontaneas
constituidas de 85 arvores de dendezeiro, com base em cinco variaveis selecionadas ao acaso em
trés ambientes divergentes para topografia e tipo de solos na regido baixo sul da Bahia, no
municipio de Taperoa-BA, numa area de aproximadamente 100 ha (100 plantas/ha) verificou que 0s
dois primeiros componentes explicaram 58 %, 65 % e 61 % da variagéo total dos dados para os
ambientes de Baixada, Mamédio e Beira Mar, respectivamente.

Ressalta-se que a distribuicdo da variancia pode estar correlacionada a natureza e ao nimero
de caracteres utilizados na anélise, havendo concentra¢do nos primeiros componentes, quando se
analisam poucos caracteres agronémicos ou de um mesmo grupo, como de plantas, floragéo, frutos
e agrondmicos (BARROS, 1991; PEREIRA, 1989; VENCOVISKY; CRUZ, 1992)

- Descarte de caracteres

A ACP também tem sido utilizada como ferramenta para o descarte de variaveis que pouco
contribui para a diferenciacdo de genotipos. O descarte de caracteres redundantes, através da ACP,
surgiu a partir da metodologia proposta por Jolliffe (1972, 1973), que avaliou varios métodos de
descarte de variaveis reais e simuladas. Dois métodos, com base em correlacdo mdaltipla, dois

baseados em andlise de agrupamento e quatro utilizando a ACP. Com base nesta Gltima técnica,
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concluiu que os resultados mais apropriados foram obtidos quando o nimero de caracteres a ser
descartados fosse igual ao nimero de componentes principais de autovalor (variancia) inferior a 0,7.
Mardia, Kent e Bibby (1979) complementaram este método, indicando para eliminacdo o carater
que apresentasse 0 maior coeficiente de ponderacdo em valor absoluto (autovetor) associado ao
componente principal de menor autovalor a partir do Ultimo componente até o limite de 0,7. Cruz
(1990) chamou este método de selecdo direta.

Comumente, a caracterizacdo da variabilidade de germoplasma tem sido feita por um grande
numero de caracteres, em razdo de ndo se conhecer a contribuicdo de cada um. Este fato acarreta
maior custo, mao de obra e tempo. Ha necessidade de eliminar os caracteres considerados
redundantes, por estarem correlacionados a outros, uma vez que concentram pouca informagao, sem
perda consideravel na precisdo da caracterizacdo, principalmente se forem de dificil mensuracéo,
baixa variabilidade e estabilidade de expressdo. Pereira (1989) foi o primeiro a utilizar esse método
estudando 28 descritores botanicoagrondmicos em 280 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
mandioca, da Embrapa, descartando 50 % desses descritores, havendo reducdo do trabalho e
simplificacdo na interpretacdo dos dados.

Cury (1993), em trabalho sobre avaliacdo de 30 acessos de mandioca, com base em 20
caracteres, procedeu ao descarte de varidveis de acordo com a proposta realizada por Jolliffe (1972,
1973) e Mardia, Kent e Bibby (1979), porém, introduziu como modificacdo em que a cada descarte,
0 conjunto de dados remanescentes fosse novamente reanalisado, obtendo-se, assim, novos
autovalores e autovetores. A andlise continuava até ndo ser mais possivel diferenciar os maiores
autovetores no ultimo componente principal, ou pela inconsisténcia de descartar caracteres ndo
redundantes. Ao final de cada analise era observada a matriz de correlagdes fenotipicas para auxiliar
na eliminacdo dos caracteres redundantes. Nesse trabalho, quando a avaliacdo foi realizada sem
modificacdo da metodologia original, o descarte foi de 65 % dos descritores. Entretanto, com 0 uso
da metodologia modificada, houve um descarte de apenas 30 % dos descritores, sem perda
significativa de informag&o e concluiu que o nimero de descritores a ser descartado ndo deve ser
pré-fixado, como na selecdo direta. Cruz (1990) denominou esta metodologia de selecdo com
reandlise.

Strapasson (2000) também modificou a metodologia da sele¢éo direta quando trabalhou com
um numero de acessos inferior ao nimero de caracteres que estavam distribuidos em cinco grupos,
avaliando cada um desses grupos com base na metodologia da selecdo direta, descartando os
redundantes. Posteriormente, com os descritores pré-selecionados, de cada grupo, efetuou uma

Gltima analise para definir o conjunto final de descritores e verificou que, de 40 caracteres
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avaliados, apenas oito foram importantes na caracterizacdo dos acessos, com reducdo de 86 %
desses caracteres.

Martel et al. (2003) analisaram 15 descritores morfologicos em 80 acessos de pupunheira,
com base na metodologia modificada por Cury (1993). E eliminaram 33,33% dos descritores
avaliados. Oliveira Ferreira e Santos (2007), também usaram a metodologia modificada por Cury
(1993) em 87 acessos de acaizeiro da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, avaliados para 28
descritores morfoagrondmicos, obteveram uma reducéo de seis caracteres, correspondendo a 21,43
%, proporcionando menores custos e trabalho na caracterizacao e avaliacdo de acaizeiro para frutos.
Quando usaram a selecdo direta, foram descartados 18, equivalendo a 64,28 % dos caracteres.

No descarte dos descritores redundantes foram adotados trés procedimentos: o primeiro é a
selecdo direta (JOLLIFFE, 1972, 1973; MARDIA; KENT; BIBBY, 1979), bastante usada para a
eliminacdo de caracteres de germoplasma, principalmente quando se trabalha com caracteres
morfoagrondmicos, com elevado nimero de acessos. O segundo adotado é a sele¢do direta com
reandlise, observando a correlacdo de Pearson (CURY, 1993), o que confere maior seguranca na
eliminacdo dos descritores redundantes. O terceiro é o de Strapasson (2000), indicado quando o
numero de acessos € inferior ao nimero de caracteres.

O uso de componentes principais para eliminacdo de caracteres redundantes é criticado por
alguns pesquisadores, uma vez que podem ser descartadas algumas varidveis que possuem pesos
elevados nos primeiros componentes que, frequentemente, detém a maior parte da variancia total
(PEREIRA, VENCOVSKY e CRUZ, 1992). A eficiéncia do descarte é feita comparando o poder
discriminante do conjunto de descritores originais com os dos descritores selecionados (ALVES et
al., 2003). Cury (1993) avaliou a eficiéncia do descarte comparando 0s agrupamentos dos acessos,
com base nos caracteres originais e selecionados, através do método de otimizacdo de Tocher e
concluiu que a perda de variancia é normal no descarte, quando se trabalha com muitos caracteres.

Em acaizeiro Oliveira et al., (2006) avaliando 87 acessos, com base em 28 caracteres do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA. Verificaram que 0s
selecionados foram capazes de quantificar a diversidade fenotipica formando um nimero maior de
grupos, pelo método de Tocher, sem perda significativa de informacéo.

Além desses métodos, outras metodologias sdo utilizadas para fazer comparacdo dos
agrupamentos de forma a avaliar a eficiéncia de descarte como o uso de dendrograma (BEKELE et
al., 1994) e também por meio de medidas de similaridade, atravées de estimativas do coeficiente de
correlagdo entre os pares de componentes (r;) e entre dois conjuntos de componentes (Qj).
Strapasson (2000) utilizou esta Gltima metodologia trabalhando com um ndmero de acesso inferior

ao numero de caracteres.
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1.2.4.2. Molecular

1.2.4.2.1 Marcadores Moleculares disponiveis

A variabilidade genética é consequéncia das variagcdes que ocorrem nas sequéncias de DNA
e a forma direta de acessar essa variacdo é a andlise molecular (WHAUG, 1997; FERREIRA,
2001). Com o refinamento das técnicas moleculares e a ampliagdo do conhecimento em genética
molecular, tem sido aceito que as informacdes geradas com base no polimorfismo do DNA
fornecem a melhor base para a estimativa da diversidade genética, o que tem sido largamente feito
por meio dos marcadores moleculares (WHAUG, 1997).

Os marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos, conforme a
metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou amplificacgio de DNA. Entre o0s
identificados por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism”) e minissatélites ou locos VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats”). Ja
aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores do tipo: RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”); SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”); SSR (“Simple
Sequence Repeats”) Microssatélite ¢ AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism™)
(MILACH, 2002).

As técnicas moleculares avancaram, sobretudo com o surgimento da técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”, reacdo em cadeia da polimerase). Essa técnica consiste numa
reacdo bioquimica em que uma pequena e especifica regido do genoma submetida a ciclos
consecutivos de sintese de DNA dupla fita é amplificada. Em outras palavras, a reacdo de PCR
envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias dupla fita de um segmento especifico de
DNA, na presenca da enzima Tag DNA polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987).

Durante a reacdo de PCR ocorre o anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) que delimitam a sequéncia de
DNA de fita dupla alvo de amplificacdo. Esses “primers” ou iniciadores sdo sintetizados
artificialmente de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares as
sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Entre as técnicas moleculares citadas, uma das mais utilizadas e bem sucedidas sdo 0s
microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeats”). Sdo pequenas seqiiéncias de um a quatro
nucleotideos de comprimento, repetidos em sequiéncia e amplamente distribuidos dentro do genoma
de todos os organismos (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998; Li et al., 2002). Por serem
altamente polimérficos, multialélicos e codominante (ambos os alelos sdo visualizados), passaram a
ser amplamente utilizado nos mais variados tipos de estudos envolvendo genética de populactes
(AL-RABADah et al., 2001; OLSEN & SCHAAL, 2001; LEMES et al., 2003; ASHWORTH et
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al., 2004; ZENGA et al., 2004). Evolutivamente, estes marcadores se encontram distribuidos de
maneira ndo aleatdria nos genomas, sendo que sua grande maioria associada a regides nao
codificantes de genes. Embora pouco ainda se tenha de certeza sobre suas fungdes (LI et al., 2002;
LI et al., 2004). Apesar das indiscutiveis vantagens, o desenvolvimento de microssatélites demanda
trabalho e estrutura laboratorial mais complexa, 0 que onera a técnica e demanda outros marcadores
que sejam mais baratos e de rapida execucao.

Neste contexto que se torna importante o marcador RAPD. Baseada no PCR, a técnica
RAPD (“Randomly Amplified Polimorphic DNA”) ou DNA polimorfico amplificado ao acaso é na
verdade uma variante da técnica de PCR, ja que em vez de dois “primers” especificos utiliza-se
apenas um de sequéncia arbitraria e de menor tamanho (WELSH & MCCLELLAND, 1990;
WILLIAM et al., 1990).

A formacdo do marcador RAPD é baseada na probabilidade de que uma sequéncia de DNA
homologa e curta, poderia ocorrer em diferentes pontos do DNA no genoma, dentro de uma
distancia que seria passivel de amplificacdo por PCR. Como o resultado € a presenca ou auséncia de
banda amplificada, o marcador RAPD torna-se dominante, o que gera a impossibilidade da deteccédo
direta do heterozigoto (WAUGH, 1997; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). De modo que, a
presenca de uma banda no gel identifica individuos homozigotos dominantes (AA) e heterozigotos
(Aa), ndo permitindo a diferenciagédo entre eles como ocorre nos marcadores ditos codominantes
como as isoenzimas e, principalmente, os microssatélites. O homozigoto recessivo (aa) é
identificado pela auséncia da banda. Além do que, outra desvantagem € a baixa reprodutibilidade
dos resultados de algumas bandas em ensaios posteriores (YU & PAULS, 1992).

Em funcdo destas desvantagens, analises com marcadores RAPD tém gerado muitas
discussbes a respeito de sua eficacia, sendo, inclusive hoje considerado um marcador pouco
informativo. Muitas comparacdes tém sido feitas entre a utilidade do RAPD e outros tipos de
marcadores para examinar a distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre populacbes
(SCHIERENBECK et al., 1997). Apesar destas consideracfes, a técnica RAPD tem vantagens
ainda muito atrativas para analises genéticas se utilizado com critério, (LYNCH & MILLIGAN,
1994; GEBUREK, 1997; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; BUSSEL, 1999). Se comparado,
por exemplo, ao marcador mais utilizado ultimamente (microssatélites) o marcador RAPD € mais
simples do ponto de vista de estrutura laboratorial e treinamento de recursos humanos o que o torna
mais barato e rapido, possui uma direta transferibilidade dos primers entre espécies, ndo precisa
utilizar material radioativo nem desenvolver biblioteca de sondas, assim como ndo ha necessidade

do conhecimento prévio das regides do genoma a serem amplificadas e, por fim, apresentam alto
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polimorfismo, caracteristica importante para um marcador molecular (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Para utilizar os marcadores RAPD, de maneira eficiente, devem-se levar alguns fatores em
consideracdo. Uma das formas de reduzir o efeito de dominancia seria 0 uso de um nimero grande
de loci (mais que trinta) e usando técnicas de analises de dados como a descrita por Lynch &
Milligan (1994), onde a subestimativa dos alelos recessivos € compensada. Estas correcbes
assumem o equilibrio de Hardy-Weinberg para uma indireta estimativa das frequéncias alélicas e
assim o0s demais parametros que dependem destas como Fst, distdncia de Nei (1972) e
heterozigosidade (H). Os mesmos autores, por outro lado, pontuam que os erros de desvios
decorrentes destas aproximagdes e estimativas podem ocorrer e dependem, entre outras coisas, do
nimero de amostras, sobretudo quando sdo realizados estudos de estruturas genéticas com o
marcador dominantes. E importante também, aumentar o rigor e os cuidados no momento da
interpretacdo dos resultados. No caso da falta de reprodutibilidade, tem-se sugerido maiores
cuidados no momento das leituras dos dados e a utilizacdo de padrbes ou critérios bem definidos no
momento de observar as bandas (WEISING et al., 1995; GRATTAPAGLIA, 1997). No caso
especifico dos tratamentos estatisticos e analise da distribuicdo da diversidade entre e dentro dos
mais variados niveis hierarquicos como popula¢des ou grupos ou ainda regides, basicamente tem
sido feita a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) descrita inicialmente por Excoffier et al.
(1992) testado por Huff et al. (1993) e seguidamente utilizada na maior parte dos trabalhos com este
marcador (YEH et al., 1995; GILLIES et al., 1999; JORDANO & GODOQY, 2000; REIS &
GRATTAPAGLIA, 2004).

Com todas estas consideragfes e cuidados, tem-se conseguido bons resultados com este
marcador para muitas espécies florestais ja estudadas (HUFF et al., 1993; YEH et al., 1995;
GILLIES et al. 1999; CARDOSO et al., 1998; BUSSEL, 1999; MITCHELL & RIVEIRA, 1998;
SCHIERENBECK, et al. 1997; JORDANO & GODOY,2000).

Wadt, (1997) avaliou a divergéncia genética em coqueiro (Cocos nucifera L) usando
marcadores RAPD em amostras individuais e compostas, a técnica mostrou-se adequada para
avaliacdo de divergéncia e variabilidade genética em coqueiros, permitindo inclusive, conhecer com
relativa precisdo, o nivel de homozigose média dos individuos de cada populagdo. Dentre 0s
iniciadores utilizados, 24 apresentaram bom padrdo de bandas, sendo os mesmos considerados na
presente andlise. Os 24 iniciadores geraram 127 locos polimorficos e 61 monomorficos.

Sawazaki et al. (1998) estudaram a variabilidade genética em algumas espécies e ecétipos de
palmeiras dos géneros Euterpe, Bactris, Elaeis e Syagrus, mediante polimorfismo enziméatico em

gel de poliacrilamida e polimorfismo de DNA com base na amplificacdo de segmentos de DNA ao
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acaso, denominado RAPD, verificando grande variabilidade genética interespecifica, comprovada
pelos dendrogramas UPGMA, com reconhecimento de hibridos, sendo que os resultados dos
marcadores RAPD comprovaram os das isoenzimas com maior eficacia, pois possibilitaram
facilmente a andlise de grande nimero de marcadores genéticos. Costa, Oliveira e Moura, (2001)
avaliaram a variabilidade genética em gendtipos de acaizeiro (Euterpe oleraceae Mart.) através de
marcadores RAPD analisando 160 primers, obtiveram um total de 83 primers polimorficos,
mostrando-se viaveis para o estudo da diversidade genética.

Costa, Oliveira e Ohaze, (2004) avaliaram a divergéncia genética entre acessos de acaizeiros
com base em marcadores RAPD, que apresentavam variagdo para a coloracdo de frutos, utilizando
12 primers, os quais geraram 161 bandas polimérficas verificando variabilidade potencial para o
programa de melhoramento genético.

Ja Oliveira, et al. (2007) caracterizaram a diversidade genética entre acessos de acaizeiro por
meio de marcadores RAPD, analisando 116 acessos conservados na colecdo de germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA com base em 28 primers, detectando 263 produtos de
amplificacdo, com média de 9,4 bandas por primers com alta variabilidade genética entre esses
acessos. Estudos da diferenciagdo genética entre procedéncias de acaizeiros por marcadores
moleculares sdo relatados por Oliveira e Silva (2008), onde observaram que a variancia entre
procedéncia foi alta e significativa, correspondendo a 30,12% da variacdo genética, relatam ainda,
que grande parte da variacdo ficou retida dentro dos locais de coletas, evidenciando ampla

variabilidade entre os acessos de cada procedéncia (75,85 %).

1.2.4.2.2 Medidas de similaridade

Na caracterizacdo de germoplasma, ha necessidade de se utilizar medidas de distancias para
se decidir se pares de gendtipos podem ser considerados similares ou ndo. Se cada genotipo possui
informacdes de p variaveis, armazenadas em um vetor, a comparagdo entre vetores pode ser feita
através de medidas métricas. As medidas de dissimilaridade mais apropriadas para dados
quantitativos sdo a distancia euclidiana, a distancia euclidiana média, a distancia generalizada de
Mahalanobis e a distancia de Minkowsky (MINGOTI, 2007; HAIR et al., 2009).

A distancia euclidiana entre dois individuos X; e X; i # j, ¢ definida por:

E
A%%) = | ) (K= X*
A k=1

Onde: X,y é 0 valor da variavel k referente ao individuo i;
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X;, € 0 valor da variavel k referente ao individuo j

Os dois individuos sdo comparados em cada variavel pertencente ao vetor de observacdes e
p € 0 nUmero de variaveis.

Esta medida é afetada pela mudanca na escala de medicGes, pelo nimero de caracteres
estudados e por ndo levar em consideracdo o grau de correlagdo entre os caracteres (CRUZ;
REGAZZI; CARNEIRO, 2004). Para resolver o problema das escalas métricas dos caracteres
padronizam-se os dados, tornando-os independentes de unidades de medida e para contornar a
influencia do nimero de caracteres, deve-se considerar a dissimilaridade média entre pares de
genotipos utilizando a distancia euclidiana média (MINGOT]I, 2007; HAIR et al., 2009).

A distancia euclidiana média entre dois individuos X;. e X3 i # j € uma medida de
dissimilaridade, definida como a raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas entre os pares

de matrizes (i e j) sobre p caracteres. A expressao matematica é:

BE
A0%) = [ = X0’
A k=1

Corresponde a raiz do numero de pares discordantes sobre o nimero total de pares. Neste
caso, quanto menor o valor da distancia, maior serd a similaridade dos individuos comparados.

Entretanto, ndo se resolveu o problema da correlagdo entre as varidveis que pode, também,
distorcer a medida, tornando os eixos dos graficos de dispersdo obliquos e ndo ortogonais. Para
solucionar este inconveniente, a melhor alternativa para dados quantitativos, € a distancia
generalizada de Mahalanobis, ajustando as intercorrelaces entre as variaveis, sendo, portanto, uma
medida comparével ao coeficiente de determinacéo (R?) e pode ser estimada a partir das médias dos
dados originais e da matriz de covariancias residuais. Contudo, esta medida € apropriada para dados
provenientes de experimentos, onde se dispde da matriz de variancia e covariancia residuais e em
situacBes em que ha correlacdo entre os caracteres, entretanto, se a correlacdo for nula, equivale a
distancia euclidiana recomendada em avaliacdo de gendtipos em que ndo ha repeti¢cbes (CRUZ,
2006).

1.2.4.2.3 Andlise de agrupamento (AA)

As medidas de dissimilaridade estimada entre os genotipos ja indica o nivel de distancia que
ha entre eles. Mas, o numero de estimativas é relativamente elevado, principalmente quando se tem
grande nimero de genotipos, 0 que torna, as vezes, impraticavel o reconhecimento de grupos

homogéneos por um simples exame visual. Dai a necessidade do uso de métodos que agrupem 0s
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gendtipos, com base nas medidas de dissimilaridade, como uma das melhores alternativas para
conhecer a variabilidade entre genotipos, bem como andlise e interpretacdo dos dados (CRUZ;
CARNEIRO, 2006).

Os metodos multivariados usados podem ser as analises de componentes principais, mais
empregadas para simplificar variaveis, as variaveis canfnicas e as analises de agrupamento
utilizadas, amplamente quando o objetivo é verificar, em plantas perenes, a taxonomia de hibridos
naturais, origem e evolucdo, diferenciacdo de populacdes, clones, procedéncias, progénies e
avaliacdo da diversidade fenotipica e divergéncia genética. O estudo de divergéncia genética
possibilita a selegdo de genitores divergentes, combinacdes hibridas de maior efeito heterético e/ou
heterozigosidade, entre outros, que atendem a determinados fins por propiciarem informacdes
acerca do grau de semelhanca ou de diferenca entre duas ou mais unidades amostrais como
tratamentos, individuos, acessos, populacdes, genotipos, etc. (REGAZZI, 2006).

H& inmeros métodos de agrupamento, que se distinguem pelo tipo de resultado a ser
fornecido e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre um individuo e um grupo ja
formado, ou entre dois grupos quaisquer. Essa técnica consiste em reunir n unidades amostrais,
empregando os valores de p variaveis (caracteres), por meio de algum critério, para agrupar as
unidades em classes, de modo que as unidades similares estejam na mesma classe. O agrupamento é
formado de duas fases: na primeira, gera-se uma matriz de dissimilaridade entre as unidades
amostrais, resultando em n(n-1)/2 pares de distancias. Na segunda fase, adota-se um algoritmo de
agrupamento sobre esta matriz gerada, para classificar e ligar os grupos homogéneos. A finalidade
dessa analise é reunir as unidades em grupos, mutuamente exclusivos, de modo que os individuos
pertencentes a um mesmo grupo sejam homogéneos entre si, em relacdo as caracteristicas avaliadas,
e os individuos de grupos diferentes sejam heterogéneos, em relacdo a estas mesmas caracteristicas.
Entretanto, é importante ressaltar que essa analise ndo diferencia variaveis relevantes das
irrelevantes, entdo a inclusdo de variaveis irrelevantes pode desvirtuar os resultados (MINGOTI,
2007; FAVERO et al., 2009).

As técnicas de agrupamento usam qualquer uma dessas medidas de dissimilaridade, mas no
caso de variaveis quantitativas, tem sido mais utilizada a distancia euclidiana média ou
Mahalanobis, sendo esta ultima a mais precisa quando os dados sdo avaliados em experimentos com
repeticdes. Entretanto, quando ha interesse na caracterizagdo de dados dos caracteres avaliados sem
0 uso da experimentacdo e ortogonais, & medida mais apropriada € a distancia euclidiana media
(CRUZ; CARNEIRO, 2006).

Os métodos mais utilizados para estimar a divergéncia genética sdo o hierarquico e 0 nédo

hierarquico ou de otimizacdo. O ponto comum desses metodos € maximizar a diferenca entre
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grupos e minimizar a distancia das variaveis dentro do grupo. Entretanto, as diferencas entre eles é
que, no hieréarquico, ndo ha obrigatoriedade de se conhecer, a priori, 0 nimero de grupos que serdo
formados pelo conjunto de observaces, como também, é o Unico que permite a formacdo de
dendrograma (HAIR et al., 2009).

Nos métodos de agrupamento ndo hierarquicos, o algoritmo usado ndo estabelece relacéo de
hierarquia, o processo é dindmico, iterativo e com maior capacidade de analisar um grande nimero
de observacgdes; tem por objetivo encontrar uma particdo de n objetos em Kk grupos mutuamente
exclusivos, havendo coesdo ou similaridade interna e separacdo dos grupos formados, ou seja,
dissimilaridade entre grupos por meio da maximizagcdo ou minimizagdo de alguma medida de
similaridade ou dissimilaridade pré-definida. Para se buscar a melhor particdo de ordem k, deve ser
utilizado um critério. Como, praticamente, é dificil criar todas as particdes possiveis de ordem k e
decidir qual seria a mais adequada, sd0 necessarios processos que investiguem algumas das
parti¢des possiveis, com intuito de encontrar a particdo “quase 6tima”. Neste método, o numero de
grupos deve ser antecipadamente definido e, em dada fase do agrupamento, novos grupos séo
formados, por meio da divisdo ou unido dos grupos ja formados nas etapas anteriores. Isto implica
que, se num determinado passo do processo, dois individuos aparecem no mesmo grupo, nao
necessariamente eles estardo juntos na particdo final, consequentemente, ndo é possivel a
construcdo de dendrogramas (MINGOT], 2007; HAIR et al., 2009).

Ha diversos métodos de agrupamento ndo hierarquicos disponiveis na literatura, entre os
quais, o método das k-médias, Tocher e Tocher modificado. O método de Tocher é bastante
empregado no estudo da divergéncia genética e se caracteriza por ser um método que utiliza um
Unico critério de agrupamento do tipo simultdneo, o qual estabelece a separacdo das unidades
amostrais em grupos, de uma s6 vez; e possui a particularidade de apresentar a distancia média
dentro dos grupos sempre menor que a distancia média entre os grupos. Com base na matriz de
dissimilaridade, inicialmente, busca-se agrupar o par de individuos que apresenta a menor distancia
média entre todos os pares de individuos, formando o grupo inicial. A partir dai, analisa-se a
possibilidade de alocar novos individuos, de acordo com o critério adotado. A inclusdo de um
individuo em um grupo sempre aumenta o valor médio da distancia dentro do grupo (FAVERO et
al., 2009).

Desta forma, a entrada de um individuo ou ndo em um grupo € que o valor médio da
distancia dentro do grupo nao deve ser superior a um valor maximo estabelecido (0) adotado como
0 maior valor das estimativas de dissimilaridade encontrado no conjunto das menores distancias que
envolvem cada individuo (CRUZ, 2008).

As tecnicas hierarquicas sdo mais usadas e se caracterizam por manter uma hierarquia entre
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as sucessivas configuracdes de agrupamento. Apresentam dois tipos de processos de agrupamento,
0s métodos aglomerativos e os divisivos. Os aglomerativos partem do principio de que no inicio do
processo de agrupamento hd n grupos, cada um com um individuo. No passo seguinte, 0os dois
grupos mais similares sdo unidos para formar um novo grupo, 0 processo continua, sempre pela
unido dos dois grupos mais semelhantes, 0 processo encerra no momento em que todos 0s grupos
considerados formam um Gnico grupo com n individuos. Os métodos divisivos, inversamente,
partem do principio de que os n individuos formam um grande e Unico grupo, que € separado em
dois grupos mais homogéneos internamente e diferentes entre si, cada grupo é dividido novamente,
nas mesmas condi¢fes anteriores e, assim, sucessivamente, até a formacgdo de n grupos, cada um,
formado de um individuo. Em cada fase de agrupamento, 0s grupos sdo comparados através de um
método que define como a distancia entre dois grupos serd computada (MANLY, 2008).

Uma caracteristica importante dos métodos hierarquicos é que os resultados de uma fase
anterior s&o sempre unidos com os resultados de uma fase posterior, apresentando semelhanga com
a estrutura de uma arvore, denominado de dendograma. Neste grafico, a escala vertical indica o
nivel de similaridade e no eixo horizontal, sdo marcados os individuos numa ordem conveniente
relacionada a histéria de agrupamento (MINGOTI, 2007). O dendrograma desses métodos
possibilita a identificacdo dos grupos homogéneos e a delimitacdo desses grupos, onde o corte ideal
acontece nos pontos de alta mudanca de nivel, ou seja, antes que ocorram saltos muito grandes
(FAVERO et al., 2009).

Os meétodos hierarquicos aglomerativos sdao 0s mais usados e de maior interesse em
trabalhos com recursos e melhoramento genéticos. Existem diversos métodos para formacdo dos
agrupamentos entre os quais os métodos do vizinho mais proximo, vizinho mais distante, média das
distancias e Ward. O método do vizinho mais proximo ou ligacao simples (single linkage) baseia-
se na distancia minima, entre dois grupos de individuos, buscando agrupar inicialmente 0s
individuos separados pela menor distancia. O primeiro grupo é formado pelos dois individuos que
possuirem a menor distancia entre eles (vizinho mais proximo). Na fase seguinte, sera ligado a este
grupo, o individuo que tiver a menor distancia entre eles, e assim, sucessivamente até que se chegue
a um unico grupo. Esse método consegue detectar grupos irregulares e elipsoidais, porém apresenta
pouca capacidade de detectar grupos compactos (FAVERO et al., 2009).

O método do vizinho mais distante ou ligacdo completa (complete linkage) baseia-se na
distancia méaxima entre todos os pares de possibilidades de observacdes nos dois grupos. O metodo
agrupa individuos, cuja distancia entre os mais afastados seja menor. Esse método forma grupos
mais compactos e constituidos de individuos muito similares entre si. Entretanto, é afetado por

medidas discrepantes e frequentemente ndo apresenta um elevado grau de concordéancia com a
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estrutura inicial dos dados (MINGOT], 2007).

O método da média das distancias ou ligacdo média (average linkage) pode ser utilizado
com ponderacao (weighted Paired Group Method Using Arithmetic Averages- WPGMA) ou sem
ponderacdo (Unweighted Paired Group Method Using Arithmetic Averages — UPGMA). Este
ultimo é o mais usado, principalmente em genética molecular, que trata a distancia entre dois
grupos como sendo a distancia média entre todos os pares de individuos dos dois grupos, buscando
agrupar os agregados cuja distancia media é menor. Essa técnica, ao contrario do vizinho mais
préximo e do vizinho mais distante, utiliza o valor médio e tem a vantagem de ndo precisar de
valores extremos e de se usar todos os individuos do grupo, em vez de um Gnico par de extremos.
Consegue unir grupos com pequenas variancias, mas é propenso a formar grupos com a mesma
variancia e, em geral, produz melhores particdes que os métodos de ligacdo simples e completa
(FAVERO et al., 2009).

O método de Ward é fundamentado na mudanca de variacdo entre e dentro dos grupos que
estdo sendo formados em cada passo do agrupamento. Este procedimento é também denominado de
minima variancia. Nesta técnica, inicialmente, cada individuo é considerado um Unico grupo e sdo
calculadas as medias das variaveis para cada grupo; em seguida é calculado o quadrado da distancia
euclidiana entre estas médias, somam-se os quadrados das distancias para todos os individuos e, a
cada passo, a soma de quadrados dentro de grupos é minimizada em relacéo ao conjunto de todas as

possiveis configuracdes obtidas pela jungédo de dois grupos.

1.2.4.2.4. Diferenciacdo genética

A diversidade genética é a porcao hereditaria de uma variacdo possivel de ser observada e
mensurada (VILELA-MORALES et al., 1997). De acordo com esses autores, pode ser utilizada
como termo alternativo para representar a variagdo genética, indicando o somatorio da informacéo
genética conhecida e potencial. Logo, quantifica 0 nimero de gendtipos possiveis de ser detectado
em uma populacdo ou em qualquer hierarquia. Assim sendo, a caracterizacdo com 0 uso de
marcadores moleculares tem sido Gtil, em virtude da diversidade, em nivel molecular, ser bem
maior que a morfologica (MUHLEN, 1999). Varios trabalhos abordam a diversidade genética em
palmeiras, tanto em populagbes 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
etal., 1994; NEGRAO, 1999; SAWAZAKI et al., 1998).

Os primeiros relatos sobre uso de marcador RAPD em palmeiras, com o intuito de

caracterizar a diversidade genética, foram realizados por Perera et al. (2000) e Shah et al. (1994),
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respectivamente (OLIVEIRA, 2005). O estudo com RAPD foi desenvolvido em acessos da colegédo
de germoplasma de dendé da Africa, sendo detectada a geracdo de produtos polimdrficos entre e
dentro das populagdes (OLIVEIRA, 2005).

A estruturacao genetica refere-se a distribuicéo da variabilidade entre e dentro de populactes
e subpopulacdes. Nesta distribuicdo os alelos e os genotipos ocorrem de maneira heterogénea (ndo
aleatéria) no espaco e no tempo, sendo resultado da agdo de forcas evolutivas como a mutacéo,
migracdo, selecdo e deriva genética que atuam dentro do contexto de cada espécie e populacéo
(HAMRICK, 1982).

O conhecimento da particdo da variabilidade é um importante passo para se estabelecer
estratégias de coletas e conservacdo de germoplasma (OLIVEIRA, 2005). Segundo Brown (1992),
as primeiras coletas devem ser baseadas na grande diversidade de regides, sendo realizadas em um
méaximo de locais e a partir delas estudar a estruturacdo genética da espécie com intuito de sugerir
estratégias de coletas mais eficientes (OLIVEIRA, 2005).

O estudo da diferenciacdo genética entre e dentro de populagdes naturais, como também de
populacgdes, procedéncias, tipos e variedades conservadas em bancos ou colecdes de germoplasma,
é primordial e requer estudos especificos para que sejam bem manejadas, conservadas e
domesticadas (CARDOSO et al., 2000).

Vérios fatores podem afetar a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacdes da espécie ao longo de suas areas de ocorréncia, tais como: o tamanho da populacéo, o
modo de reproducdo (sexual, assexual), o sistema de reproducdo (autofecundacdo, cruzamento,
misto), o fluxo génico (dispersdo de sementes e polen) e os tipos de ambientes em que a espécie
ocorre (HAMRICK, 1982). Para este autor, populacdes de espécies aldgamas tendem a trocar pélen
entre si e, por isso, espera-se obter alto nivel de diferenciacdo dentro das populaces e baixo entre.
Neste caso, as porcentagens de variacdo podem ser afetadas pelos mecanismos de dispersdo de
polen e sementes (OLIVEIRA, 2005).

Em espécies arbdreas nativas, outros fatores podem influenciar na estruturacdo genética
como a fragmentacéo florestal (desflorestamento e exploragdo) e a acdo antrdpica, que ocasionam a
reducdo no tamanho da populacdo (ROTMAN & BOYLE, 2000). Segundo esses autores, 0S
principais efeitos desses fatores envolvem a reducdo da diversidade genética, a ocorréncia de deriva
geneética e 0 aumento na taxa de endogamia, fazendo com que ocorra maior diferenciacdo genética
entre populacfes, uma vez que o fluxo génico fica prejudicado, principalmente se os polinizadores
foram animais (OLIVEIRA, 2005).

Inferéncias seguras sobre a estruturagcdo genética podem ser obtidas por marcadores

moleculares. O uso de marcadores moleculares neste estudo envolve diferentes metodologias, que
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dependem do tipo de marcador, se dominante ou codominante (ZUCCHI, 2002). Para esta autora, a
caracterizacdo 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 populacdes (Fst) e 0s niveis médios de endogamia
populacional (Fis) e total (Fit); 2) pelos coeficientes de coancestralidade de Cockerham
(OLIVEIRA, 2005), que possibilitam a avaliacdo da 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
populagbes subdivididas, que compara os niveis de heterozigosidade entre e dentro das populacdes
e obtém uma estimativa de divergéncia, tendo uma base diferente daquela fundamentada pelas
estimativas de Fst e 0. Essas trés abordagens possuem bases genéticas similares, além de serem
complementares quanto ao significado bioldgico das estimativas obtidas (REIS, 1996). J& aquela
obtida por marcadores dominantes sé foi possivel a partir da introducdo da estatistica Fst, que
proporcionou uma nova alternativa para esse tipo de marcador, uma vez que esses marcadores nao
permitem obter informacdes alélicas, a ndo ser em condi¢fes especiais, ou seja, admitindo
equilibrio em alogamia (f=0) ou em autogamia (f=1).

Excoffier et al. (1992) determinaram a estatistica ®st ao incorporarem dados de diferentes
hapldtipos de DNA mitocondrial humano na forma de analise de variancia (AMOVA), derivada da
matriz de distancias quadradas entre todos os pares de hapl6tipos e estimaram componentes de
variancias analogos as estatisticas F de Wright, sendo denominados de ®st. Esta estatistica reflete a
correlacdo da diversidade em diferentes niveis de hierarquias e 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 permutacdes. Segundo esses autores, a AMOVA é
facilmente aplicavel em diferentes situacdes e constitui uma estrutura coerente e flexivel para a
analise de dados moleculares. Mohammadi & Prasanna (2003) apud Oliveira (2005) consideram
que este método pode ser empregado em qualquer grupo de individuos, seja pela aplicacdo de
marcadores dominantes ou codominantes.

Como exemplificando do esquema da AMOVA, podem-se considerar as seguintes fontes de
variacdo: entre populacgdes, dentro de populagdes e total, em que P=nUmero total de populagdes e
N=numero total de dados genotipicos ou numero total de genes para dado haplétipo e F representa
a proporc¢éo da variabilidade molecular entre popula¢es (EXCOFFIER et al., 1992).

Mesmo sendo que a AMOVA néo foi desenvolvida para estudos com dados gerados por

marcadores dominantes esta analise foi usada pela primeira vez em plantas por Huff et al. (1993),
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que avaliaram a variagdo genética entre e dentro de seis populacfes naturais de Buchloe dactyloides
com o uso de marcadores RAPD. Posteriormente, Buso et al. (1998), aplicaram esta metodologia
para quantificar a variabilidade genética de populacbes de arroz da América do Sul por meio de
marcadores isoenzimaticos e RAPD, verificando diferentes padrdes de diferenciacdo genética entre
e dentro de populagdes para os tipos de marcadores aplicados. Zucchi (2002) usou esta anélise para
avaliar a estrutura genética de dez populagdes da cagaiteira com marcadores RAPD, constatando
alto nivel de diferenciacdo genética (dst =0,2703). A referida autora relacionou varios trabalhos
que aplicaram esta mesma metodologia aplicando RAPD em plantas. A distribuicdo da variacao
genética em espécies de fecundagdo cruzada, monoica e ou dioica, de ciclo longo e climax,
caracteriza-se por uma baixa variacdo entre populacdes ou procedéncias, sendo alta dentro da
populagédo (LOVELESS & HAMRICK, 1984) apud Zucchi (2002). Entretanto, outros trabalhos
envolvendo espécies perenes que possuem estas caracteristicas tém mostrado diferenciacdo genética
variavel conforme a espécie.

Em espécies arboreas tropicais, a estrutura genética tem sido avaliada em algumas
populagdes naturais com o emprego de diferentes marcadores moleculares (CARDOSO et al., 1998;
CIAMPI & GRATTAPAGLIA, 2001; ZUCCHI, 2002). No caso das palmeiras, a particdo da
variacdo genética vem sendo realizada em populacdes de E. edulis (CONTE, 2004; GAIOTTO et
al., 2003), de Syagrus romanzoffiana (NEGRAO, 1999) e de E. oleracea (SOUZA, 2002;
OLIVIRA & SILVA, 2008), tambem pelo uso de diferentes marcadores moleculares.

Souza (2002) detectou alta variabilidade genética dentro de uma populacdo de acaizeiro
aplicando marcadores SSR. Entretanto, esta autora, 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 autofecundacgdo, resultando em aumento da endogamia e no aparecimento de
homozigotos. Verificou também que a taxa de cruzamento nesta espécie indica alogamia, mas, com
elevada probabilidade de gerar irmdos germanos dentro de familias de polinizacdo aberta.

Alguns trabalhos tem aplicado a AMOVA outros fins, como determinar niveis de
diferenciacdo genética com o uso de diferentes marcadores moleculares, em germoplasma de
algumas palmeiras (populagdes, tipos, ecotipos etc.) conservado em bancos e ou colecGes de
germoplasma, como no palmiteiro (CARDOSO et al., 2000), no coqueiro (PERERA et al., 1998;
PERERA et al. 2001) e no dendezeiro (HAYATI et al., 2004) e no acaizeiro (OLIVEIRA &
SILVA, 2008). Contudo, ndo foram encontrados estudos abrangendo a espécie em foco.
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2. COLETA E CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO (Maximiana
maripa (Aublet) Drude) DO NORDESTE PARAENSE.

RESUMO

O inajazeiro (Maximiliana maripa) é uma palmeira, nativa do estado do Pard, possuindo
frutos com polpa comestivel e améndoas ricas em 0Oleo vegetal, com potencial de utilizacdo nas
indlstrias alimenticias, cosméticas e mercado de biocombustiveis. O presente trabalho teve por
objetivo coletar, caracterizar e avaliar germoplasma de inajazeiro do nordeste paraense. As coletas
foram realizadas em cinco localidades do Nordeste Paraense, no periodo de 2009 a 2012. Foi
avaliado o local de coleta, a populacéo e as matrizes fornecedoras do material em estudo, com base
em 17 caracteres, sete relativos a planta, cinco ao fruto e cinco aos caracteres agronémicos. As
analises descritivas foram realizadas por meio das estimativas dos parametros populacionais (média,
desvio padrdo e coeficiente de variagdo) para cada carater e obtidas no programa GENES. Enquanto
a distribuicdo de frequéncia foi realizada no software MINITAB 14.0. Os locais apresentaram
variacgdo, assim como as populagdes diferiram nos aspectos condigdo de luz, sendo as matrizes de
Cameta e Sdo Jodo de Pirabas descritas em pleno sol e as demais em ambiente sombreado. Em
todas as populacdes foi registrado a ocorréncia de abundancia de plantulas perto da planta matriz.
Sendo sua distribuicdo de forma mista, existindo outras espécies no local. Com relacdo a
caracterizacdo das matrizes no que diz respeito aos caracteres relativos a planta as maiores medias
foram apresentadas na populacdo de Capitdo Poco para os caracteres CAP, AE, CEN, CRF, para 0s
demais caracteres da planta as maiores médias ocorreram nas matrizes das populacfes de Cameta,
para NF e de S8o Jodo de Pirabas para CF e LF. No que diz respeito aos frutos as maiores medias
foram registradas nas matrizes de Cameta para os caracteres DTF, EP, ES e PF sendo seguido por
Capitdo Pogo com o carater DLF. Em relacdo aos caracteres agrondmicos as maiores médias foram
registradas nas populacdes de Capitdo Poco e Cameta. No que tange as correlagdes, os caracteres da
planta apresentaram pouca relacdo entre si, podendo-se destacar apenas as correlacfes altas e
positivas entre CAP e os caracteres CEN e NF. No caso das correla¢fes entre os caracteres de frutos
e agronémicos foram detectadas magnitudes altas e positivas entre varios caracteres principalmente
envolvendo PF, destacando-se PF x EP; PF x NFC e PF x NC, assim como entre o DTF x EP e CC
x CIRC. Para a maioria dos caracteres a distribuicdo de frequéncia mostrou tendéncia de
normalidade, principalmente para os caracteres de frutos e agrondémicos. Os locais de ocorréncia
das matrizes variaram apenas no que diz respeito a condicdo de luz, ocorrendo em locais
sombreados e a pleno sol. Portanto, as populacdes de inajazeiro do nordeste paraense diferem a
condicdo de luz e para caracteres agrondmicos, sendo que as melhores matrizes ocorrem em
Capitdo Poco e Cameta. Para tais populacdes os caracteres de frutos e agrondmicos apresentam
grande variacdo e podem ser Uteis para fornecer subsidios aos trabalhos de melhoramento e
domesticacdo da espécie.

Palavras chaves: Arecaceae, Populacbes, Caracteres morfoagronémicos, Correlagdes, Distribuicdo
de frequéncia.
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COLETA E CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO (Maximiana
maripa (Aublet) Drude) DO NORDESTE PARAENSE.

ABSTRACT:

The inajazeiro (Maximiliana maripa) is a palm tree, native of the state of Para, having fruits
with edible pulp and almonds are rich in vegetable oil, with potential use in food, cosmetic and
biofuel market. The present study aimed to collect, characterize and evaluate germplasm inajazeiro
northeastern Para. Samples were collected at five locations in the Northeast of Para, in the period
2009-2012. We evaluated the collection site , population and matrices providing the material under
study, based on 17 characters, seven related to the plant, the fruit and five five and agronomic traits.
Descriptive analyzes were performed by means of the estimates of population parameters (mean,
standard deviation and coefficient of variation) for each character in the program and obtained
GENES. While the frequency distribution was performed in MINITAB 14.0 software. The sites
showed variation, as well as the populations differed in aspects light condition, and the matrices
Cameta and St. John Pirabas described in full sun and the other under shade. In all populations was
recorded the occurrence of abundant seedlings near the mother plant. Since its distribution in a
mixed manner, other species exist on site. Regarding the characterization of matrices with respect to
the characters related to plant the largest in population means were presented Captain Wells for
characters CAP, AE, CEN, CRF, for other plant traits the highest averages occurred in arrays of
populations from Cameta for NF and St. John Pirabas for CF and LF. With regard to the major
media fruits were recorded in matrices Cameta for characters DTF, EP, ES and PF being followed
by Captain Wells with the character DLF. Regarding the agronomic traits the highest averages were
recorded in populations of Captain Wells and Cameta. Regarding correlations, the plant traits
showed little relation to each other , being able to highlight only the high and positive correlations
between CAP and the characters CEN and NF . In the case of correlations between fruit and
agronomic characters were detected magnitudes high and positive between characters mainly
involving PF, especially PF x EP, PF x PF x NC and NFC, as well as between the DTF and DC x
SE x CIRC . For most characters the frequency distribution showed a trend towards normality,
especially for fruit and agronomic characters. The local occurrence matrices varied only with
respect to the light condition, occurring in shaded and unshaded sites. Therefore, the populations of
northeastern Para inajazeiro differ lighting conditions and agronomic characters, and the best
matrices occur in Captain Wells and Cameta. For such people the fruit and agronomic characters
show great variation and can be useful for providing subsidies to improvements and domestication
of the species.

Keywords: Arecaceae, Populations, morphological characters, correlations, frequency distribution..
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2.1. INTRODUCAO

A palmeira oleaginosa inaja (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude) esta presente em toda
Amazobnia Legal. Ocorre nos mais diversos ambientes, desde florestas primérias e secundarias,
ambientes estes em que aparece em baixa densidade, até areas abertas, normalmente perturbadas
por derrubadas e queimadas, onde surge em grandes densidades (MIRANDA et al., 2006).

O valor econdmico, ecoldgico, ornamental e alimentar do inaja s@o grandes e seu estudo €é
muito importante. Todas as partes desta palmeira sdo aproveitadas de alguma maneira, desde a
alimentacdo até o uso medicinal (MIRANDA et al. 2001, 2003; MIRANDA & RABELO, 2006,
2008).

Como muitas palmeiras, sdo consideradas como ndo domesticada sua exploragdo se dar por
meio do extrativismo, e com isso suas populacdes sofrem sérias ameacas de erosdo genética,
ocasionados por varios fatores como, pressao urbana, desmatamento para implantacdo de pastos e
agricultura. Em areas de pastagens os inajazeiro tornam-se bastante suscetiveis ao tombamento,
ocorrendo por quebra do estipe nos pontos onde surgem cancros em decorréncia da acgdo do fogo e,
posteriormente, por exposicdo a fungos, bem como por provavel exposi¢do do sistema radicular,
tornando a mesma fragil diante da acdo dos ventos, principalmente, no periodo de dezembro a
fevereiro, quando estes sdo mais intensos na regido (DUARTE, 2008).

Deste modo a coleta de germoplasma pode ser considerada como a atividade mais antiga
voltada aos recursos genéticos, principalmente aos vegetais, embora suas bases tedricas venham
sendo consolidadas nos dltimos 50 anos (WALTER & CAVALCANTI, 2005). Esta atividade €
fundamental a conservacao e uso de germoplasma de qualquer espécie, devendo ser realizada em
areas ameacadas e nos centros de diversidade genética da espécie.

Acdes de pesquisa visando o desenvolvimento de tecnologia de manejo de populacGes
naturais, plantio e melhoramento genético do inajazeiro, no Estado do Pard, ainda sdo inexistentes.
Entdo, ha a necessidade de se domesticar a espécie, de modo a obter cultivos racionais que poderdo
disponibilizar aos produtores cultivares para utilizacdo em diferentes agroecossistemas, com boas
caracteristicas de producdo, qualidade de fruto e resisténcia as doencas e pragas. Neste sentido a
coleta, a caracterizacdo e a avaliacdo de germoplasma dessa palmeira disponivel em sua distribuicdo
natural constitui atividade essencial para resguardar o patrimdnio genético e para subsidiar
programa de melhoramento, em funcéo da elevada variabilidade genética natural desta espécie, que
leve a sua completa domesticacdo (NASCIMENTO, 2008a).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi coletar, caracterizar e avaliar germoplasma

de inajazeiro do Nordeste Paraense.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Descricao da area de estudo e do material utilizado

As expedicdes de coleta de inajazeiro foram direcionadas para cinco municipios do nordeste
paraense (Figura 1) escolhidos ao acaso: Cameta (CA), Abaetetuba (AB), S&o Jodo de Pirabas
(SJP), Séo Caetano de Odivelas (SCO) e Capitdo Pogo (CP). As coletas foram realizadas no periodo

de 2009 a 2011, e centradas na época de maior producéo de frutos.
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Figura 1. Localizacdo doa Municipios do Estado do Para onde foram realizadas as coletas das matrizes de
inajazeiro: Azul = S&o Caetano de Odivelas, Verde = Abaetetuba; Amarelo = Capitdo Pogo,
Laranja = Cametd, Vermelho = S8o Jodo de Pirabas. Belém-PA, UFRA, 2012.
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Em cada local foi delimitada uma populagéo e identificadas 25 matrizes por populagdo para
a coleta dos dados. A escolha da populacdo e das matrizes foi feita levando-se em consideracéo o
conhecimento dos agricultores, tomando-se dados de plantas distantes umas das outras, em franca

producdo, sendo todas georreferenciadas com o auxilio de GPS.

2.2.2 Coleta dos dados

Os locais de coleta foram caracterizados com base nos tdpicos: vegetacdo, solo, clima,
topografia. Em cada local foi caracterizada uma populacdo para os seguintes aspectos: se definivel
ou ndo, situacdo, condicdo de luz, presenca de serrapilheira, presenca de plantulas, nimero de
individuos aproximados, tipo de associacdo vegetal, frequéncia da espécie classes de tamanho e
distribuicéo espacial dos individuos.

Em cada populacdo foram identificadas e avaliadas 25 matrizes, totalizando 125 matrizes de
inajazeiro amostradas, das quais foram mensurados 17 caracteres morfoagrondmicos quantitativos
relativos a planta (7), aos frutos (5) e agrondmicos (5).

- Os caracteres da planta avaliados foram:

1) Circunferéncia do estipe a altura do peito (CAP): corresponde a circunferéncia do estipe
tomada a altura do peito com auxilio de uma trena de 50 m e expressa em centimetros (cm);

2) Altura do estipe (AE): corresponde ao comprimento do estipe da planta a partir do ponto
de insercdo das folhas até a emisséo das raizes e expressa em centimetro (cm);

3) Circunferéncia do 3° entrend (CEN): referente ao circunferéncia do terceiro interno
(cicatrizes foliares) de baixo para cima da estipe, expresso em centimetros (cm);

4) Numero de folhas (NF): obtido por meio da contagem de todas as folhas existentes no
capitel de folhas, com excec¢éo das senescidas;

5) Comprimento do foliolo (CF): corresponde ao comprimento do foliolo a partir do ponto
de insercdo da raque foliar ate o apice do foliolo, expresso em centimetro (cm), da folha mais velha
da planta;

6) Largura do foliolo intermediario (LF): corresponde ao comprimento que vai de uma borda
a outra do foliolo, expresso em centimetro (cm);

7) Comprimento da raque foliar (CRF): corresponde ao comprimento da raque foliar, a partir
da insercdo da folha na estipe ate apice da raque foliar, expresso em centimetro (cm);

- Os caracteres dos frutos foram avaliados em 10 frutos retirados aleatoriamente do cacho,
sendo representado pela média, sendo eles:

8) Diametro longitudinal do fruto (DLF): a medida longitudinal foi aferida em paquimetro

digital e expressa em centimetro (cm);
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9) Diémetro transversal do fruto (DTF): a medida equatorial foi aferida em paquimetro
digital e expressa em centimetro (cm);

10) Espessura de polpa (EP): medida da polpa foi aferida em paquimetro digital e expressa
em milimetros (mm);

11) Espessura da semente (ES): medida da semente e foi aferida em paquimetro digital e
expressa em milimetros (mm);

12) Peso do fruto (PF): determinado pelo peso do fruto, efetuado em balanca de precisao e
expresso em gramas (Q);

- Os caracteres agrondmicos avaliados foram:

13) Peso do cacho (PC): obtido pelo peso do cacho em maturagdo completa, em balanca
digital do tipo dinamdmetro e expresso em quilogramas (kg);

14) Comprimento do cacho (CC ): obtido pelo comprimento do cacho, com a ajuda de uma
fita métrica de 50 m, raquis mais a ultima raquila e expresso em centimetros (cm);

15) Circunferéncia do cacho (CIC): obtida pela circunferéncia do cacho, com a ajuda de uma
fita métrica de 50 m e expressa em centimetros (cm);

16) Numero de cachos por planta (NCP): obtido pela contagem de todos os cachos
existentes na planta;

17) Numero de frutos por cacho (NFC): calculado pela contagem de todos os frutos

existentes no cacho.

2.2.3 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram organizados e digitados em planilha Excel 2010 sendo submetidos
as analises de estatisticas descritivas, envolvendo valores minimos, maximos, medias, desvio
padrdo, coeficientes de variacdo, além da correlacdo simples entre os caracteres e da distribuicdo de
frequéncia. As andlises descritivas foram realizadas com o intuito de constatar a ocorréncia de
variacdo fenotipica em cada uma das cinco populaces (n = 25) por meio das estimativas dos
parametros populacionais (média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo) para cada carater e
obtidas no programa GENES. Enquanto a distribuicdo de frequéncia foi realizada no software
MINITAB 14.0, com o intuito de verificar como se encontra cada carater na amostra total obtida no

germoplasma avaliado no nordeste paraense (n=125).
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2.3 RESULTADO E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacao do local e da populacéo

Na Tabela 1, encontram-se os dados relativos a caracterizacdo dos locais e da populacéo.
Observa-se que para a caracterizagdo do local apenas o Municipio de Cameté diferiu em relacdo aos
demais municipios no que tange a vegetacdo (VG), uma vez que neste local as matrizes foram
amostradas em pastagem. Para as demais caracteristicas como solo (SL), drenagem (DR), clima
(CL) e topografia (TO), os locais néo diferiram entre si. Oliveira et.al (2012), ao realizarem coleta
de germoplasma de outra palmeira nativa, o tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare) no Estado do
Amapa também observaram variacdo para os locais. Entretanto, em coletas feitas para essa mesma
espécie (A. vulgare) no Estado do Piaui ndo foram constatadas variacdes para a caracterizacdo de
trés locais de coleta. Tais resultados ndo fornecem condigdes de restringir as areas de ocorréncia do
inajazeiro, mas sim informar que nos locais percorridos do nordeste paraense ha pouca variagao.

No que diz respeito a caracterizacdo das populacdes (Tabela 1) percebe-se que nenhuma foi
definivel, ou seja, consegue-se delimitar seu inicio e seu fim. Mas, todas ocorreram em terra firme.
Para as condi¢des de luz, apenas Cameta e Sdo Jodo de Pirabas foram descritas em pleno sol e as
demais em ambiente sombreado. No caso da ocorréncia de plantulas, em todas as populagdes foi
registrado que elas ocorreram em abundancia perto da planta matriz, sendo que o numero de plantas
adultas variou de 100 a 500 por populacdo. Contudo, sua distribuicdo é de forma mista, existindo
outras espécies no local. Em relacdo a sucessdo, nas populagdes de inajazeiro ha a predominancia
apenas de plantulas e de adultos e distribuidos em aglomerados heterogéneos. Esse tipo de
distribuicdo e de ocorréncia de individuos apenas nos estagios de plantulas e adultos parece ser
tipico de espécies que sofrem a influencia antrépica por fogo. Oliveira et al., (2009) e Oliveira et al.,
(2012) encontraram caracteristicas semelhantes em populacdes de tucumanzeiro com pequenas

diferencas registradas nas populagdes do Piaui.
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Tabela 1. Caracterizacao dos cinco locais (VG, SL, DR, CL e T0) e das populagdes (DF, ST, CL,
SR, PL, AP, N°l, AV, CLU e DT) de inajazeiro (Maximiliana maripa (Aubl.) Drude)
amostradas no Nordeste Paraense.

Local Coordenadas Matrizes Caracterizagéo Caracterizacdo das
Geograficas local Populac6es
Cameta S 02°12°06,17 W INAOL1/INA25 Area de Pasto; Né&o definivel, Terra firme,
01()’ » Latossolo Amarelo; Pleno sol, media,
049°30728,6 drenado, clima Ami; Abundante, préxima a
planicie planta, > 10, 500 -100,

mista, plantulas e adultos,

aglomerados heterogéneos
Abaetetuba S 01°43'38.6” W INA26/INA50 Capoeira; Latossolo N&o definivel, Terra firme,
048°50°08.7"" Amarelo;_. drenIaQO, sombreado, o media,
clima Ami; planicie  Abundante, préxima a
planta, > 10, 500 - 100,
mista, plantulas e adultos,

aglomerados heterogéneos
Sdo Jodo de S 00°44°63,3> W INASK1/INA75 Capoeira; Latossolo Né&o definivel, Terra firme,
Pirabas 047°12°08,5™ A.marelo;.. drenng, Pleno sol, o media,
clima Ami; planicie ~ Abundante, préxima a
planta, > 10, 500 - 100,
mista, plantulas e adultos,

aglomerados heterogéneos
Sdo Caetano S 00°49'01,8> W INA76/INA100 Capoeira; Latossolo N&o definivel Terra firme,
de Odivelas  048°03'12.4° Amarelo;_. drenng, sombreado, o média,
clima Ami; planicie  Abundante, proxima a
planta, > 10, 500 - 100,
mista, plantulas e adultos,

aglomerados heterogéneos
Capitao S 01°36'47.9> W INAL101/INA125  Capoeira; Latossolo Né&o definivel, Terra firme,
Poco 046°59'42.2°> A.marelo;.. drenng, Sombreado, o media,
clima Ami; planicie ~ Abundante, préxima a
planta, > 10, 500 - 100,
mista, plantulas e adultos,

aglomerados heterogéneos

Vale ressaltar que as coleta foram realizadas em pleno periodo de safra do inajazeiro, que
compreende aos meses de janeiro e julho. Porém, a espécie apresenta frutificacdo o ano todo, com
menor intensidade, nos demais meses. Mesmo assim em alguns locais foi registrada frutificacéo
escassa em alguns individuos no periodo da coleta. Segundo Duarte (2008), poucas sdo as
informacdes sobre a fenologia dessa espécie, porém sabe-se que o0s periodos de floracdo e
frutificacdo variam entre regibes, influenciados por fatores climaticos como precipitacdes,
luminosidade e ventos. Miranda et al. (2001) e Lorenzi, (2010) relatam que a frutificacdo ocorre nos

meses de janeiro a agosto, porém o pico de producgédo ocorre de marco a julho.

2.3.2 Avaliacéo das matrizes
As médias dos dezessete caracteres morfoagronémicos avaliados nas matrizes de inajazeiro

das cinco populagdes amostradas constam na Tabela 2. Percebe-se que para os caracteres
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relacionados a planta, as matrizes da populacdo de Capitdo Poco (CP) apresentaram as maiores
medias para os caracteres CAP, AE, CEN, CRF, com 151,40 cm, 340,80 cm, 116,60 cm, 776,4 cm
respectivamente. Para 0s demais caracteres as maiores médias ocorreram nas matrizes das
populacdes de Cameta, para NF com 22 folhas por planta, e de S&o Jodo de Pirabas para
comprimento e largura do foliolo com 94,36 cm e 3,60 cm. Por outro lado, as menores médias
foram registradas nas matrizes das populagdes de Sdo Caetano de Odivelas (SCO) para os
caracteres CAP, CEN e NF; Cameta (CA) para AE e CF; e Abaetetuba (AB) e Sdo Jodo de Pirabas
para os caracteres LF e CRF, respectivamente. Dos caracteres avaliados merece destaque o carater
AE, pois ao instala-se um sistema de producdo deve-se levar em consideracdo os métodos mais
rapidos de coleta, pois os estipes mais baixos facilitam a colheita desses cachos.

Tabela 2. Estatisticas descritivas para dezessete caracteres morfoagrondmicos, avaliados em
matrizes de inajazeiro de cinco populagdes de diferentes locais do nordeste paraense.

Populacdes .- Desvio Ccv

Média Padréo %

Caracteres CA AB SJP SCO CP Vmin Vmax  Geral (%0)
CAP(cm) 150,80 132,92 12940 97,64 15140 48 250 13243 4122 2781
AE (cm) 284,00 31640 299,60 333,64 340,80 140 600 31489 9732 3067

CEN (cm) 110,60 114,36 100,80 9524 116,60 53 200 107,52 27,66 24,97
NF (unid) 22,00 1560 13,68 12,12 16,96 5 28 16,07 4,50 18,62

CF (cm) 4916 5432 9436 506 55,64 30 130 60,82 20,04 17,74
LF (cm) 217 1,84 3,60 2,38 2,84 1 5 2,38 0,59 19,39
CRF (cm) 718 6692 688 7502 776,40 100 900 72036 9376 13,02
PF (g). 2412 2294 2012 17,30 1621 10 45 20,14 5,78 24,67
DLF (cm) 4,87 4,87 4,93 4,5 5,26 35 64 4,88 0,49 8,85
DTF (cm) 2,95 2,90 2,82 2,29 2,80 16 37 2,75 0,37 10,27
ES (cm) 27,5 27 2644 2126 2632 15 35 2,57 3,49 10,53
EP (mm) 2,088 205 1,81 1,65 1,75 12 27 1,87 0,35 16,28
PC (kg) 3944 2408 31,32 308 3804 8 60 32,74 11,73 3206
CC (cm) 71 76 544 7908 9868 20 120 7583 2369 2531
CIRC (cm) 11416 99,8 834 110,16 12472 50 150 10644 2443 1906
NC (unid) 2,68 1,36 1,28 1,24 1,24 10 70 1,56 1,02 55,32

NFC (unid) 1667 1135 1645 1945 2505 400 4000 177 862,79 42,08
Cirdunferéncia a altura do peito (CAP): altura do estipe (AE): a circunferéncia do 3° entre no (CEN): numero de
folhas (NF): comprimento do foliolo (CF): largura do foliolo (LF): comprimento da raquis foliar (CRF): peso de
cacho (PC): comprimento do cacho (CC): circunferéncia do cacho (CIRC): numero de cacho (NC): diametro lateral
do fruto (DLF): didmetro transversal do fruto (DTF): espessura de polpa (EP): espessura de semente (ES): humero de
frutos por cacho (NF): peso de 1 fruto (PF). Camet4 (CA); Abaetetuba (AB); Sdo Jodo de Pirabas (SJP); Sdo Caetano
de Odivelas (SCO); Capitdo Poco (CP).

Para os caracteres de frutos as maiores médias foram registradas nas matrizes das
populagbes de Cameté (CA), em quatro caracteres DTF, EP, ES e PF, e de Capitdo Poco (CP) para
0 diametro longitudinal do fruto (DLF). Enquanto as menores médias ocorreram nas matrizes da
populacédo de Sdo Caetano de Odivelas (SCO) para os caracteres (DLF, DTF, EP e ES) e de Capitéo

Poco (CP) para peso de fruto (PF). Levando-se em consideracdo os caracteres de frutos o municipio
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de Cameta é o local onde se encontra as matrizes mais promissoras para serem coletadas e
instaladas em banco de germoplasma para um futuro trabalho de melhoramento genético.

No que diz respeito aos caracteres agrondmicos as maiores medias foram detectadas nas
matrizes de Capitdo Poco (CP), nos caracteres CC, CIRC e NFC; e de Cameta (CA) para peso e
numero de cachos.

Em comparagdo com a média geral, nota-se que as matrizes das populagdes de Sdo Caetano
de Odivelas (SCO) e de Séo Jodo de Pirabas exibiram, no geral, as menores médias para, pelo
menos, onze dos caracteres avaliados. Enquanto as matrizes das populac6es de Capitdo Poco (CP) e
Cameta (CA) apresentaram destaque para, pelo menos, oito caracteres com as matrizes de Cameta
sendo desejaveis para os caracteres agrondémicos. Tais resultados permitem sugerir que nessas duas
populacgdes seja possivel identificar matrizes desejaveis para producéo de frutos.

Quanto aos coeficientes de variacdo, observa-se que os caracteres NC, NFC, PC, AE, CAP,
CC, CEN e PF exibiram valores altos (Tabela 2), fornecendo indicios de serem altamente
influenciado pelo ambiente, e, por conseguinte dificeis de serem utilizados na identificacdo de
matrizes desejaveis. Entretanto, os caracteres DLF, DTF, ES e CRF que apresentaram coeficientes
de variacdo menores que 15% evidenciado menor influéncia ambiental e menor variacdo fenotipica

nas matrizes das populacGes avaliadas e podem ser Uteis na identificacdo de matrizes promissoras.

2.3.3 Correlacdo entre os caracteres

Os caracteres da planta apresentaram pouca relacdo entre si, podendo-se destacar apenas as
correlagdes altas e positivas entre CAP e os caracteres CEN e NF (Tabela 3). No caso das
correlacdes entre os caracteres de frutos e agronémicos foram detectadas consideraveis magnitudes
entre varios caracteres principalmente envolvendo PF, podendo-se destacar PF x EP (r = 0,84); PF x
NFC (r =0,81) e PF x NC (r =0,74), assim como entre 0 DTF x EP (r =0,99) e CC x CIRC (r =
0,89).

As correlagdes encontradas entre os caracteres da planta NF e CRF e os agronémicos PC e
NC, demonstram que quanto maior o numero de folhas maior o peso (r = 0,64) e 0 nimero de
cachos (r = 0,88) por matriz. Assim como quanto maior for o comprimento da raquis foliar maior
sera o peso do cacho (r = 0,65) e o nimero de frutos por cacho (r = 0,95). Tais associa¢Ges podem
ser utilizadas na selecdo indireta de matrizes desejaveis de inajazeiro para a producdo de frutos.
Oliveira & Fernandes (2001) encontraram dados similares de correlagdo para os caracteres PTC e
PFC (0,99) e NF e CRF (0,95) ao avaliarem 0s mesmos caracteres em acaizeiros (Euterpe

oleracea).
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Para outras palmeiras, como Areca e coqueiro, a altura mostrou ser de utilidade para a

selecdo de plantas, por apresentar efeitos diretos positivos e altamente significativos sobre a
producdo, tanto de frutos (BHAGAVAN & NAIR, 1989), quanto de 6leo (SINDHUMOLE &
IBRAHIM, 2002).

Tabela 3. Correlagdes simples entre 17 caracteres morfoagrondmicos avaliados em 125 matrizes de

inajazeiro de cinco locais do nordesta paraense.

Cariter CAP AE CEN NF  CF LF CRF PC CC CIRC NC DLF DTF EP ES NF
AE 0,33

CEN 085 (03

NF 082 055 063 -

CF 004 028 -033 -0,38

LF 018 024 013 -0,14 050

CRF 001 061 000 003 -040 058

PC 054 017 019 064 -016 057 065

cc 021 075 051 013 -068 013 074 028

CIRC 031 044 044 044 080 010 080 060 089

NC 049 079 023 08 032 -031 015 051 -023 0,20

DLF 087 011 08 046 009 044 021 041 043 033 000

DTF 089 o061 075 076 010 013 -043 021 -015 -058 056 0,65

EP 016 49 032 o054 -05 091 049 -021 -011 007 066 023 041

ES 089  os6 076 069 019 -006 -043 018 -015 -010 047 071 099 032

NF 014 056 004 000 -012 08 095 069 064 065 -024 040 -031 -069 029 -
PF 033 85 024 058 061 -088 076 -015 -054 -032 074 011 067 084 061 081

Circunferéncia a altura do peito (CAP): altura do estipe (AE): a circunferéncia do 3° entre no (CEN): numero de
comprimento da raquis foliar (CRF): peso de
cacho (PC): comprimento do cacho (CC): circunferéncia do cacho (CIRC): numero de cacho (NC): didmetro lateral
do fruto (DLF): didmetro transversal do fruto (DTF): espessura de polpa (EP): espessura de semente (ES): numero de
frutos por cacho (NF): peso de 1 fruto (PF).

folhas (NF): comprimento do foliolo (CF): largura do foliolo (LF):

2.3.4 Distribuicéo de frequéncia dos caracteres

relativos a planta.

Na Figura 2 constam os histogramas e os poligonos de frequéncia para 0s sete caracteres

No que tange a circunferéncia a altura do peito (CAP), a amplitude total de variacdo foi de

202 cm, com maior valor registrado na populacdo de capitdo Po¢o 250 cm e o menor valor na

populagdo de S&o Caetano de Odivelas 48 cm. Este carater mostrou variacdo continua com

tendéncia de normalidade, muito embora a 4% e 5% classe tenham fugido um pouco o padrdo; A

altura do estipe (AE) teve variacdo de 460 cm, tendo o maior valor registrado na populacédo de

Capitdo Pogo 600 cm e 0 menor valor na populacdo de Séo Jodo de Pirabas 140 cm; O comprimento

do entrend (CEN) teve variacdo de 147 cm, tendo com maior valor registrado na populacdo de
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Cametad com 200 cm e o menor valor na populagdo de Sdo Caetano de Odivelas com 53 cm,
apresentando também tendéncia de normalidade, a variacdo foi continua com as classes 6% e 82
distorcendo o padrdo da normalidade. O nimero de folhas (NF) teve variacdo de 23 folhas, tendo o
maior valor registrado na populacdo de Cameta 28 folhas, o0 menor na populacédo de Sdo Caetano de
Odivelas 5 folhas. Este carater mostra que grande nimero das matrizes apresentou valor préximo da
média, ou seja, 16 folhas/planta. O comprimento do foliolo (CF) teve variacdo de 100 cm, tendo
com maior valor registrado na populacdo de Sdo Jodo de Pirabas 130 cm e o menor valor na
populacdo de Cameta 30 cm, média de 60,82 cm, desvio padrdo de 20,04 cm e coeficiente de
variacdo de 17,74%. A largura do foliolo (LF) teve variacdo de 3,5 cm, tendo com maior valor
registrado na populacéo de Sdo Jodo de Pirabas 5 cm e 0 menor valor na populacéo de Abaetetuba 1
cm, média de 2,38 cm, desvio padrdo de 0,59 cm e coeficiente de variacdo de 19,39% e o
comprimento da raque foliar (CRF) teve variacdo de 800 cm, tendo o maior valor registrado na

populacéo de Capitdo Pogo 900 cm e o menor valor na populacdo de Abaetetuba 100 cm (Tabela 2).
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia para os caracteres relativos a planta, em germoplasma de
inajazeiro do nordeste paraense. Belém-PA, UFRA, 2012.

Na Figura 3 constam os histogramas e os poligonos de frequéncia relativos aos caracteres
agronémicos.

No que diz respeito ao peso do cacho (PC), houve variacdo de 52 kg, tendo com maior valor
registrado na populagdo de Cameta 60 kg e o menor valor na populagdo de Abaetetuba 8 kg. J& para
o comprimento do cacho (CC) a variacédo foi de 100 cm, com o maior valor registrado na populacao
de Capitdo Poco 120 cm e o menor valor na populacdo de Sdo Jodo de Pirabas 20 cm. A
circunferéncia do cacho (CIRC) teve variacdo de 100 cm, com maior valor registrado na populacéo
de Capitdo Pogo 150 cm e o menor valor na populacdo de S&o Jodo de Pirabas 50 cm. O nimero de
cachos (NC) teve variacdo de 6, com maior valor assimétrico registrado na populacdo de Cameta 7
cachos e 0 menor valor assimétrico nas populacdes de Sdo Caetano de Odivelas e Capitdo Poco 1
cacho, sendo que na maioria das matrizes prevaleceu apenas 1 cacho. O numero de frutos (NFC)
teve variacdo de 3600 frutos, com maior valor registrado na populacdo de Capitdo Poco 4000 frutos
e 0 menor valor na populacdo de Abaetetuba 400 frutos.
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia relativo aos caracteres agrondmicos em germoplasma de
inajazeiro do nordeste paraense. Belém-PA, UFRA, 2012. Belém-PA, UFRA, 2012.
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Na Figura 4 constam os histogramas e os poligonos de frequéncia relativos aos caracteres de
fruto. Pode-se visualizar que o didmetro lateral do fruto (DLF) teve variacdo de 2,8 cm, tendo como
maior valor registrado na populacédo de Capitdo Poco 6,4 cm e o menor valor na populagédo de Séo
Caetano de Odivelas 3,5 cm. O diametro transversal do fruto (DTF) teve variacdo de 2,06 cm, tendo
como maior valor registrado na populagdo de Cameta 3,7 cm e o menor valor na populacéo de Sdo
Caetano de Odivelas 1,6 mm. A espessura de polpa (EP) teve variagdo de 1,5 mm, com maior valor
registrado na populacdo de Cametd 2,7 mm e o menor valor na populacdo de Sdo Caetano de
Odivelas 1,2 mm. A espessura da semente (ES) teve variacdo de 1,9 mm, com maior valor
registrado na populagdo de Cameta 3,5 mm e o menor valor na populacdo de Sdo Caetano de
Odivelas 1,5 mm. O peso do fruto (PF) teve variacdo de 35 g, com maior valor registrado na

populacdo de Cameta 45 g e 0 menor valor na populagdo de Capitdo Pogo 10 g.
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Figura 4. Distribuicdo de frequéncia para os caracteres relativos ao fruto, em germoplasma de
inajazeiro do nordeste paraense. Belém-PA, UFRA, 2012.

Foi também observado que a frequéncia teve uma tendéncia de normalidade desviada para a

direita, 0 que pode inferir a existéncia de variabilidade fenotipica nos caracteres estudados.

Oliveira; Ferreira; Santos (2007), ao estudarem 87 acessos com base em 22 caracteres da colecédo de
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germoplasma de acaizeiro da Embrapa Amazoénia Oriental, verificaram que os coeficientes de
variacdo foram bastante variaveis, de 8,21 na altura do estipe a 52,19 % na produgcdo total de frutos,
com a maioria dos coeficientes de variacdo referentes aos caracteres avaliados comparaveis aos
obtidos neste estudo.

No caso de palmeira real (Archontophoenix), progénies amostradas em Santa Catarina e
avaliadas, em condig¢Oes experimentais, em Campinas, tiveram baixos coeficientes de variagao
geneticos para nimero de folhas (7,80), médio para o diametro (16,08) e para outros caracteres,
como a altura do estipe, a variacdo foi alta, variando de 23,65 a 33,96 (BOVI et al., 2003). Tais
resultados sdo condizentes aos encontrados nas matrizes de inajazeiro, apesar das espécies e dos
métodos de estimacgdo serem diferentes.

Quando o estudo é com dados de paises ou regides, a distribuicdo de frequéncias torna-se
atil, pois permite verificar o nivel de variabilidade dos estados fenotipicos de cada carater
(QUEROL, 1993). No que diz respeito ao inajazeiro, as variagcGes fenotipicas observadas nas
distribuicbes de frequéncias podem ser devidas as caracteristicas bioclimaticas proprias da regido
onde estas populacdes se encontram, e isto foi particularmente observado nos caracteres que
apresentaram distribuicdes de frequéncias mais alongadas. Em muruci (Byrsonima verbascifolia
Rich. Ex A. Juss.) se observou grande variacdo no carater massa de matéria fresca no mesocarpo,
podendo haver relagdo com as caracteristicas edafoclimaticas, no local de coleta (GUSMAO;
VIEIRA; FONSECA JUNIOR, 2006).

2.4 CONCLUSAO

Os locais de ocorréncia de inajazeiro variam apenas no que diz respeito a condicéo de luz..

Levando-se em consideracdo a producdo de frutos as melhores matrizes encontram-se nos
municipios de Capitdo Poco e Cameta.

Alguns dos caracteres relacionados a planta, ao fruto e os agrondmicos apresentam-se
altamente associados e com tendéncia a normalidade, e podem Uteis em trabalhos de melhoramento

genético e domesticacdo da espécie.
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3. AVALIACAO FENOTIPICA EM GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO (Maximiana
maripa (Aublet) Drude) COLETADO NO NORDESTE PARAENSE.

RESUMO

O inajazeiro (Maximiliana maripa) é uma palmeira, nativa da Amazo6nia. Possui estipe
anelado, com 6timo palmito, folhas dispostas em cinco direcGes, inflorescéncias interfoliares, frutos
com polpa suculenta, comestivel, e améndoa de que se extrai 6leo amarelo, o qual desponta no
senario econémico como tendo bom potencial para o mercado de biocombustivel. O presente
trabalho teve como principal objetivo avaliar a diversidade fenotipica em matrizes e populacdes de
inajazeiro amostrados de coletas do nordeste paraense, por meio descritores morfoagrondémicos. A
avaliacéo fenotipica foi realizada em 125 matrizes de cinco populagdes, sendo avaliados para 17
caracteres: sete relativos a planta, cinco relativos a fruto e cinco relativos a agronémicos, no periodo
de 2009 a 2012. Os dados foram submetidos as analises univariada e multivariadas, envolvendo
componentes principais e agrupamentos, por matrizes e populacdes sendo utilizada a distancia
euclidiana média padronizada, assim como foi realizado o descarte dos caracteres redundantes por
dois métodos. Dos 17 caracteres submetidos a analise de variancia constatou-se que 16 deles
apresentaram diferencas significativas entre as populacfes pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade, o que evidencia a existéncia de variabilidade fenética entre as populacfes. Ao
comparar as medias dos 17 caracteres obtidas em cada populacdo verifica-se que para o carater
altura do estipe as populacdes nao diferiram significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott.
Pela analise de componentes principais, grande parte da variacdo ficou diluida até o décimo
segundo componente principal, os quais responderam por 96,01% da variacdo acumulada, em que
os dois primeiros componentes conseguiram explicar somente 42,88% da variagéo total. Com base
na selecdo direta oito caracteres foram descartados (DTF, NFC, CF, CC, CAP, CIRC, NF e DLF) e
com a reanalise apenas dois caracteres (DTF e NFC). Embora os caracteres selecionados sejam
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. Com
relacdo a formacao de grupos foram formados de 17 grupos quando se utilizou os 17 caracteres e 18
grupos quando foi utilizado 15 caracteres, pelo método de otimizacdo de Tocher e pelo método
UPGMA pode-se observar a formacdo de varios grupos, sendo nove deles formados partindo do
ponto de corte feito com base na média geral (dg =5,32), os quais formam varios subgrupos. Este
dendrograma apresentou valor cofenético alto e significativo (r=0,93, P_ 0,0001), indicando uma
fidelidade adequada do método de agrupamento na representacdo do conjunto de dados. Com
relacdo aos grupos formados pelas populacbes, houve a formacdo de dois e trés grupos distintos
pelo método de otimizacdo de Tocher e UPGMA, respectivamente. A variabilidade fenotipica
detectada para a maioria dos caracteres morfoagrondmicos sugere que as matrizes constituintes das
cinco populacdes apresentam variacdo, A selecdo de 88,26% dos caracteres utilizados foi
significativa. Os descritores selecionados mostram-se capazes de quantificar a diversidade
fenotipica de matrizes desta espécie, pelo emprego da distancia euclidiana média padronizada,
agrupando-a com consisténcia, pelos métodos UPGMA e Tocher.

Palavras chaves: Palmeira, Amazo6nia, Caracteres morfoagronomicos, Divergéncia genética,
Analise univariada, Analises multivariadas.
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AVALIACAO FENOTIPICA EM GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO (Maximiana maripa
(Aublet) Drude) COLETADO NO NORDESTE PARAENSE.

ABSTRACT

The inajazeiro (Maximiliana maripa) is a palm tree, native to the Amazon. Stipe has longed
with great palm leaves arranged in five directions, interfoliar inflorescences, fruits with juicy pulp,
edible, and almond extracts that yellow oil, which blunts the economic senary as having good
potential for the biofuel market . This study aimed to assess the phenotypic diversity of populations
in arrays and collections sampled inajazeiro northeastern Para, through morphological descriptors.
The phenotypic analysis was performed on 125 arrays of five populations, being evaluated for 17
characters: seven related to the plant, five relate to fruit and five relate to agronomic, in the period
2009-2012. Data were subjected to univariate and multivariate analyzes involving principal
components and clusters, and populations by arrays being used standardized mean Euclidean
distance, as done for the disposal of redundant characters by two methods. Of 17 characters
submitted to analysis of variance revealed that 16 of them showed significant differences between
populations by F test at 5 % probability, which evidences the existence of phenetic variability
between populations. When comparing the averages of 17 characters in each population obtained it
appears that for the character height of stem populations did not differ significantly by Scott &
Knott. By principal component analysis, much of the variation was diluted to the twelfth principal
component, which accounted for 96.01% of the accumulated variation, in which the first two
components could explain only 42.88% of the total variation. Based on direct selection eight
characters were discarded (DTF, NFC, CF, CC, CAP, CIRC, NC and DLF) and the reanalysis only
two characters (FTD and NFC). Although the selected characters are important in the study of
divergence, we evaluated the efficiency of disposal of redundant by comparing dissimilarities of
groups formed by the method of Tocher. With respect to the formation of groups were formed 17
groups when using the 17 characters and 18 groups when it was used 15 characters, the method of
Tocher and UPGMA method can observe the formation of various groups, nine of them formed
from the point of cut made based on the overall average (dg = 5.32), which form various subgroups.
This dendrogram showed value cofenético high and significant (r = 0.93, P_ 0.0001), indicating an
allegiance proper clustering method in the representation of the data set. With respect to groups
formed by people, there was the formation of two and three groups by the method of Tocher and
UPGMA, respectively. The phenotypic variability detected for most morphological characteristics
suggests that the constituent matrices of the five populations show variation, selection of 88.26 % of
the characters used was significant. The selected descriptors show themselves able to quantify the
phenotypic diversity of matrices of this kind, by the use of standardized mean Euclidean distance,
grouping it with consistency from UPGMA and Tocher.

Keywords: Palm, Amazon, morphological characteristics, genetic divergence, Univariate,
Multivariate analysis.
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3.1. INTRODUCAO

Muitos sdo os estudos que apontam o esgotamento das fontes energéticas fossil para os
préximos 40 ou 50 anos, destacando a necessidade de buscar outras fontes alternativas. Ha também
os constantes conflitos politicos, envolvendo os paises do Oriente Médio, onde estdo localizadas
quase 80% das reservas comprovadas de petroleo no mundo, conferindo instabilidade ao
suprimento e aos precos do combustivel, incentivando varias nacoes a reduzirem a dependéncia em
relacdo as importagdes do produto. Além dessas questdes, ainda tem a crescente preocupagao com o
meio ambiente e, em particular, com as mudancas climéticas globais coloca em xeque a prépria
sustentabilidade do atual padréo de consumo energético. Todos esses fatores, cuja importancia varia
de pais para pais, tém estimulado buscar por novas fontes de energia de biomassa em varios paises
do mundo. No caso do Brasil, a iniciativa mais recente foi a criagdo do Programa Nacional de
Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) (AGENCIA, 2004), que passou a apoiar estudos regionais
sobre varias espécies potenciais ao mercado de biodiesel, principalmente as palmeiras naturais,
como forma de explorar e valorizar suas populacdes naturais.

Na Amaz6nia, especialmente no estado do Pard, dentre as oleaginosas nativas tem-se
destacado o inajazeiro (Maximiliana maripa (Aublet) Drude). Uma palmeira de porte arbéreo que
pode alcancar 20 metros de altura, cujos frutos contém améndoas, de onde se extrai o 6leo, o qual
pode ser utilizado na industria alimenticia, em cosmeticos, em produtos farmacéuticos, em racoes,
além de pode gerar energia. Devido a sua rusticidade, a alta produgdo de frutos, torna-se uma das
palmeiras mais promissoras para a utilizagdo em enriquecimento de reservas legais e composi¢édo de
sistemas agroflorestais na regiao.

Acdes de pesquisa visando o desenvolvimento de tecnologia de manejo e plantio, e
melhoramento genético do inajazeiro, no Estado do Pard, ainda sdo inexistentes, havendo a
necessidade de se domesticar a espécie, de modo a obter cultivos racionais que poderdo
disponibilizar aos produtores cultivares para utilizagdo em diferentes agroecossistemas, com boas
caracteristicas de producdo, qualidade de fruto e resisténcia a doencas e pragas. Neste sentido
estudos sobre a avaliacdo e quantificacdo da divergéncia genética em matrizes de diferentes
populacBes naturais constituem atividades essenciais para resguardar o patriménio genético e para
subsidiar programa de melhoramento, em funcdo da elevada variabilidade genética natural desta
espécie, que leve a sua completa domesticacdo (NASCIMENTO, 2008a).

A avaliagdo de caracteres morfoagronémicos, a selecdo de descritores e andlise de
divergéncia genética sdo etapas importantes no melhoramento de plantas, obtidas por meio das
analises multivariadas, instrumentos Uteis no estudo de espécies perenes, com base em caracteres
morfoagrondmicos (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). Estes estudos favorecem um melhor
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conhecimento do germoplasma disponivel e auxiliam na escolha de parentais apropriados,
permitindo identificar combinacdes de maior heterozigose e de maior efeito heterdtico, que
propiciem a geracdo de ampla variabilidade genética passivel de selecdo (REIF; MELCHINGER;
FRISCH, 2005).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar e quantificar a divergéncia genética
entre matrizes de inajazeiro procedentes de cinco municipios do Nordeste Paraense, com base em
caracteres morfoagrondémicos, de modo a verificar a variabilidade fenotipica, selecionar descritores,
estabelecer grupos de matrizes com caracteristicas morfoagronémicas semelhantes e indicar grupos

de matrizes com maior potencial agronémico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Descricao do material usado

Foram avaliadas matrizes de cinco populacbes localizadas no nordeste paraense estando
assim representadas: Populacdo 1= Cameta (CA); Populacdo 2= Abaetetuba (AB); Populacdo 3=
S&o Jodo de Pirabas (SJP); Populagédo 4= S&o Caetano de Odivelas (SCO) e Populacdo 5 = Capitdo
Poco (CP). De cada populacdo foram amostradas ao acaso 25 matrizes (n = 25), totalizando 125
matrizes. Os pontos de coleta compreenderam terrenos planos e ondulados, ambientes antropizados
de terra firme, como quintais caseiros, pequenas propriedades, areas de pastagem e mata.

Nestes municipios, foi observada a predominancia do tipo climético Am;, definido por
Kdppen (SUDAM, 1984). Contudo, nos municipios de Cameta e Abaetetuba (Vila de Beja) este
tipo climatico estd qualificado da seguinte forma: média mensal, com temperatura minima superior
a 18° C, estacdo chuvosa de pequena duragdo e umidade suficiente para manutencdo da floresta,
amplitude térmica que ndo ultrapassa 5° C. Apresenta ligeira variacdo para o tipo Aw, com chuvas
que apresentam incidéncias maiores em fevereiro a abril. Como em toda a Amazbnia, a
temperatura do ar apresenta-se elevada, com média de 26,3° C, maxima de 32,4° C e minima, de
24,1° C. A umidade relativa esta sempre acima de 80%. Cuja precipitacdo pluviométrica é,
aproximadamente, de 2.202 mm anuais, Abril, més considerado como o de maior pluviosidade. No
caso dos municipios de Capitdo Poco, Sdo Jodo de Pirabas e Sdo Caetano de Odivelas influenciados
também por este tipo climatico Ami, apresentam clima de transicdo entre o Af; e 0 Aw;, com nitida
estacdo chuvosa de dezembro a maio, com estacdo de seca de dois a trés meses e precipitacao
pluviométrica anual de 2500 a 3000 mm. As médias anuais das umidades relativas dos municipios

variaram entre 80 e 90 % e as médias anuais das temperaturas foram situadas entre 26 e 38 °C.
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O revestimento floristico predominante, nos cinco municipios, é a floresta equatorial
perenifélia e as diversas fases de capoeira, que compdem a vegetacdo secundaria, formada apds a
derrubada da floresta original. Esta floresta caracteriza-se por apresentar vegetacao exuberante, com
arvores de grande porte e diversidade de espécies, que repousa em solos alicos e distroficos,
predominando os latossolos e argissolos. As areas de vérzeas se caracterizam por serem solos
aluviais e/ou hidromorficos. A floresta de varzea do estuario amazonico caracteriza-se pela riqueza
em palmeiras, além de outras espécies produtoras de frutos comestiveis. Ainda sdo encontradas,
com certa abundancia, espécies produtoras de madeira, latex, medicamentos caseiros, espécies que
protegem as margens dos rios e igarapés, entre outras (CONCEICAO, 1990; QUEIROZ e
MOCHIUTTI, 2001).

3.2.2 Coleta dos dados

De cada matriz foram avaliados 17 caracteres morfoagrondémicos, sendo relativos a planta
(7), aos frutos (5) e agrondmicos (5). Os caracteres da planta foram: circunferéncia do estipe a
altura do peito (CAP), altura do estipe (AE), circunferéncia do 3° entrend (CEN), nimero de folhas
(NF), comprimento do foliolo (CF), largura do foliolo intermediario (LF) e comprimento da raque
foliar (CRF). Os de frutos envolveram: os diametros longitudinal (DLF) e transversal (DTF) do
fruto, as espessuras da polpa (EP) e da semente (ES) e peso do fruto (PF). Os agrondmicos foram:
peso do cacho (PC), comprimento do cacho (CC), circunferéncia do cacho (CIC), nimero de cachos
por planta (NCP) e nimero de frutos por cacho (NFC). Tais caracteres encontram-se descritos no

capitulo anterior.

3.2.3 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram organizados e digitados em planilha Excel 2010 e submetidos as
analises variancias univariada e multivariada. A analise univariada foi feita para quantificar a
existéncia de diferencas entre as populacdes. Enquanto as multivariadas foram realizadas para
selecionar descritores, verificar a eficiéncia do descarte e quantificar a diversidade e a divergéncia

fenotipica entre as populacfes e matrizes de inajazeiro.
3.2.4.1 Andlise da variancia univariada

Os 17 caracteres avaliados nas 125 matrizes foram submetidos, preliminarmente, a analise
da variancia univariada considerando duas fontes de variacdo, entre e dentro de matrizes, sendo

analisados no programa GENES. Considerou-se o delineamento inteiramente casualizado, com
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cinco tratamentos (populacGes) e 25 repeticdes (matrizes) por populacdo. O modelo estatistico
utilizado foi:
Yij=p+gitmte;
em que:
Y = representa a observacao da unidade experimental do matriz ; da populacéo j;
p= média geral de todas as observagdes;
gi= efeito da matriz i (i=1, 2, 3,...25);
m;= efeito da populagéo j (j= 1, 2, 3, 4, 5)
e ij= erro experimental associado a observacgao Yij
As médias dos caracteres que diferiram significativamente entre as populacdes pelo teste F

foram comparadas pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

3.2.4.2 Anélises multivariadas
As estimativas das dissimilaridades fenotipicas obtidas entre as populacfes foram realizadas
para 0s 17 caracteres, sendo utilizadas as medias de cada carater. Para a obtencdo dessas

estimativas, utilizou-se a distancia euclidiana média (d.), calculada dos dados padronizados para

eliminar o problema de escala, no software GENES. Esta distancia foi escolhida pelo fato de nao
necessitar de experimentos que envolvam delineamentos experimentais (CRUZ et al., 2004), pois 0s
dados foram obtidos de plantas selecionadas ao acaso dentro de cada populagdo. As expressdes para
a padronizagcdo dos dados e da distancia euclidiana foram obtidas de Cruz et al. (2004), sendo
descritas abaixo:
- Padronizacdo dos dados:
X.

X, = !
' S(X))

em que:

x;; : dado padronizado;
X observagdo feita na i-ésima populagdo (i= 1, 2, 3, 4, 5) em relagdo ao j-ésimo carater

(=1,2,3..,17).

S(X;;) : desvio padrédo dos dados do j-ésimo carater.

- Distancia euclidiana média, baseada em dados padronizados:

dg;. = \/%Z(Xij - Xi'j)2

em que:
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dg;,. : distancia euclidiana media entre os pares de populagfesiei’;

n: nimero de caracteres analisados.

A matriz simétrica gerada pelas distancias entre os pares de populacBes foi utilizada na
formacdo dos agrupamentos com base em dois métodos, com vistas a comparar os padres dos
mesmos. Os métodos empregados foram: o hierarquico aglomerativo de ligagdo média néo
ponderada - UPGMA e 0 nao 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
0 de otimizagao de Tocher no software GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2004).

Os grupos dissimilares formados nos dendrogramas foram identificados pela expressdo da

dissimilaridade media (dg,,) obtida pela expressao:

dg,, = ngij /\]

em que:

dg; : distancia euclidiana média entre cada par;

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

correlagdo cofenética entre as matrizes da distancia euclidiana média (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 correlacdo (r) que quantifica o grau de relacionamento entre duas

matrizes.

3.3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.3.1 Variagdo fenotipica pela andlise de variancia univariada

O resumo das analises de variancia relativas aos 17 caracteres morfo-agrondmicos e
avaliados nas 125 matrizes de cinco populagdes consta na Tabela 4. Dos caracteres avaliados 16
deles apresentaram diferencas significativas entre as populacdes pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade, o que evidencia a existéncia de variabilidade fenética entre as populagdes. O Unico

carater que ndo diferiu significativamente entre as populacdes foi altura do estipe (AE). Santos
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(2011) também encontrou diferencas significativas para onze caracteres envolvendo dados da planta
e de frutos quando avaliou trés populagdes de babagu com diferentes condi¢Ges de manejo.

Oliveira, Ferreira, Santos (2007), analisando 87 acessos com base em 28 caracteres de
acaizeiro, constataram diferencas significativas entre os acessos, pelo teste F (p<0,01 e p<0,05) para
26 descritores, com excegdo da duracgao da fase masculina e rendimento de polpa por fruto.

O carater nimero de cachos, nimero de frutos por cacho, peso de cacho, altura do estipe e
didmetros a altura do peito apresentaram altos coeficientes de variacdo demonstrando serem
altamente influenciados pelo ambiente. Por outro lado, os demais caracteres expressaram menores

coeficientes de variagéo.

Tabela 4. Resumo das andlises de variancia relativas aos 17 caracteres morfo-agronémicos
avaliados em 125 matrizes representantes de cinco populagdes de inajazeiro do nordeste

paraense.

Caracteres Quadrados médios Média CV

Populagdes Erro (%)
CAP (cm) 11981,768" 1356,263 132,43 27,81
AE (m) 13832,168"™ 9324,881 314,88 30,67
CEN (cm) 2091,720° 720,702 107,52 24,97
NF (unid.) 359,328" 8,9586 16,07 18,62
CF (cm) 8965,112" 116,336 60,82 17,74
LF (cm) 4,261 0,212 2,38 19,40
CRF (cm) 48131,200" 7479,867 720,36 12,01
PC (kg) 960,972" 110,137 32,74 32,06
CC (cm) 6345,548" 368.311 75,83 25,31
CIRC (cm) 6140,788" 411,781 106,45 19,06
NC (unid.) 9,860 0,745 1,56 55,32
DLF (mm) 1,839 0,187 4,89 8,85
DTF (mm) 1,787 0,080 2,76 10,27
EP (mm) 0,448 0,085 1,94 15,06
ES (mm) 159,497 7,328 25,71 10,53
NFC (unid.) 6253511,872" 560750,673 1779,7 42,08
PF (g) 294,508 24,682 20,14 24,67

CAP: circunferéncia do estipe a altura do peito; AE: altura do estipe; CEN: circunferéncia do entrend a altura do peit;
NF:numero de folhas; CF: comprimento do foliolo; LF: largura do foliolo; CRF: comprimento da raquis foliar; PC: peso
do cacho; CC: comprimentoa do cacho; CIRC: circunferéncia do cacho; DLT e DTF: didmetros longitudinal e
transversal do fruto; EP: espessura da polpa; ES: espessura da semente; NFC: nimero de frutos por cacho; PF: peso do
fruto;" e ™" significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F; ™: ndo significativo.

Ao aplicar o teste de Scott & Knott (Tabela 5) nos caracteres que exibiram diferencas pelo
teste F, foi constatado que as populag¢bes formaram dois (CEN, CF, CRF, NC, DTF, EP e ES) e trés
(NF, LF, PC, CC, CIRC, DLF, NFC e PF) grupos, onde, quase sempre, as populactes de CA e CP
participaram do melhor grupo. Tais resultados evidenciam que as matrizes oriundas dessas
populagbes possam apresentar caracteristicas desejaveis para fornecer material propagativo a

programas de melhoramento genético dessa palmeira com vista a producéo de frutos.
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Tabela 5. Resumo das analises de variancia relativo aos 17 caracteres morfo-agronémicos
avaliados em 125 matrizes representantes de cinco populagdes de inajazeiro.

Populacdes

Caracteres CA AB SJP SCO CP
CAP (cm) 150,80a 132,90 b 129,40 b 97,60 c 151,40 a
AE (m) 284,00a 316,40 a 299,60a  333,60a 340,80 a
CEN (cm) 110,60a 114,36 a 100,80 b 95,24 b 116,60 a
NF (unid.) 22,00 a 15,60 b 13,68 C 12,12 ¢ 16,96 b
CF (cm) 49,16 b 54,32 b 94,36 a 50,60 b 55,64 b
LF (cm) 2,17b 1,84 ¢ 2,74 a 2,28 b 2,84a
CRF (cm) 718,00b 669,20 b 688,00b 750,20 a 776,40 a
PC (kg) 39,44 a 24,08 ¢ 31,32b 30,80 b 38,04 a
CC (cm) 71,00 b 76,00 b 54,40 ¢ 79,08 b 98,68 a
CIRC (cm) 114,16 b 99,80 ¢ 83,40d  110,16b 124,72 a
NC (unid.) 2,68 a 1,36 b 1,28 b 1,24 b 1,24 b
DLF (mm) 4,88 b 4,87b 4,93 b 4,50 ¢ 5,26 a
DTF (mm) 2,96 a 2,91a 2,83a 2,29b 2,81 a
EP (mm) 2,09 a 2,05a 1,82 b 1,94 b 1,79 b
ES (mm) 27,50 a 27,00 a 26,44 b 21,27 b 26,33 a
NFC (unid.) 1667,00b 113508c  164508b 194572b 2505,40 a
PF (g) 24,12 a 22,94 a 20,13 b 17,30 ¢ 16,22 ¢

CAP: circunferéncia do estipe a altura do peito; AE: altura do estipe; CEN: circunferéncia do entrené a altura do peit;
NF:numero de folhas; CF: comprimento do foliolo; LF: largura do foliolo; CRF: comprimento da raquis foliar; PC: peso
do cacho; CC: comprimentoa do cacho; CIRC: circunferéncia do cacho; DLT e DTF: didmetros longitudinal e
transversal do fruto; EP: espessura da polpa; ES: espessura da semente; NFC: nimero de frutos por cacho; PF: peso do

fruto: CA: Cametd; AB: Abaetetuba: SJP: S0 Jodo de Pirabas; SCO: Sdo Caetano de Odivelas; CP: Capitdo Poco.

3.3.2 Variagdo fenotipica pela andlise de variancia multivariada

3.3.2.1 Selecao de descritores

A Tabela 6 mostra o resultado da técnica de andlise de componentes principais,

apresentando as estimativas dos autovalores associados aos componentes e suas respectivas

variancias absolutas e porcentuais obtidas para os 17 caracteres, cada autovalor ¢ uma fracdo da

variancia total representada pelo respectivo componente ordenado de maneira decrescente. Grande

parte da variacdo ficou diluida até o décimo segundo componente principal, 0s quais responderam

por 96,01% da variagdo acumulada, em que os dois primeiros componentes conseguiram explicar

somente 42,88% da variagéo total.



78

Tabela 6. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais e das porcentagens
de suas variancias relativas e acumuladas, obtidas dos 17 caracteres avaliados em 125
matrizes de inajazeiro.

Componentes Autovalores VR VA

% %
1 4,0643 23,91 2391
2 3,2255 18,97 42,88
3 2,0526 12,07 54,96
4 1,3530 7,95 62,91
5 1,1545 6,79 69,71
6 1,0430 6,13 75,84
7 0,8454 4,97 80,81
8 0,7219 4,25 85,06
9 0,5513 3,24 88,30
10 0,5319 3,12 91,43
11 0,4239 2,49 93,92
12 0,3538 2,08 96,01
13 0,2988 1,75 97,76
14 0,1779 1,05 98,81
15 0,1467 0,86 99,67
16 0,0537 0,32 99,99
17 0,0016 0,01 100,00

Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira; Ferreira; Santos (2006) ao selecionarem
descritores para caracterizacdo de germoplasma de acaizeiro para producao de frutos, analisando 87
acessos, onde foram avaliados 28 descritores morfoagrondbmicos por componentes principais,
obtiveram 35,8 % da variacdo total nos dois primeiros componentes e 68,85 % ficaram distribuidas
até o sexto componente.

Em outras palmeiras, porcentuais semelhantes aos dois primeiros componentes principais
foram registrados por Gomes (2007), estudando variabilidade fenotipica de caracteres vegetativos e
reprodutivos em populagéo de pupunheira, avaliando 10 descritores em 1978, em plantas adultas do
BAG de pupunheira do Instituto do Agrondmico de Campinas (IAC) e Pinto et al. (2010),
pesquisando sobre caracterizacdo de 36 acessos de guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) para
selecdo de 18 descritores morfométricos, obtiveram 41,63 % e 33,86 %, respectivamente.

Em outras culturas, também foram encontrados porcentuais proximos nos dois primeiros
componentes principais, como nos trabalhos de Karia (2008), estudando a caracteriza¢do genética e
morfoagrondmica de germoplasma de Stylosanthes guianensis em 23 caracteres avaliados em 535
acessos ¢ Chiorato et al. (2006), analisando 17 descritores morfoagrondmicos em 116 acessos de
feijdo comum (Phaseolus vilgaris L.), que obtiveram 33,01 % e 44,33 % da variancia total,

respectivamente.
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Vale ressaltar que a distribuicdo da variéncia estd associada ao numero e a natureza dos
caracteres usados na analise, estando concentrada nos primeiros componentes, apenas quando se
utiliza um numero reduzido de descritores de interesse agrondmico ou que estejam em um mesmo
grupo, como folha, floracao, frutos ou sementes, entre outros (PEREIRA; VENCOVISKY; CRUZ,
1992). Enfatiza-se, ainda, que quando Varios caracteres sdo altamente correlacionados, 0s primeiros
componentes, tendem a explicar quase que a totalidade da variancia total da nuvem de dados
(FAVERO et al., 2009). A concentracio da variancia nos dois primeiros componentes principais foi
observada nos trabalhos de Santos (2010), ao estudar a caracterizacdo de dendezeiros
subespontaneos com base na producdo de frutos e cachos, para os ambientes de Baixada, Mamédio
e Beira Mar; obteve 58 %, 65 % e 61 %, respectivamente. Zaninetti (2009), estudando a
caracterizacdo do 6leo de frutos de tucuma (Astrocaryum aculeatum) para producdo de biodiesel e
Gomes (2007), ao estudar nove descritores morfoagrondmicos avaliados em frutos de 377 acessos
do BAG - pupunheira - IAC obtiveram 60,3 % e 60,42 %, respectivamente.

Neste estudo, a selecdo dos descritores foi efetuada, preliminarmente, por dois
procedimentos: a selecdo direta (JOLLIFFE, 1972 e 1973) e a selecdo com reanalise (CURY, 1993).
Pela selecdo direta foram sugeridos para descarte oito caracteres (Tabela 6), que exibiram 0s
maiores coeficientes de ponderagdo nos componentes principais cujos autovalores expressaram
valores inferiores a 0,7, iniciando o descarte a partir do Gltimo componente. O primeiro carater
indicado para descarte foi o diametro transversal do fruto (DTF), o qual mostrou coeficiente de
ponderacdo em moédulo de -0,7086, sendo seguido pelos caracteres nimero de frutos por cacho
(NFC) com o maior coeficiente de ponderagdo em mddulo (0,7213), comprimento do foliolo (CF) e
namero de folhas (NF), que apresentaram altos coeficientes de ponderacdo em modulo com 0s
componentes principais 16, 15 e 10, respectivamente. Com base na selecdo direta, 0s oito caracteres
redundantes, com base na sequéncia de descarte, foram: DTF, NFC, CF, CC, CAP, CIRC, NF e
DLF.

No caso da selecdo com reandlise, apenas dois caracteres foram indicados para descarte que,
segundo esse procedimento, assumiram a seguinte ordem: DTF e NFC, pois a partir do Gltimo
descritor eliminado (NFC), o terceiro carater a ser eliminado (ES) infringiu as normas
preestabelecidas, ou seja, apresentou alta correlacdo com uma variével ja descartada, o DTF.

Comparando os dois procedimentos, verifica-se que a selecdo direta foi extremamente
drastica, uma vez que eliminou sete caracteres morfologicos, inclusive os dois didmetros do fruto e
um carater agrondmico (NFC). Por outro lado, a selecdo com reandlise apresentou-se mais
adequada, apesar de ter sugerido a eliminacdo de apenas dois caracteres, um morfologico e outro

agrondmico, ambos coincidentes com o primeiro método.
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Dessa forma foram descartados 11,74% dos caracteres avaliados, sugerindo que os 15
selecionados devam ser descritores de inajazeiros e possam ser utilizados na caracterizagdo e
avaliacdo de BAG’s dessa palmeira.

As estimativas da correlacdo de Pearson entre os dois caracteres descartados e os 15
selecionados, encontram-se na Tabela 7. Observa-se que o descarte efetuado ndo ocasionou perda
significativa de informacdes, pois todas as caracteristicas redundantes apresentaram-se associadas a,

pelo menos, seis das selecionadas.

Tabela 7. Coeficientes de correlacdo simples entre os descritores morfo-agrondmicos selecionados
e descartados, avaliados em 125 matrizes de inajazeiro.

Descritores selecionados Descritores descartados
DTF NFC

CAP 0,3129" 0,0971
AE -0,0567 0,1918
CEN 0,1442 0,0113
NF 0,3284" 0,1149
CF 0,1503 0,0582
LF -0,0211 0,4202"
CRF -0,0947 0,3191"
PC 0,0294 0,7236
cC -0,1727 0,5362"
CIRC -0,0931 0,4782"
NC 0,1842 -0,1370
DLF 0,6556 -0,2426
EP 0,1740 -0,2438
ES 0,9966 -0,4132"
PF 0,71317 -0,6289"

CAP: circunferéncia do estipe a altura do peito; AE: altura do estipe; CEN: circunferéncia do entrené a altura do
peit; NF:nimero de folhas; CF: comprimento do foliolo; LF: largura do foliolo; CRF: comprimento da raquis foliar;
PC: peso do cacho; CC: comprimentoa do cacho; CIRC: circunferéncia do cacho; DLT e DTF: didmetros
longitudinal e transversal do fruto; EP: espessura da polpa; ES: espessura da semente; NFC: nimero de frutos por
cacho; PF: peso do fruto; e ": significativo aos niveis de 5% e a 1%.

Em referéncia aos caracteres selecionados neste trabalho, Oliveira; Ferreira; Santos (2006)
destacaram a importancia de 12 deles (NEP, AE, NF, CAP, CEN, DLF, PS, NCP, PC, RFC, NRC e
CC). Os caracteres numero de estipes em frutificacdo por planta, comprimento da bainha foliar, dias
de floracdo masculino, intervalo entre fases de floracdo, dias de floracdo feminina, dias apds a
polinizacdo, numero de anos em producdo e numero de meses em producdo mencionados no

trabalho desses autores ndo foram considerados neste estudo por se tratar de dados de coleta.
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3.3.2.2 Eficiéncia do descarte

Embora os caracteres selecionados sejam 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 8.

Os resultados demonstram que os 17 caracteres proporcionaram a formacgédo de 17 grupos
distintos, os quais foram obtidos com base nas 125 matrizes de inajazeiro, o primeiro abrangendo
64 delas, o segundo grupo formado com 11 matrizes, o terceiro agrupamento formado por 14
matrizes, o quarto agrupamento formado com oito matrizes, o quinto grupo formado por sete
matrizes, 0 sexto ao nono grupo contendo apenas quatro matrizes, o decimo e o decimo primeiro
grupo formaram apenas duas matrizes e do decimo segundo ao decimo sétimo foram formados por
apenas uma matrizes.

Levando em consideracdo os 15 caracteres selecionados, pdde-se constatar que o nimero e a
distribuicdo dos grupos sofreram pequenas modificagdes, pois houve a formacédo de 18 grupos com
a seguinte constituicdo: o primeiro abrangendo 61 matrizes, o segundo grupo formado com 11
matrizes, o terceiro agrupamento formado por 12 matrizes, o quarto grupamento formado com nove
matrizes, o quinto grupo formado com seis matrizes, do sexto formado por cinco matrizes, o sétimo
e 0 nono grupo contendo apenas trés matrizes, 0 oitavo grupo contendo quatro matrizes, o décimo e
0 décimo primeiro grupo formaram apenas duas matrizes e do décimo segundo ao décimo oitavo
foram formados por apenas uma matriz.

Fazendo uma analise dos grupos formados pelos 17 caracteres e pelos 15 selecionados,
observa-se que houve coincidéncia total nos dois Gltimos grupos, constituido pela procedéncia 5 e
98. As maiores modificagdes ocorreram nos grupos 8 e 12, formados pelos 15 descritores
selecionados (Tabela 8, grupo b), cujas procedéncias pertenciam ao sexto e decimo quinto grupo
formado pelos 17 caracteres (Tabela 8, grupo a). Mas, sugere-se que os agrupamentos formados
pelos caracteres selecionados foram bem mais adequados, por terem discriminado mais um grupo.

Estudos feito por Dias (1994) e Dias et al. (1997), utilizando este mesmo método na
comparacdo da eficiéncia do descarte em clones de cacaueiro, com 0 emprego da distancia
euclidiana, verificaram pequenas alteracGes na formacdo dos grupos pelo conjunto de caracteres
originais e os remanescentes, tendo confirmado a eficiéncia da metodologia de selecdo com
reanalise no descarte dos caracteres. Araujo et al. (2002) tambem estudou a eficiéncia do descarte
com base na formacdo de grupos pelo metodo de Tocher, a partir da distancia de Mahalanobis,
quando estudaram descritores de frutos em clones de cupuaguzeiro e observaram pouca alteragdo no

nUmero e na constituicdo dos grupos.
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Tabela 8. Grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher, a partir das dissimilaridades

expressas pela distancia euclidiana padronizada, obtidas com base nos 17 caracteres (a)
e nos 15 selecionados (b) nas 125 matrizes de inajazeiro.

Grupos Matrizes
(@)
1 54 55 61 63 66 60 59 62 56 51 52 64 57 43 73 41 50 35 29 116

47 44 26 2 37 124 81 104 19 114 123 72 78 24 3 58 113 103 13
118 16 10 7 27 6 42 122 109 18 4 1 48 40 102 117 45 115 76 93
112 95 100 75 39

68, 70, 69, 94, 71, 88, 82, 85, 86, 89 e 90

101, 108, 107, 111, 110, 119, 125, 106, 96, 65, 84, 83, 91 e 92

8,23,21,22,12,11,30e 25

36, 77, 80, 38, 32,67 e 74

2
3
4
5
6 33,34 e 46
7 9,15e 17
8 120 e 121
9 87,97 e 99
10 3le49
11 14 e 105
12 20
13 53
14 79
15 28
16 5
17 98
Grupos Matrizes
(b)
1 54 55 61 63 60 59 62 66 56 64 51 52 57 65 43 73 41 50 116 35

L A
~NoUuhwWNROOXXNOOTAWN

18

29 119 75 71 72 44 47 124 81 2 100 26 104 114 123 37 19 93 112
113 103 122 3 118 95 109 13 7 27 10 108 111 24 16 42 40 78 6
58 45 117

68 70 69 94 86 38 32 74 85 82 88

107 110 125 101 106 14 4 1 18 102 11 25

89 90 87 97 99 84 83 96 91

8 21 23 22 12 30

115 120 121 48 76

36 77 80

33 34 39 46

9 15 17

31e49

20 e 105

28

53

79

92

67

5

98

Maior distancia entre os minimos: 1,2118 (a) e 1,1992 (b).
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Oliveira; Ferreira; Santos (2006), na comparacdo dos grupos de dissimilaridades de 21
procedéncias de 87 acessos de agaizeiro, usando o método de Tocher, para eficiéncia de descarte,
observou que nos 28 descritores originais foram formados quatro grupos e nos 22 selecionados
foram discriminados sete grupos, havendo modificacdes em relacdo ao niumero e distribuicdo, com
coincidéncia total no ultimo grupo e parcial no pendltimo e dltimo grupos, e concluiu que hd maior
eficiéncia com os caracteres selecionados devido a formagéo de mais grupos.

Pelo método otimizacdo de Tocher foram formados trés grupos divergentes quando
analisados com base nos 17 caracteres e dois grupos quando a analise foi feita com os 15 caracteres
selecionados no que tange as cinco populagdes estudadas, como se observa na tabela 9. No primeiro
caso no grupo um ficou Cameta, Abaetetuba e Sdo Jodo de Pirabés, no grupo dois S&o Caetano de
Odivelas e no grupo trés Capitdo Poco (Tabela 9a). E nos 15 caracteres selecionados a formacéo de
dos grupos ficou da seguinte forma: no grupo um ficou Cameta, Abaetetuba, Sdo Jodo de Pirabéas e

S&o Caetano de Odivelas e no grupo dois ficou apenas Capitdo Poco (Tabela 9b).

Tabela 9. Grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher, a partir das dissimilaridades
expressas pela distancia euclidiana media padronizada, obtidas com base nos 17
caracteres (a) e nos 15 selecionados (b) nas cinco populagdes de inajazeiro.

Grupos Populacdes
(@)
1 Cameta (1) Abaetetuba (2) S&o Jodo de Pirabas (3)
2 Séo Caetano de Odivelas (4)
3 Capitdo Poco (5)
Grupos Populacdes
(b)
1

Cameta (1) Abaetetuba (2) S&o Jodo de Pirabas (3) Séo Caetano de
Odivelas (4)

2 Capitdo Poco (5)
Maior distancia entre os minimos: 1,4529 (a) e 1,4478 (b).

Para Cury (1993), apud Oliveira (2005), num processo de descarte, € normal ocorrerem
perdas de informacdes. Com base nesta afirmativa, pode-se sugerir que, caso tenham ocorrido
perdas de informacdes com o descarte realizado, essas devem ter sido minimas. Sendo assim,
reputa-se que os caracteres selecionados conseguiram representar a divergéncia genética do

conjunto avaliado e devem proporcionar reducéo nos custos da avaliacao.

3.3.2.3 Diversidade fenotipica
As dissimilaridades fenotipicas entre cada par de matrizes foram obtidas por meio da
distancia euclidiana padronizada, com base nos 15 caracteres selecionados e as estimativas medias,

minimas e maximas constam na Tabela 10.
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TABELA 10. Dissimilaridades fenotipicas médias, minimas e maximas, expressas pela distancia
euclidiana média padronizada, obtidas dos 15 caracteres selecionados, com base nas
125 procedéncias de inajazeiro.

Matrizes Media Minimo Maximo Matrizes Média Minimo Maximo
1 4,95 2,43 7,46 64 5,79 2,54 9,04
2 5,09 1,95 8,24 65 5,79 2,75 8,83
3 4,52 2,17 6,87 66 5,36 2,25 8,46
4 491 2,17 7,66 67 5,82 3,39 8,25
5 6,12 3,45 8,79 68 5,00 1,36 8,64
6 5,37 3,20 7,54 69 6,00 2,65 9,36
7 474 2,60 6,88 70 5,13 1,36 8,89
8 5,73 2,47 8,99 71 5,57 1,74 9,40
9 5,93 3,08 8,78 72 5,29 2,32 8,27
10 4,76 2,44 7,08 73 5,75 2,61 8,89
11 5,08 2,37 7,80 74 6,26 3,32 9,19
12 5,36 2,37 8,36 75 5,33 1,74 8,92
13 4,85 2,92 6,79 76 5,51 1,91 9,10
14 5,74 3,15 8,33 77 5,65 2,59 8,71
15 5,50 2,92 8,08 78 5,23 1,91 8,55
16 4,93 2,64 7,22 79 6,08 3,47 8,69
17 6,93 4,04 9,82 80 7,06 3,42 10,71
18 497 2,64 7,30 81 4,96 2,24 7,68
19 494 2,56 7,32 82 5,44 1,92 8,97
20 7,68 4,64 10,71 83 5,86 2,77 8,95
21 5,86 2,47 9,24 84 5,87 2,77 8,98
22 5,81 2,83 8,80 85 5,46 3,31 7,60
23 5,32 2,51 8,12 86 6,21 2,69 9,74
24 5,21 2,56 7,85 87 6,23 2,66 9,79
25 5,24 2,65 7,83 88 5,58 1,92 9,25
26 4,75 2,68 6,82 89 5,57 2,24 8,90
27 4,39 1,81 6,97 90 6,15 2,24 10,06
28 7,28 4,47 10,09 91 531 2,24 8,38
29 4,43 1,77 7,09 92 6,64 3,83 9,45
30 5,08 2,60 7,55 93 5,50 3,04 7,95
31 6,35 3,36 9,34 94 5,94 2,34 9,53
32 5,72 2,89 8,55 95 5,38 2,53 8,23
33 5,34 2,95 7,72 96 6,04 2,52 9,56
34 5,27 2,95 7,58 97 6,31 2,52 10,10
35 4,42 1,77 7,06 98 6,81 3,67 9,96
36 5,84 2,59 9,10 99 6,58 3,23 9,92
37 474 1,81 7,66 100 5,79 2,34 9,24
38 5,91 2,89 8,93 101 4,75 1,50 8,00
39 5,45 3,26 7,64 102 4,76 2,08 7,44
40 5,62 2,77 8,47 103 5,22 2,32 8,12
41 5,28 1,84 8,72 104 4,74 1,94 7,54
42 4,82 2,03 7,60 105 6,09 2,45 9,72
43 5,01 1,77 8,25 106 5,75 2,45 9,04
44 4,92 2,30 7,54 107 5,17 2,17 8,18
45 4,88 2,03 7,73 108 4,67 1,50 7,84
46 5,69 2,88 8,49 109 5,00 2,57 7,43
47 5,46 2,97 7,95 110 5,28 2,17 8,39
48 5,35 2,87 7,82 111 5,09 1,87 8,31
49 5,51 2,46 8,56 112 4,96 1,81 8,11
50 4,85 1,77 7,93 113 4,89 1,90 7,88
51 5,27 2,51 8,03 114 4,37 1,52 7,22
52 5,58 2,51 8,65 115 4,67 1,52 7,82
53 6,30 3,35 9,25 116 4,97 1,88 8,05
54 4,37 0,68 8,07 117 5,34 2,78 7,90
55 4,39 0,68 8,10 118 5,43 2,93 7,93
56 5,32 2,72 7,92 119 5,13 1,96 8,31

57 5,36 2,84 7,88 120 5,48 2,54 8,41
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58 5,39 2,89 7,89 121 5,23 2,24 8,22
59 5,08 2,42 7,74 122 4,94 1,78 8,10
60 5,19 2,21 8,17 123 4,85 1,78 7,93
61 5,49 2,14 8,84 124 4,82 1,79 7,86
62 521 2,28 8,14 125 5,90 2,84 8,96
63 5,54 2,21 8,88 GERAL 542 2,47 8,38

No que diz respeito a distribuicdo de frequéncia das dissimilaridades obtidas entre os 7750
pares formados na matriz fenotipica (Figura 2), pode-se observa que 0 maior numero de pares
(37,33%) ocorreu na vigesima segunda classe, a qual apresentou intervalo de 5,16 a 5,39 e ponto
médio de 5,32. A maioria dos pares apresentou dissimilaridades de magnitudes variando de 2,90 a
7,42, estando situado entre a decima primeira e trigésima terceira classes. Este tipo de distribuicéo
revela que as matrizes existentes nestas populacfes sdo bastante divergentes para os 15 descritores
selecionados. tendo por base tais argumentos, pode-se inferir que as matrizes ainda nédo sofreram
pressdo de selecdo para as caracteristicas analisadas e que ganhos genéticos consideraveis podem
ser esperados com a sele¢do de individuos desejaveis nestas populacbes, tornando o padrdo de

distribuicdo das classes como um perfil continuo e exibindo uma tendéncia de distribuicdo normal.
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia das estimativas de dissimilaridades, expressas pela distancia
euclidiana padronizada, com base nos 15 caracteres selecionados e avaliados em 125
matrizes de inajazeiro.

Na Figura 3, encontra-se o dendograma gerado a partir da matriz de distancias euclidianas
entre as matrizes. Por meio dele, pode-se observar a formacao de varios grupos, sendo nove deles
formados partindo do ponto de corte feito com base na media geral (dg =5,32), os quais formam um
enredado de subgrupos. Este dendograma apresentou valor cofenético alto e significativo (r=0,93,
P_ 0,0001), indicando uma fidelidade adequada do método de agrupamento na representacdo do

conjunto de dados.
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Figura 3. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das dissimilaridades fenotipicas,
expressas pela distancia euclidiana padronizada, obtidas com base nos 15 caracteres

selecionados entre 125 matrizes de inajazeiro. dgg =5,32
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A contribuicdo dos 15 caracteres avaliados para a divergéncia entre as matrizes pelo método
de SINGH (1981), obtidos com base nas médias padronizadas encontra-se na Tabela 11. Pode-se
constatar que o carater altura do estipe (AE) foi o que mais contribuiu para a divergéncia e variacao
fenotipica detectada entre as matrizes sendo responsavel por 42,11% da divergéncia é sugerido pelo
CRF. Por outro lado os caracteres que exibiram menores contribui¢des foram: numero de folhas
(NF), comprimento do foliolo (CF), largura do foliolo (LF), peso do cacho (PC), numero de cacho
(NC), diametro lateral do fruto (DLF), espessura de poupa (EP), espessura da semente (ES), peso do

fruto (PF), com menos de 0,2% da contribuicdo da divergéncia.

Tabela 11. Importancia relativa dos 15 caracteres selecionados na divergéncia entre as 125 matrizes
de inajazeiro.

Caracteres selecionados Contribuicdo (%)
CAP 7,55
AE 42,11
CEN 3,40
NF 0,09
CF 1,79
LF 0,00
CRF 39,09
PC 0,61
CcC 2,50
CIRC 2,65
NC 0,01
DLF 0,00
EP 0,00
ES 0,05
PF 0,15
TOTAL 100,00

Na analise de agrupamento pelo método de otimizacdo Tocher (Tabela 12), com base nas
estimativas da distancia euclidiana média das 125 matrizes dos municipios estudados, foi verificada
a formacédo de 18 grupos distintos. O grupo um foi 0 mais numeroso, constituido de 60 matrizes,
equivalente a 48,0 %, procedentes de Sdo Jodo de Pirabas (19), Capitdo Poco (14), Abaetetuba (13),
Cameté (nove) e Sdo Caetano de Odivelas (cinco).

O grupo 2 formado de 11 matrizes, distribuidas nas localidades de S&o Jodo de Pirabas
(quatro), Abaetetuba (dois) e Sdo Caetano de Odivelas (cinco); o grupo 3, formado de nove
matrizes provenientes de Capitdo Poco (seis) e Cameta (seis); o grupo 4, formado de nove matrizes
todas procedentes Sdo Caetano de Odivelas; o grupo 5, formado de seis matrizes oriundas de
Abaetetuba (um) e Cameta (cinco); o grupo 6, formado de 4 matrizes procedentes de Capitdo Poco

(trés), Abaetetuba (um) e Sdo Caetano de Odivelas (um); o grupo 7, formado de trés matrizes
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oriundas dos municipios de Abaetetuba (um) e Sdo Caetano de Odivelas (dois); o grupo 8, formado
por quatro matrizes todas provenientes do municipio de Abaetetuba; o grupo 9, formado por trés
matrizes provenientes do municipio de Cametd; o grupo 10, formado apenas por duas matrizes
oriundas do municipio de Cameta; o grupo 11, formado por duas matrizes oriundas dos municipios
de Cametd (um) e Capitdo Pogo (um). Do grupo 12 ao 18 foi formado por apenas uma matriz
respectivamente, ou seja, distribuidas em grupos isolados e, possivelmente, apresentam maior

dissimilaridade média em relacdo as demais avaliadas.

Tabela 12. Grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher, a partir das dissimilaridades
expressas pela distancia euclidiana padronizada, obtidas para os 15 caracteres
selecionados e avaliados nas 125matrizes de inajazeiro.

Grupos Matrizes

1  54(SJP) 55(SJP) 61 (SJP) 63 (SJP) 60 (SJP) 59 (SJP) 62 (SIP) 66 (SIP) 56 (SIP)
64 (SJP) 51 (SJP) 52 (SJP) 57 (SIP) 65 (SIP) 43 (AB) 73 (SJP) 41 (AB) 50 (AB)
116 (CP) 35 (AB) 29 (AB) 119 (CP) 75(SJP) 71 (SJP) 72 (SJP) 44 (AB) 47 (AB)
124 (CP) 81 (SCO) 2 (CA) 100 (SCO) 26 (AB) 104 (CP) 114 (CP) 123 (CP) 37
(AB) 19 (CA) 93 (SCO) 112 (CP) 113 (CP) 103 (CP) 122 (CP) 3 (CA) 118 (CP)
95 (SCO) 109 (CP) 13 (CA) 7 (CA) 27 (AB) 10 (CA) 108 (CP) 111 (CP) 24 (CA)
16 (CA) 42 (AB) 40 (AB) 78(SCO) 6 (CA) 58 (SJP) 45 (AB) 117 (CP)

2 68 (SIP) 70 (SJP) 69 (SIP) 94 (SCO) 86 (SCO) 38 (AB) 32 (AB) 74 (SJP) 85
(SCO) 82 (SCO) 88(SCO)

3 107 (CP) 110 (CP) 125(CP) 101 (CP) 106 (CP) 14 (CA) 4 (CA) 1(CA) 18 (CA)
102 (CP) 11 (CA) 25 (CA)

4 89(SCO) 90 (SCO) 87 (SCO) 97 (SCO) 99 (SCO) 84 (SCO) 83 (SCO) 96 (SCO) 91
(SCO)

5  8(CA) 21(CA) 23(CA) 22(CA) 12 (CA) 30 (AB)

6  115(CP) 120 (CP) 121 (CP) 48 (AB) 76 (SCO)

7

8

36 (AB) 77 (SCO) 80 (SCO)

33 (AB) 34 (AB) 39 (AB) 46 (AB)
9  9(CA) 15(CA) 17 (CA)
10 31 (AB)e 49 (AB)
11 20 (CA) e 105 (CP)

12 28 (AB)
13 53 (SIP)
14 79 (SCO)
15 92 (SCO)
16 67 (SIP)
17 5(CA)
18 98 (SCO)

(): Populagéo; maior distancia entre os minimos: 1,1992; CA: Cametd; AB: Abaetetuba: SJP: Sdo Jodo de Pirabas;
SCO: S&o Caetano de Odivelas; CP: Capitdo Pogo.

Oliveira; Ferreira; Santos (2007), em estudo sobre divergéncia genética entre 87 acessos de
acaizeiro com base em 22 caracteres morfoagrondmicos conservados na colecdo de germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém-PA, verificaram a formacdo de 24 agrupamentos pelo
método de Tocher, os quais foram constituidos por poucos acessos, de dois a quatro, com excecao

do ultimo grupo, formado por apenas um acesso.
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Manfio (2010), usando o mesmo método, em anélise genética no melhoramento da macauba
entre 145 matrizes procedentes dos Estados de Minas Gerais (91), Mato Grosso do Sul (41), Sdo
Paulo (10), Pernambuco, Pard e Maranhdo, cada um destes Estados com apenas uma matriz
verificou a formacdo de nove grupos distintos com maior, concentragdo de matrizes nos dois
primeiros grupos e os trés ultimos grupos com apenas uma matriz. Quando analisou somente as
matrizes de Minas Gerais, observou a formacdo de 17 grupos, com maior densidade no grupo I,
com 25 matrizes e os Ultimos sete grupos com apenas uma matriz cada.

O ndmero de grupos formados pelos dois métodos foi muito semelhante e apresentaram
ampla variabilidade entre os gendtipos estudados. Para o melhoramento genético, € importante a
separacdo das matrizes em grupos distintos, uma vez que, quando se realizar cruzamentos entre
individuos de grupos diferentes pode-se obter heterose.

Os dois métodos alocaram as 125 matrizes em grupos muito semelhantes, sendo que o
método de Tocher apresentou a distdncia média dentro dos grupos sempre menor que a distancia
média entre grupos. O que indica que as matrizes de um mesmo grupo sdo mais similares do que as
matrizes de grupos diferentes. No estudo da divergéncia genética, a utilizacdo conjunta do método
de otimizacdo de Tocher com o método de UPGMA é recomendada.

Avaliando as dissimilaridades fenotipicas em relacdo as cinco populaces, verifica-se que as
menores dissimilaridades ocorreram nos municipios Cameta e Abaetetuba com distancias de 1,132.
No caso das maiores distancias, essas foram registradas nos municipios de Cameta e Sdo Caetano
de Odivelas, com distancia de 1,675 (Tabela 13). Vale ressaltar que mais da metade das

procedéncias exibiu distancias médias superiores a média geral.

Tabela 13. Dissimilaridades fenotipicas médias, minimas e maximas, expressas pela distancia
euclidiana média padronizada, obtidas com base nos 15 caracteres selecionados, entre
as cinco populac6es de inajazeiro.

Procedéncias Média Minima Maxima
Cameta 1,147 1,132 1,675
Abaetetuba 1,008 1,132 1,497
Sao Jodo de Pirabas 0,947 1,199 1,554
Séo Caetano de Odivelas 0,724 1,308 1,675
Capitdo Poco 1,190 1,447 1,554
Geral 1,405 1,132 1,675

No dendograma gerado pelo método UPGMA permitiu a separacdo das populacdes em trés
grupos (Figura 4). O primeiro grupo encontram-se as populacGes de Cametd e Abaetetuba; no

segundo pelas populagdes de Sdo Caetano de Odivelas e Sdo Jodo de Pirabas; e o terceiro pala
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populacdo de Capitdo Pogo e. Vale ressaltar que os municipios de Cameté e Abaetetuba foram os

menos diferentes, ou seja, sdo 0s municipios mais similares para os caracteres avaliados.

Ca

2JP

3CO

CF

Figura 4. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das dissimilaridades fenotipicas,
expressas pela distdncia euclidiana média padronizada, obtidas com base nos 15

caracteres selecionados entre as cinco populagdes de inajazeiro, dg. =1,41

O método de Tocher (Tabela 14) permitiu a formacdo de dois grupos distintos. O primeiro
grupo formado pelas populacdes de Cameta, Abaetetuba, Sdo Jodo de Pirabas e Sdo Caetano de
Odivelas; o segundo grupo abrange a populacdo de Capitdo Po¢o. Ao se comparar 0s agrupamentos
divergentes formados pelos dois métodos pode-se verificar certa concordancia entre os grupos. Se
ndo levar em consideracdo ao ponto de corte, a concordancia foi completa. Porem, quando se avalia
com base nos trés primeiros componentes principais observa-se a formacdo de trés grupos a
populacéo de Capitdo Poco (CP) formado um grupo; a de séo Jodo de Pirabas (SJP) outro grupo eo
terceiro pelas demais populacfes (Cametd (CA), Abaetetuba (AB) e Sdo Caetano de Odivelas
(CSCO)).

Tabela 14. Grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher, a partir das dissimilaridades
expressas pela distancia euclidiana padronizada, obtidas para os 15 caracteres
selecionados avaliados nas cinco populagdes de inajazeiro,

Grupos Populacdes

1 Cameté (1) Abaetetuba (2) S&o Jodo de Pirabas (3) S&o Caetano de Odivelas (4)
2 Capitdo Poco (5)

Maior distancia entre os minimos: 1,4478
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Figura 5. Dispersdo gréafica dos trés primeiros componentes principais obtidos em cinco populagdes
de inajazeiro com base nos 15 caracteres morfoagrondmicos selecionados.

3.4 CONCLUSOES

A variabilidade fenotipica detectada para a maioria dos caracteres morfoagronémicos
avaliados pela analise univariada fornece auxilio para sugerir que as matrizes constituintes das
cinco populacdes apresentam variagao.

A selecdo de 88,26% dos caracteres utilizados foi significativa. A sele¢do desses caracteres
deve facilitar a atividade de avaliacdo de germoplasma desta espécie para a producéo de frutos.

Os descritores selecionados mostram-se capazes de quantificar a diversidade fenotipica de
matrizes desta espécie, pelo emprego da distancia euclidiana média padronizada, agrupando-a com

consisténcia, pelos métodos UPGMA e Tocher.
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4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO
PROCEDENTE DO NORDESTE PARAENSE

RESUMO

O inajazeiro (Maximiliana maripa (Aublet) Drude), pertencente a familia Arecaceae, é uma
palmeira, nativa do Brasil , tendo sua maior incidéncia no Estado do Para e mais precisamente no
estuario amazodnico, onde parece ter a sua origem. Seu fruto é rico em fosforo, magnésio e acidos
graxos, podendo ser usado como racdo para aves, suinos e peixes, como farinha e 06leo na
alimentacdo humana, e garantir matéria-prima a industria de cosméticos, de produtos farmacéuticos
e biocombustiveis, além de o estipe fornecer palmito de boa qualidade. O presente trabalho
objetivou caracterizar por marcadores moleculares germoplasma de inajazeiro coletado no nordeste
Paraense. Para tanto foram extraidos DNA’s de 100 amostras de foliolos, acondicionadas em silica
gel, e representantes de quatro municipios: Cameta (Pop 1=CA), S&o Jodo de Pirabas (Pop 2=SJP),
Séo Caetano de Odivelas (Pop 3=SCO) e Capitdo Poco (Pop 4=CP) utilizando o método CTAB. Os
DNA’s foram quantificados em agarose a 1% e diluidos para 10 ng/ul. As amostras foram
genotipadas em PCR utilizando primers RAPD selecionados de 120 primers obtidos de kits da
Operon. Os produtos obtidos foram organizados em matriz binéria para a obtencdo das estimativas
de similaridades genéticas. Os dendrogramas foram gerados a partir dos complementos aritméticos
das similaridades de Jaccard para as 100 matrizes e para quatro populac6es. Foram selecionados 20
primers RAPD os quais geraram 252 bandas com 100% de polimorfismo, apresentando média de
12,6 bandas por primer. As distancias genéticas observadas variaram de 0,4353 a 0,8193 entre
matrizes e de 0,960 a 0,1807 entre as populacdes, com média de 0,55, demonstrando que as
matrizes e as populaces apresentam ampla diversidade. O dendograma construido pelo método
UPGMA revelou a formacdo de 24 grupos para as matrizes e trés grupos para as populacdes, ndo
sendo observada correlacdo entre a diversidade genética e as distancias geograficas das populagdes
de inajazeiro avaliados. Logo, pode-se considerar que os marcadores RAPD sao Uteis em detectar o
polimorfismo, sendo eficazes na caracterizagdo molecular em germoplasma de inajazeiro,
permitindo estimar a ampla diversidade genética e consideravel divergéncia no germoplasma dessa
espécie do nordeste paraense.

Palavras chaves: Maximiliana maripa, Variabilidade, Diferencia¢do, Polimorfismo, Numero ideal
de bandas.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE GERMOPLASMA DE INAJAZEIRO
PROCEDENTE DO NORDESTE PARAENSE

ABSTRACT

The inajazeiro (Maximiliana maripa (Aublet) Drude), belonging to Arecaceae family, is a
palm tree native to Brazil and has a higher incidence in the state of Para, and more precisely in the
Amazon estuary, which seems to have its origins. Its fruit is rich in phosphorus, magnesium and
fatty acids, can be used as feed for poultry, pigs and fish, such as flour and oil for human
consumption, and to ensure raw material industry, cosmetics, pharmaceuticals and biofuels, and the
palm stipe provide good quality. The present study aimed to characterize molecular markers
inajazeiro germplasm collected in northeastern Para. Therefore, we extracted DNA's of 100 samples
of leaves, packed in silica gel, and representatives of four municipalities: Cameta (Pop 1 = CA), St.
John Pirabas (Pop 2 = SJP), Sdo Caetano of Maynooth (Pop 3 = SCO) and Captain Wells (Pop 4 =
CP) using the CTAB method. The DNA 's were analyzed in 1% agarose and diluted to 10 ng / ul.
The PCR samples were genotyped using 120 RAPD primers selected from primers obtained from
Operon kits. The products were organized into a binary matrix to obtain estimates of genetic
similarities. The dendrograms were generated from the arithmetical complements of Jaccard
similarities for 100 mothers and four populations. We selected 20 RAPD primers which generated
252 bands with 100% polymorphism, with an average of 12.6 bands per primer. The observed
genetic distances ranged from 0.4353 to 0.8193 between arrays and 0.960 to 0.1807 between
populations, with an average of 0.55, demonstrating that mothers and populations vary widely. The
dendrogram constructed by UPGMA method revealed the formation of 24 groups for mothers and
three groups for the population, with no observed correlation between genetic diversity and
geographical distances of populations inajazeiro evaluated. Therefore, one can consider that the
RAPD are useful in detecting polymorphism, being effective in the molecular characterization of
germplasm inajazeiro, allowing to estimate genetic diversity and considerable divergence in
germplasm of this species of northeastern Para.

Keywords: Maximiliana maripa , Variability , Differentiation , Polymorphism , optimal number of
bands .
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4.1 INTRODUCAO

A familia Arecaceae € constituida por inumeras espécies de interesse aos povos da
Amazonia, por terem uso integral e por apresentarem um grande potencial de exploragéo
econdmica. Porém, sdo espécies pouco estudadas, principalmente suas populacdes naturais e as
matrizes existentes nas mesmas. Dentro deste grupo esta o inajazeiro que possui distribuicdo ampla
em Vvarios estados da Amazonia, com destaque no Para onde chega a formar grupos homogéneos. O
estimulo para 0 uso de espécies nativas como fontes energéticas é uma alternativa vidvel para
reduzir o processo de erosdo genética de suas populacdes, promovendo a manutengdo e o plantio
dessa espécie. O conhecimento sobre a genética das populacGes de inajazeiro localizadas no
nordeste paraense é a base para a ampliacdo do conhecimento dessa espécie, uma vez que suas
populacbes estdo sob forte ameaca de erosao genética. Dessa forma, a caracterizagcdo molecular é de
interesse para futuros trabalhos de melhoramento genético, bem como para outros trabalhos que
visem a estimacdo de parametros genéticos em trabalhos com possiveis germoplasma.

A caracterizacdo de gendtipos, até pouco tempo, era realizada com base nas caracteristicas
morfoldgicas e agronbémicas. Porém, esse tipo de andlise ndo pode ser realizado em qualquer
periodo do ano, e normalmente ndo € possivel ser completada até a producéo de frutos, requerendo
um custo elevado e tempo prolongado de analise. Além disso, as caracteristicas sdo avaliadas de
forma subjetiva, podendo sofrer influéncias ambientais, principalmente quando se estudam
germoplasma com caracteristicas muito similares (BIANCHI et al., 2002).

O uso de marcadores moleculares é uma ferramenta complementar para a caracterizacao de
germoplasma e, conseqlentemente, para a identificacdo de populacdes e ragas primitivas
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A técnica que envolve a deteccdo de Polimorfismo do
DNA Amplificado ao Acaso (RAPD) tem sido eficiente na caracterizacdo de gendtipos em varias
espécies, antes que as caracteristicas fenotipicas sejam expressas. Essa técnica é considerada um
método rapido em relacdo ao RFLP e produz maior numero de marcadores em relacdo as
isoenzimas (ZIMBACK et al., 2003). Embora algumas técnicas mais recentes, como AFLP e SSR,
sejam preferidas por serem mais informativas, elas sdo mais trabalhosas e de alto custo enquanto 0s
marcadores RAPD, devido a sua simplicidade, baixo custo e menor infraestrutura requerida, ainda
sdo o0s escolhidos, principalmente quando o estudo envolve espécies pouco conhecidas
(UPADHYAY et al., 2004).

Em palmeiras a maioria dos trabalhos encontrados foi realizado com a aplicacdo de
marcadores RAPD. Por exemplo, Shah et al. (1994) utilizaram marcadores RAPD e comprovaram
sua eficiéncia em estudos de diversidade genética de dendé (Elaeis guineensis). Sawazaki et al.

(1998) também fizeram uso desses marcadores para realizarem estudos em palmeiras dos géneros
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Euterpe, Bactris, Elaeis e Syagrus e verificaram grande variabilidade genética interespecifica, com
reconhecimento de hibridos. Souza et al. (2001) usaram para avaliar a existéncia de trés racas de
pupunha (Bactris gasipaes) e constataram que analise genética ndo apoiou a hipotese de trés racas,
levando a sugerir que a raca Putumayo estende-se ao longo do Rio Solimdes até a Amazobnia
central. Recentemente, Oliveira et al. (2012) e Moura & Oliveira (2012) fizeram o uso desses
marcadores para quantificar a divergéncia e a diversidade genética em gendtipos de tucumanzeiro
(A. vulgare Mart.) selecionados para a producdo de frutos e para germoplasma de Oenocarpus
mapora, respectivamente. Mas, ndo foi encontrado registros para a espécie em questao.

Assim, o presente trabalho objetivou caracterizar molecularmente, pela técnica RAPD,
germoplasma de inajazeiro do Nordeste Paraense com vista a quantificar a diversidade e a

divergéncia genética existente nesse germoplama.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1 Descrigdo do material

Este estudo foi realizado em amostras de germoplasma de inajazeiro coletadas em quatro
populacdes, cada uma representante de um municipio do nordeste paraense, sendo eles: Cameta,
Séo Jodo de Pirabas, Sdo Caetano de Odivelas e Capitdo Pogo. As localizacBes de cada municipio

estdo mencionadas na Tabela 9.

Tabela 9. Localizacdo geogréafica de quatro populacGes de inajazeiro do nordeste paraense de onde
foram coletados foliolos de matrizes para a realizacdo do estudo.

Populacao Municipio Latitude Longitude Altitude
(m)
Pop 1= CA Cameta 02°14°40° S 49%29°45° W 150 m
Pop 2= SJP S&o Jodo de Pirabas 00°46°08°" S 47°10°26”° W 35m
Pop 3=SCO S&o Caetano de Odivelas 0045’00 S  48°%01°12” W 5m
Pop 4= CP Capitdo Poco 01°44°47° S 47°03°34” W 73 m

Nesses municipios foi observado o tipo climatico Ami, definido por Képpen (SUDAM,
1984). No municipio de Cameta o tipo climatico Am;, assim se qualifica; média mensal, com
temperatura minima superior a 18° C, estacdo de pequena duracdo e umidade suficiente para
manutencdo da floresta, amplitude térmica que ndo ultrapassa 5° C. H4 ligeira variagdo para o tipo
Aw, com chuvas que apresentam incidéncia maior em fevereiro a abril. Como em toda a
Amazonia, a temperatura do ar apresenta-se elevada, com média de 26,3° C, maxima de 32,4° C e
minima, de 24,1° C. A umidade relativa estd sempre acima de 80%. Cuja precipitacdo pluviométrica

é, aproximadamente, de 2.202 mm anuais, Abril, més considerado como o de maior pluviosidade.
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Os municipios de Capitdo Pogo, S&0 Jodo de Pirabas e S&do Caetano de Odivelas estdo
influenciados pelo tipo climatico Am;, clima de transicdo entre o Afi e 0 Aw;, com nitida estacdo
chuvosa de dezembro a maio, com estacao de seca de dois a trés meses e precipitacdo pluviométrica
anual de 2500 a 3000 mm. As médias anuais das umidades relativas dos municipios variam entre 80
e 90 % e as medias anuais das temperaturas foram situadas entre 26 e 38 °C.

De cada populagdo foram selecionadas ao acaso 25 matrizes em plena produgéo de frutos
para a coleta de foliolo da folha mais jovem de cada matriz, sendo retirado com o auxilio de escada
e podao. Em seguida, foram cortados em pedacos de aproximadamente 5 cm, colocados em sacos
plasticos identificados contendo silica gel, acondicionados em isopor e levados ao Laboratério de
Genética Molecular — LABGEN da Embrapa Amazonia Oriental, onde foram realizados todos 0s

procedimentos experimentais para a extracdo de DNA gen6émico total.

4.2.2 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido com base no protocolo CTAB estabelecido por Doyle e Doyle (1990)
com pequenas modificacOes realizadas por Costa e Oliveira (2001). Para tanto foi utilizada uma
amostra de aproximadamente 300mg de foliolo de cada matriz, a qual foi cortada em pequenos
pedacos, retirada as nervuras, colocada em almofariz de 10 cm de didmetro, sendo acrescentado 100
mg de PVP (polivinilprirrolidona) e macerada com nitrogénio liquido. Em seguida, o macerado foi
colocado em tubo falcon de 15 ml, identificado, acrescentado 3 ml da solucdo extratora,
homogeneizado e levado ao banho Maria a 65 C por 60 minutos, agitando-se a intervalos de 10
minutos. Passado o periodo, os tubos foram retirados do banho Maria e colocados para esfriar
dentro da capela de exaustdo. Em seguida, foi adicionado a cada tubo 3 ml da solucdo cloroférmio:
alcool isoamil (24:1), sendo homogeneizado e centrifugado por dez minutos a 5.000 rpm para a
separacdo das fases organicas e aquosas com a repeticdo da centrifugacdo mais uma vez. O
sobrenadante foi coletado, colocado em outro tubo falcon, acrescido de em 3 ml de alcool etilico a
95% gelado e levado para centrifugar a 5000 rpm por dez minutos. Em seguida, foi efetuada a
segunda lavagem em alcool 70% gelado e novamente centrifugado a 5000 rpm por dez minutos.
Passado este periodo o alcool foi descartado e o pelet de DNA foi colocado para secar em
temperatura ambiente por doze horas. Depois de seco, acrescentou - se a cada amostra 100uL de TE
(Tris ImM e EDTA 0,1mM, pH 7,7) contendo 50ul de RNAse (para degradar o RNA) em cada uma
das 100 amostras, sendo colocadas em estufa a 37°C por mais uma hora para a dilui¢io dos DNA’s.

Ap6s a dilui¢ao as amostras de DNA’s foram armazenadas sob refrigeragéo a —20°C.

5.2.3 Quantificacdo do DNA e diluicdo das amostras de trabalho
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As 100 amostras de DNA’s extraidas foram quantificadas em géis de agarose a 1%, corados
com brometo de etidio e submetidos a eletroforese horizontal por 30 minutos, a partir da
comparacdo de trés concentragdes crescentes de DNA do fago lambda de 50, 100 e 200 ng/ul. Neste
procedimento, foram utilizados 5 pl de DNA, acrescido de 2 pl de tampao de carregamento e 4 pl
de 4gua destilada autoclavada.

Apo6s a quantificacdo, o DNA foi diluido para a solucéo de trabalho, a partir da amostra
total, em TE, para a concentracdo de 10 ng/ul. As aliquotas foram armazenadas a —20° C. A diluicéo

do DNA foi realizada considerando-se a formula:

Co.Vo = CiV1

Onde:

Co = é a concentracdo do DNA obtida na quantificacéo;

Vo = é 0 volume desejado a ser pipetado do DNA concentrado;
C1 = ¢ a concentragdo de trabalho correspondente a 10 ng/ul;

V1 = ¢ o volume final correspondente a 300 pl.

4.2.4 Selecdo de primers RAPD

Como ndo foram encontrados registros na literatura disponivel de trabalhos dessa natureza
desenvolvidos com a espécie em questdao (M. maripa), e em vista da grande quantidade de primers
RAPD disponivel no mercado, como também no sentido de otimizar as rea¢bes PCR, houve a
necessidade de realizar ajustes nos componentes da reacdo e de um estudo prévio para a selecdo de
primers de kits da Operon Tecnologies (INVITROGEN, Brasil), de acordo com os critérios
estabelecidos para o padrdo de bandas, ou seja, nitidez e polimorfismo (OLIVEIRA, 2005).

No estudo de selecdo dos oligonucleotideos decameros para o inajazeiro foram aplicados
120 primers RAPD em cinco amostras de DNA escolhidas ao acaso das 100 amostras disponiveis,
0s quais ja foram testados em DNA’s de outras espécies de palmeiras nativas (OLIVEIRA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2012). As reacOes de amplificacdo de PCR — RAPD seguiram a descrita
por Oliveira et al. (2012) para o tucumanzeiro (A. vulgare).

As reacOes foram preparadas em microtubos de 0,2 ml com volume final de 15ul (3,5 ng de
DNA genémico; 1 mM de cada um dos desoxirribonucleicos trifosfatados; 1,3 mM de primer;
10mg™ de BSA; 1 unidade de enzima Taq polimerase da Invitrogen; e tampdo de reac&o contendo
MgCI, fornecido pelo fabricante), sendo colocadas em termociclador ampliterm TX96 da AXIGEN

programado para 40 ciclos conforme Oliveira et al. (2007).



101

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose a 1%, preparados com tampao
TBE (0,45 M de Tris-Borato e 0,01 M de EDTA) 1,0X, corados com brometo de etidio, sendo
separados por eletroforese vertical conduzida em 110 V por 1 hora e 30 minutos. Os perfis dos géis
obtidos foram visualizados em transiluminador de luz UV com as imagens capturadas digitalmente.
Os perfis dos géis foram avaliados segundo a nitidez das bandas e pelo polimorfismo produzido,
neste ultimo caso, por meio de contagem da auséncia (0) e presenca (1) de bandas.

4.2.5 Genotipagem de germoplasma de inajazeiro

A genotipagem das 100 amostras de DNA das matrizes de inajazeiro foi feita com base nos
primers RAPD selecionados no item anterior.

As reacdes de amplificacdo (PCR — RAPD) foram preparadas em microtubulos de 0,2ul,
contendo volume final e mix j& mencionados no item anterior. As reacdes foram realizadas em
termociclador Ampliterm TX96 da AXIGEN, programado para 40 ciclos conforme Oliveira et al.
(2007).

Os produtos das reagdes, foram submetidos a eletrorese horizontal aplicando 3 pl de tampéo
de carregamento 6x (azul de bromofenol) a cada amostra. Em seguida, cada amostra foi aplicada em
“poco” individual do gel de agarose, em volume final de 15 pl, sendo que nos pogos das
extremidades do gel foram aplicados 12 ul de DNA padrio (Ladder de 1kb). Em seguida, 0s
produtos da reacdo foram separados por eletroforese, em cuba horizontal contendo TBE, conduzida
em voltagem constante de 110 Volts por 1 hora e 30 minutos. Os géis foram visualizados em

fotodocumentador e as imagens obtidas impressas para a contagem das bandas nitidas.

4.2.6 Anélises estatisticas
4.2.6.1 - Selecéo de primers

Foram avaliados os perfis dos géis obtidos de todos os 120 primers RAPD, sendo feita a
identificacdo dos primers ndo amplificados, dos que amplificaram e produziram bandas claras, e
principalmente dos que amplificaram e produziram bandas nitidas. Nos primers que produziram
bandas nitidas foi feita a contagem de bandas, cujos dados foram organizados em matriz binaria

para a inferéncia do nimero étimo de bandas no programa NTSYS.

4.2.6.2 - Genotipagem do germoplasma de inajazeiro
Os dados obtidos foram identificados por meio de bandas polimorficas, sendo cada banda
designada como um unico carater no qual a presenca em uma amostra foi representada por “1” e a

auséncia em outra amostra por “0” e organizados em matriz binaria. A matriz dicotdmica obtida foi
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usada para a avaliacdo do polimorfismo, para estimar a similaridade genética entre as amostras, o

numero 6timo de bandas polimorficas desse marcador para o estudo e a diferenciacdo genética.

4.2.6.2.1 - Avaliacao do polimorfismo
O polimorfismo gerado pelos primers RAPD selecionados e aplicados nas 100 amostras de
inajazeiro foi avaliado pela contagem do numero total de bandas produzidas e o de bandas

polimorficas.

4.2.6.2.2 - Numero 6timo de bandas

Com objetivo de verificar se 0 nimero de bandas polimoérficas geradas pelos primers de
RAPD selecionados foi suficiente para determinar com precisdo as estimativas de similaridades
genéticas entre as amostras de DNA das 100 matrizes de inaja foi realizada a analise de bootstrap.

Para cada par de plantas, a similaridade genética foi estimada a partir de simula¢fes com
reamostragens de diferentes tamanhos (10, 20, 30,..., 240, 250 bandas), sendo cada 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 sdo geradas levando em consideracdo diferentes numeros de bandas. O
programa disponibiliza também dois outros pardmetros: a soma de quadrados dos desvios em
relacdo as reamostragens e o valor de estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz original e a

matriz amostral, por meio da expressao:

Iry
—I=_’I
7]
S

Onde:
E: estresse;
Si,-*: similaridade genética média entre todos os pares das amostras de inajazeiro estimados para
cada amostragem;
Sij: similaridade genética média entre todos os pares das amostras de inajazeiro estimada a partir do
total de bandas polimorficas.

O numero ideal de bandas polimdrficas foi considerado quando o valor do estresse assumiu
valor menor que 0,05 (KRUSKAL, 1964).
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4.2.6.2.3 — Diversidade e divergéncia genética

Primeiramente foram obtidas as estimativas de similaridades genéeticas (sgj;) entre a i-ésima
e a j-ésima matriz de inajazeiro utilizando o coeficiente de Jaccard para as 100 amostras no
programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Sistem), versdo 2.1(ROHLF,

2000). O coeficiente pode ser representado da seguinte forma:

Sj = a
a+h+c

Onde:

Sj = coeficiente de similaridade de Jaccard

a = presenca de bandas do tipo 11 no par de genotiposii € j;

b = discordancia do tipo 10 no par de gendtipos com presenca no i e auséncia no j;

¢ = discordancia do tipo 01 no par de gen6tipos com auséncia no i e presenca no j.

Com base nas estimativas das similaridades genéticas foram obtidas as dissimilaridades a
partir do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard para as matrizes. O dendrograma para
as matrizes foi gerado pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average), no procedimento SAHN do software NTSYS-pc 2.1. Com a finalidade de verificar a
consisténcia dos agrupamentos no dendrograma, foi gerada uma matriz de distancia cofenética,
usando o modulo SAHNCOF do referido programa NTSYS. Desta forma, a matriz de similaridade
original foi correlacionada com a matriz de distancia cofenética usando o médulo MAXCOMP do
mesmo programa, que gerou um teste subjetivo para medir a qualidade do ajuste. Em seguida foi
realizado o teste de Mantel para determinar o nivel de significancia do coeficiente de correlacdo
cofenético entre as referidas matrizes.

Foi obtida também a matriz de dissimilaridades genéticas entre as quatro populacdes das
referidas matrizes, construida por meio da média das dissimilaridades genéticas das 25 amostras
representantes de cada populacdo. As dissimilaridades obtidas também foram utilizadas na anéalise
de agrupamento das populacdes, pelo método UPGMA, no software NTSYS-pc 2.1.

As matrizes e as populagdes geneticamente distintas foram identificadas nos dendograma
com base na estimativa da dissimilaridade genética média (dgm) obtida pela expresséo:

dg m= >.dg;j/N
Em que:
dg;j : dissimilaridade genetica entre cada par de matriz ou populagéo;

N : nimero de pares de matriz ou populacéo obtida.
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Foi analisada tambem a consistencia do agrupamento gerado para as populagdes tambem por
meio do calculo do valor da correlacdo cofenética entre as matrizes de similaridades genéticas e as

dos valores cofenéticos, no software NTSYS-pc 2.1.

4.2.6.2.4 - Diferenciacdo genética

A diferenciacdo genética foi realizada para as quatro populacdes representantes das 100
amostras de DNA das matrizes de inajazeiro, utilizando os dados da matriz binaria pela analise de
variancia molecular (AMOVA) no software GENES. A analise foi feita pela decomposicao total
dos seus componentes entre e dentro de populagbes. O esquema da analise de variancia molecular
esta presente na Tabela 10. Na analise foi utilizada a estrutura hierarquica balanceada uma vez que

0 numero de amostras por populacéo foi igual (n = 25).

Tabela 10. Esquema da analise de variancia molecular (AMOVA) utilizada nas amostras de
inajazeiro de quatro populagdes do nordeste paraense.

Fonte de variagdo Graus de liberdade E (QM)
Entre procedéncias A-1 6% + N 6%
Dentro de procedéncias N-A %

Total N-1 o’

A = namero de populacgdes;

N = numero total de matrizes amostradas;

0%, = componente de variancia devido as diferencas entre populaces;

o%= componente de variancia devido as diferencas entre amostras dentro de populagées.
o% = componentes de variancia total

Os componentes de variancia foram testados a partir do coeficiente dsr obtido pela
expressao a sequir:

- 2 2
qDST—Ga/Gt

Em que:
®sr = diferenciagdo genética obtida pela razdo do componente de variancia entre as
populacdes pelo componente de variancia total.

O teste de significancia foi realizado em bootstrap para 10.000 reamostragens.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Selecéo de primers
Dos 120 primers RAPD inicialmente testados nas cinco amostras de DNA de inajazeiro, 64

ndo amplificaram, 36 tiveram amplificacdo fraca e 20 produziram bandas nitidas e polimorficas
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(Tabela 11). O namero de bandas polimérficas detectadas nos primers variou de 2 a 10, com média
de 5,5 bandas polimadrficas por primer.

Levando em consideracdo somente 0s primers que produziram bandas nitidas foram
amplificadas 153 bandas, das quais 110 foram polimorficas, gerando 71,89% de polimorfismo.
Santos et al. (2007) selecionando primers RAPD para Orbignya ssp obtiveram percentagem de
primers polimdrficos bem abaixo dos resultados aqui mencionados.

Na Figura 2, encontram-se resumidas as analises de reamostragem pelo método de
bootstrap. Pode-se constatar que houve uma relacdo direta entre 0 nimero de bandas analisadas e a
magnitude de correlagdo dos valores obtidos com a matriz de similaridade para diferentes nimeros
de bandas simuladas. Segundo Kruskal (1964), quando o estresse (E) assume valor inferior a 0,05 o
numero de bandas pode ser considerado ideal. Portanto, de acordo com os dados contidos nessa
figura este valor foi atingido a partir de 150 bandas, onde a correcdo (r) foi de aproximadamente
0,99 e o estresse (E) de 0,01. A partir desse ponto significa que o nimero de locos seja adequado
para a amostragem do genoma do inajazeiro e que a inclusdo de novos locos vai depender da
disponibilidade de recursos e do balanceamento entre a amostragem do genoma e de plantas e das
populacdes existentes no campo (MOURA et al., 2005). Oliveira et al. (2007) utilizando este
mesmo método em 116 acessos de E. oleracea encontraram o valor ideal a partir de 180 bandas
polimérficas. Tais resultados mostram que o método pode também ser empregado no processo de

estimacdo da diversidade em populacdes de inajazeiro, tendo em vista os resultados obtidos.

Tabela 11. Dentificacdo dos 20 primers RAPD selecionados para caracterizacdo de
germoplasma de M. maripa (Aublet) Drude, nimero total de bandas e de bandas
polimorficas geradas.

Sequéncia dos

NUmero total de NUmero de bandas

Primers primers (5’ a 3”) bandas polimorficas
OPAB - 02 GGAAACCCCT 8 6
OPAB - 06 GTGGCTTGGA 7 2
OPAB - 07 GTAAACCGCC 9 5
OPAB - 11 GTGCGCAATG 8 5
OPAB - 16 CCCGGATGGT 7 6
OPAB - 18 CTGGCGTGTC 6 4
OPAB - 19 ACACCGATGG 6 4
OPAB - 20 CTTCTCGGAC 8 6
OPA -10 GTGATCGCAG 7 3
OPO -10 CACGGCTTCC 9 9
OPO -14 AGCATGGCTC 10 8
OPU -03 CTATGCCGAC 6 4
OPU -08 GGCGAAGGTT 13 10
OPM - 03 GGGGGATGAG 6 4
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OPS -13 GTCGTTCCTG 6 4
OPS -15 CAGTTCACGG 8 6
OPAZ-14 CACGGCTTCC 6 3
OPB - 17 AGGGAACGAG 7 6
OPA - 17 CACGGCTTCC 8 7
OPA - 16 AGCCAGCGAA 8 8
TOTAL 153 110
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Figura 2. Resumo da analise bootstrap contendo as correlac6es obtidas para diferentes nimeros de
bandas polimdrficas do marcador RAPD na determinacdo do nimero ideal de bandas em
matrizes de inajazeiro. Belém-PA, 2012

4.3.2 Genotipagem de germoplasma de inajazeiro
4.3.2.1 Avaliacéo do polimorfismo

O polimorfismo gerado pelos 20 primers RAPD selecionados e aplicados nas 100 matrizes
consta na Tabela 12. Um exemplo desse polimorfismo pode ser visto na Figura 3. Nesta figura
encontra-se as bandas polimorficas geradas polo genoma das matrizes de 1 a 25 representantes da
populacdo de Sdo Jodo de Pirabas, pelo primer OPAB - 06.
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Figura 3. Perfil de gel de agarose contendo os produtos amplificados nos DNA’s das 25 matrizes

da populacédo de Séo Jodo de Pirabas pelo primer OPAB — 06. Belém-PA, 2012

As reacdes efetuadas permitiram a amplificacdo de 252 produtos, sendo 100% polimérficos,

os quais forneceram, em média, 12,6 bandas por primer. O maior nimero de bandas ocorreu no

primer OPAB - 06, que amplificou 14 bandas, enquanto 0 menor ndmero aconteceu no primer

OPAB -02, que apresentou apenas oito bandas uteis (Tabela 12).

A presenga de polimorfismo em todos os primers aplicados nos genomas das 100 matrizes

de inajazeiro indica a ocorréncia de alta variabilidade genética entre as matrizes avaliadas dessas

populacgdes.

Tabelal2. Numero de bandas polimérficas geradas por 20 primers RAPD em 100 matrizes de
inajazeiro. Belém-PA, 2012

N° Primer Sequéncia dos primers (5’ a 3”) N° de bandas polimérficas
1 OPAB-02 GGAAACCCCT 08
2 OPAB-06 GTGGCTTGGA 14
3 OPAB-07 GTAAACCGCC 13
4 OPAB-11 GTGCGCAATG 13
5 OPAB-16 CCCGGATGGT 13
6 OPAB-18 CTGGCGTGTC 13
7 OPAB-19 ACACCGATGG 13
8 OPAB-20 CTTCTCGGAC 13
9 OPA-10 GTGATCGCAG 13
10 OP0-10 CACGGCTTCC 13
11 OP0-14 AGCATGGCTC 13
12 OPU-03 CTATGCCGAC 13
13 OPU-08 GGCGAAGGTT 13
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14 OPM-03 GGGGGATGAG 13
15 OPS-13 GTCGTTCCTG 13
16 OPS-15 CAGTTCACGG 09
17 OPAZ-14 CACGGCTTCC 13
18 OPB-17 AGGGAACGAG 13
19 OPA-17 CACGGCTTCC 13
20 OPA-16 AGCCAGCGAA 13
TOTAL 252

Resultados similares foram constatados por Costa et al (2001, 2004) ao analisarem a
divergéncia geneética entre dez genOtipos de acaizeiro de diferentes procedéncias e quinze
individuos com variacao para perfilhamento e coloracdo dos frutos, obtendo 69 bandas polimdrficas
de 161 e 177 bandas obtidas com a utilizacdo de 12 e 160 primers, respectivamente. Ja Isensee et al
(2007) encontraram valores inferiores ao aplicarem 17 primers para a caracterizacdo genética de
117 individuos de Bactris gasipaes. Estes autores obtiveram um total de 46 bandas polimorficas,
valores estes, semelhantes aos de Ciampi et al (2007) que obtiveram 58 bandas polimorficas em 28
gendtipos de diversas espécies arbodreas.

Oliveira et al (2007) obtiveram nimero de bandas superiores quando testaram 28 primers
desse marcador dominante em 116 acessos de acgaizeiro, 0s quais geraram 263 amplificagfes, com
100% de polimorfismo. Esses autores relacionaram o elevado polimorfismo detectado nos acessos
ao fato de serem oriundos de vérias localidades do Par4, Amapa e Maranhdo, da espécie ser
mondica, preferencialmente alégama e encontrar-se em fase de domesticacdo, onde seu
germoplasma sofreu baixa pressdo de selecdo, garantindo ganhos genéticos significativos com a
selecdo. Tais justificativas podem ser utilizadas para explicar os resultados gerados no germoplasma
em estudo, visto que foram coletados em diferentes localidades e representam uma espécie nao
domesticada.

Sousa et al. (2001) e Rodrigues et al. (2004), encontraram resultados semelhantes quando
empregaram oito primers RAPD em 91 e em 237 gendtipos do banco ativo de germoplasma de
pupunheira com vista a discriminar racas primitivas, respectivamente.

Com base nos resultados aqui obtidos, pode se considerar que ha uma propensdo de
germoplasma de plantas arboreas e alogamas, especialmente as pouco estudadas em apresentar alto
polimorfismo. Desse modo, o0 alto grau polimorfismo detectado nas 100 matrizes de inajazeiro pode
estar relacionado ao fato dessa espécie ser monoica, de fecundagéo cruzada e de ainda néo ter sido
domesticada. Logo, se podem esperar ganhos genéticos significativos em programas de

melhoramento com a utilizacdo de germoplasma coletados nesses locais.
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Mesmo assim, ndo se tem certeza se 0 niumero de bandas polimérficas avaliadas apresenta
capacidade de expressar com seguranca a diversidade genética existente no germoplasma avaliado.
Pois, em estudos similares realizados com outras espécies arbdreas, inclusive em outras espécies de

palmeiras foram usados numeros de bandas variaveis na amostragem de seus genomas.

4.3.2.2 Numero 6timo de bandas

Para se estimar o numero de bandas recomendavel no referido estudo foi realizado inumeras
amostragens, utilizando as 252 bandas geradas pelas 100 matrizes, com vista a detectar o nUmero
ideal de bandas. Na Figura 5 pode-se visualizar a relagdo direta entre 0os nimeros de bandas
analisadas e a magnitude de correlagdo dos valores da matriz de similaridade original obtida a partir
de reamostragens com diferentes nimeros de bandas.

Observa-se que a partir de 150 bandas, a estimativa de correlagcdo apresentou alta magnitude
(r = 0,96), porém o valor do estresse ainda foi alto (E = 0,07), o que é considerado por Kruskal
(1964) como de baixa consisténcia na associagdo das matrizes. O nimero 6timo foi observado
quando atingiu 190 bandas, uma vez que houve um bom ajuste entre os valores da matriz de
similaridade original com os das outras matrizes de similaridade. 1sso porque, para este nimero de
bandas, a magnitude da correlacdo foi bem préxima do valor méximo (r=0,98), apresentando alta
confiabilidade, pois cada reamostragem foi repetida 10.000 vezes. Outra constatacdo foi que para
este numero de bandas a soma de quadrados dos desvios (SQd) e o valor do estresse (E) atingiram
valores baixos 3,30 e 0,046, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et
al (2007) analisando 263 bandas polimérficas geradas em 116 acessos de agaizeiros que detectaram
180 bandas como ideal (r = 0,999 e E = 0,01). Segundo Kruskal (1964) valores de estresse abaixo
de 0,05 expressam excelente precisdo, o qué confirma o numero ideal de bandas para o valor acima
relacionado.

Colombo et al (2000) mencionam que o numero ideal de bandas para estimar relacdes
genéticas entre espécies vegetais pode variar de 50 a 100 bandas, sugerindo que as bandas
polimérficas empregadas neste estudo sejam capazes de representar a similaridade genética entre as
matrizes de inajazeiro, visto que, o numero ideal de bandas foi bem acima deste intervalo e o

calculo da similaridade ter sido calculada com base nas 252 bandas.
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Figura 5 - Sintese da andlise bootstrap contendo as correlaces obtidas para os diferentes nimeros

4.3.2.3 Diversidade e divergéncia genética

de bandas polimorficas dos marcadores RAPD na avaliacdo do numero ideal de bandas
em germoplasma de inajazeiro do nordeste paraense. Belém-PA, 2012

As estimativas de dissimilaridades genéticas minimas e maximas entre as 100 matrizes,

obtidas a partir do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard estdo presentes na Tabela 12.

Como se pode constatar, as dissimilaridades entre os acessos variaram de 0,31 a 0,72,

apresentando média de 0,56 (Tabela 12). A dissimilaridade minima foi registrada no acesso 44, o

qual foi coletado na localidade de S&o Jodo de Piradbas em populacdo natural, respectivamente. Por

outro lado, 0 acesso 67 foi o detentor da maior dissimilaridade, proveniente da populagdo natural do

municipio de Sdo Caetano de Odivelas. Outro aspecto que pode ser ressaltado é que mais da metade

dos acessos (68%) alcancou dissimilaridades médias iguais ou acima da média geral, permitindo

supor que os acessos dessa colecdo possuam ampla diversidade genética.

Esta ampla diversidade detectada pode ser devido as condi¢des climaticas, a ocorréncia de

reproducéo sexuada e a pouca pressao de selecdo nas referidas populagdes.

TABELA 12. Dissimilaridades genéticas médias, minimas e maximas, expressas pelo complemento
aritmético do coeficiente de Jaccard obtido, com base em 252 bandas polimorficas de
RAPD obtidas nos 100 acessos de inajazeiro.

Matrizes Média Minimo Mdximo Matrizes Média Minimo Maximo
1 0,31 0,16 0,40 52 0,63 0,42 0,77
2 0,48 0,16 0,67 53 0,60 0,43 0,72
3 0,64 0,16 0,85 54 0,70 0,48 0,86
4 0,63 0,17 0,85 55 0,60 0,37 0,77
5 0,58 0,15 0,79 56 0,68 0,46 0,84
6 0,57 0,17 0,78 57 0,65 0,44 0,83
7 0,60 0,15 0,83 58 0,62 0,40 0,84
8 0,59 0,21 0,81 59 0,62 0,46 0,75
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
M
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

0,41
0,63
0,58
0,25
0,19
0,44
0,59
0,58
0,47
0,47
0,41
0,61
0,65
0,35
0,48
0,56
0,34
0,35
0,29
0,58
0,44
0,61
0,61
0,62
0,59
0,60
0,54
0,64
0,54
0,55
0,64
0,59
0,57
0,59
0,41
0,17
0,48
0,41
0,30
0,68
0,37
0,61
0,23

0,17
0,17
0,19
0,08
0,02
0,22
0,22
0,22
0,19
0,14
0,24
0,16
0,16
0,16
0,16
0,17
0,21
0,16
0,11
0,21
0,20
0,22
0,22
0,19
0,21
0,20
0,24
0,19
0,25
0,23
0,20
0,21
0,22
0,20
0,10
0,13
0,20
0,26
0,21
0,19
0,26
0,18
0,13

0,57
0,85
0,78
0,48
0,35
0,62
0,88
0,75
0,61
0,64
0,55
0,85
0,86
0,44
0,60
0,75
0,43
0,49
0,41
0,82
0,65
0,86
0,82
0,82
0,74
0,83
0,76
0,81
0,73
0,73
0,87
0,82
0,82
0,79
0,58
0,28
0,66
0,54
0,39
0,89
0,47
0,80
0,33

60 0,71 0,50 0,90
61 0,50 0,34 0,62
62 0,54 0,34 0,66
63 0,69 0,46 0,86
64 0,70 0,48 0,90
65 0,53 0,38 0,65
66 0,71 0,46 0,92
67 0,72 0,47 0,90
68 0,69 0,46 0,86
69 0,67 0,46 0,87
70 0,66 0,43 0,81
71 0,65 0,46 0,80
72 0,64 0,50 0,87
73 0,64 0,43 0,78
74 0,66 0,50 0,81
75 0,41 0,31 0,48
76 0,60 0,35 0,73
77 0,65 0,45 0,82
78 0,62 0,38 0,78
79 0,67 0,47 0,78
80 0,63 0,42 0,75
81 0,59 0,49 0,70
82 0,64 0,38 0,76
83 0,60 0,39 0,70
84 0,68 0,44 0,80
85 0,71 0,48 0,93
86 0,71 0,49 0,79
87 0,67 0,53 0,76
88 0,60 0,38 0,71
89 0,66 0,41 0,78
90 0,66 0,43 0,79
91 0,61 0,40 0,73
92 0,61 0,50 0,73
93 0,62 0,49 0,79
94 0,64 0,45 0,76
95 0,44 0,35 0,56
96 0,61 0,55 0,67
97 0,61 0,56 0,66
98 0,65 0,56 0,75
99 0,55 0,55 0,55
100 0,61 0,56 0,67
Geral 0,56 0,31 0,72

Na Figura 5 esta representada a distribuicdo de frequéncia das dissimilaridades obtidas entre

0s 4950 pares formados. Pode-se observar que o maior nimero de pares (37,33%) ocorreu na

decima classe, a qual apresentou intervalo de 0,35 a 0,39 e ponto médio de 0,37. A maioria dos

pares apresentou dissimilaridades de magnitudes variando de 0,18 a 0,76, estando situadas entre a

quarta e vigésima terceira classes, tornando o padrdo de distribuicdo das classes como um perfil

continuo e exibindo uma tendéncia de distribuicdo normal a esquerda para o conjunto de

dissimilaridades genéticas encontradas nos genomas das 100 matrizes de inajazeiro, apresentando

ampla diversidade.
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Figura 5. Distribuicdo de freqliéncia das estimativas de dissimilaridades genéticas, obtidas pelo
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, com base nas 252 bandas polimorficas
de RAPD geradas pelas 100 matrizes de inajazeiro do nordeste paraense.

Tais resultados demonstram que as matrizes de inajazeiro do nordeste paraense avaliadas
devam conter ampla diversidade genética, sugerindo indicios de que as amostras representem bem a
variabilidade dessa espécie desses locais. Também ajudam a inferir que os locais de coletas devam
fazer parte do centro de diversidade genética dessa espécie.

No dendrograma gerado com base nas dissimilaridades entre as 100 matrizes foram
verificadas que a maior dissimilaridade ocorreu entre o par de matrizes CP10 x CP11 com 0,93,
representantes de Capitdo Poco, enquanto a menor foi registrada entre as matrizes CA1 x SJP19
com 0,20 e de diferentes localidades, Cameta e Sdo Jodo de Pirabas. Vale ressaltar que 28 pares de
matrizes apresentaram baixas dissimilaridades (CAl x SJP19; CAl x CA13; CAl x CA12; CAl x
SCO 1; CA1 x SJP 2; CA1 x SJP 1; CAl1 x CA25; CA1 x CA22; CAl1 x SJP 22; CAl x SJP 18;
CA1 x SJP 24; CAL x SJP 4; CA1 x CA19; CA1 x SCO 25; CAL1 x CP 20; CA1 x CP 25; CA2 x
SJP 19; CA2 x CA13; CA2 x CA12; CA2x SCO 1; CA2 x SJP 2; CA2 x SJP 1; CA2 x SJP22; CA2
X SJP 18; CA2 x SJP 24; CA2 x CP 20; CA2 x CP 25 e CA9 x SJP 19) atingindo no maximo 40%
de distancia genética entre eles, sendo a maioria matrizes da populacdo de Cameté e de Sdo Jodo de
Pirabas (Figura 6).

De um modo geral foram formados seis grupos distintos: o primeiro contendo a matriz 19 de
S&o Jodo de Pirabas; o segundo pelas matrizes 12 e 13 de Cametd; o terceiro pela matriz 1 de S&o
Caetano de Odivelas; o quarto pela matriz 2 de S&o Jodo de Pirabas; o quinto pela maioria das
matrizes e o sexto pela matriz 1 de Cameta, como a menos divergente. Mas, com base no ponto de
corte feito pela dissimilaridade genética média, as matrizes constituiram 24 grupos divergentes
(Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma UPGMA gerado com base nas dissimilaridades genéticas entre 100
matrizes de inajazeiro do nordeste paraense, analisadas por 252 bandas polimorficas
de primers RAPD (dgm = 0,55). Belem-PA, 2012.
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Os 16 primeiros grupos, assim como 0s grupos 18, 19, 23 e 24 foram constituidos por
apenas uma matriz de diferentes locais; os grupos 17, 20 e 22 por trés matrizes de S&o Caetano de
Odivelas, cinco matrizes de S&o Jodo de Pirabas e por trés matrizes de Cameta, respectivamente.
Enquanto o grupo 21 abrangeu as demais matrizes. A correlacdo cofenética para o agrupamento foi
alta (r= 0.932) evidenciando alta confiabilidade na formacdo dos grupos. Resultados semelhantes
foram obtidos por Costa et al. (2001), Costa e Oliveira (2010) e Oliveira et al (2012) quando
analisaram germoplasma de acaizeiro e de tucumanzeiro com a aplicacdo de marcadores RAPD.

A forte distancia genética detectada entre a matriz 19 de Sao Jodo de Pirabas em relacéo as
demais matrizes pode ser resultado de fluxo génico via polen e pela dispersdo de sementes, como
também pela polinizacdo cruzada realizada por insetos, ou pode ser justificada pela possibilidade
dessa matriz ser derivada de sementes provenientes de outras localidades, resultando em uma
mistura varietal, fato importante para obter a variabilidade genética, segundo Nunes et al (2008).
Pois, esses autores ao caracterizarem por primers RAPD 22 gen6tipos de butiazeiros, outra palmeira
nativa do sul do Brasil provenientes de banco de germoplasma verificaram a formacgdo de cinco
grupos com similaridade variando entre 65 a 95%, sendo que trés deles foram formados por
gendtipos unicos. Oliveira et al. (2007) também constataram a formacdo de varios grupos (oito)
com valores de dissimilaridades variando de 6 a 67% ao avaliarem 116 acessos do BAG- Acai. Por
outro lado Insense et al (2007) detectaram a formacdo de poucos grupos ao caracterizarem 117
individuos de pupunheira, que apresentaram valores elevados de similaridade (de 70 a 80%).

Quando se analisa 0 dendrograma obtido pelas dissimilaridades entre as quatro populagdes
observa-se que houve a formacéao de trés grupos distintos (Figura 7): a populacdo de Cameta (CA)
formou o terceiro grupo geneticamente distinto, separado das demais populacdes a, pelo menos,
49% de dissimilaridade; enquanto a populacdo de Sdo Jodo de Pirabas (SJP) formou o segundo
grupo que apresentou 50% de dissimilaridade com as demais populacdes; sendo o primeiro grupo
formado pelas populacBes de Sdo Caetano de Odivelas (SCO) e Capitdo Poco (CP). O valor
cofenético obtido para este dendrograma também foi alto e significativo (r = 0.93, P< 0,0001 para
10.000 permutagdes), evidenciando excelente confiabilidade na formagao dos grupos.

Resultados condizentes foram obtidos por Sawazaki et al. (1998), que relataram a tendéncia
a formacdo de grupos com ecotipos de Euterpe da mesma origem geografica. Os resultados
encontrados permitem confirmar que as 252 bandas polimorficas obtidas pelos 20 primers RAPD
foram satisfatorias para quantificar a diversidade e a divergéncia entre matrizes e populacdes de
inajazeiro, pois os dendrogramas gerados agregaram as matrizes e suas respectivas populagdes com
alta confiabilidade. Também sugerem que as populacdes representantes das localidades de Cameta,

S0 Jodo de Pirabas, S&o Caetano de Odivelas e Capitdo Pogo, devam ser uUteis para compor
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programas de selecdo recorrente reciproca, especialmente se as matrizes mais distantes forem
portadoras de fendtipos promissores para frutos e 6leo, como também se apresentarem elevados

valores de heterose.
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Figura 7. Dendrograma UPGMA gerado com base nas dissimilaridades genéticas entre quatro
populacdes de inajazeiro do nordeste paraense, analisadas por 252 bandas polimérficas
de primers RAPD (dgm = 0,55). Belem-PA, 2012.

4.3.2.4 Diferenciacdo genética

Os valores relativos a analise de variancia molecular obtidos entre e dentro das quatro
populacdes de inajazeiro estdo presentes na Tabela 13. Foi observado, que a variancia molecular foi
alta e significativa entre populagbes (st = 0,1807; P < 0,0001), contendo 18,07% da variagédo
genetica total. No entanto, grande parte da variacao ficou retida dentro das populagdes. O resultado
de 0,1807 revelado pelos marcadores RAPD indica niveis altos de diferenciacdo entre as populacfes
avaliadas, ndo estando condizente com valores obtidos para espécies aldgamas.

Oliveira (2005) encontrou resultado mais elevado ao estudar gendétipos de acaizeiro com
niveis significativos de diferenciacdo genética entre procedéncias correspondendo a 30,12%
também o uso desses marcadores dominantes (RAPD).

Em outras palmeiras foram encontrados percentuais variaveis na diferenciacdo genética
entre populagdes, procedéncias, racas, variedades e tipos, com a aplicacdo de marcadores
moleculares dominantes. Um exemplo tem-se a diferenciacdo entre procedéncias de caiaué que foi
alta e significativa, respondendo por 18,71% da variacdo total, com a aplicacdo do marcador RAPD
(Moretzohn et al., 2002), valor este bem préximo do obtido no trabalho em foco.

Resultados similares (17,8%) foram encontrados por Rodrigues et al. (2004) com o uso de

marcadores RAPD entre nove racas de pupunheira. No entanto, em outras populacdes dessa mesma
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espécie o percentual de diferenciacdo foi baixo e significativo, com Gst=0,0497 (ADIN et al.,
2004).

Ciampi & Grattapaglia (2001), estudando a variabilidade genética em quatro populacGes de
copaiba por meio de trés marcadores moleculares com o emprego da AMOVA, detectaram
diferentes proporgbes de variabilidade entre e dentro de populagdes. Com o uso do marcador
dominante (AFLP), esses autores detectaram diferenciacdo entre populagdes altas e significativas
(st=15,5%).

Em estudos com outras espécies tropicais, perenes e alogamas, a particdo da variacao entre
populagBes apresentou percentagem préxima ou mais elevada que a encontrada neste estudo,
também com o uso de marcadores moleculares dominantes (ARAUJO, 2001; CARDOSO et al.,
1998; FONTAINE et al., 2004; GILLIES et al., 1997; ZUCCHI, 2002). Para Zucchi (2002), o
elevado nivel de diferenciacdo genética entre populacbes de cagaiteira pode inferir que as
populacbes estdo sendo influenciada pelo efeito da deriva genética ocasionada pela acdo antropica e
pela predominancia de fluxo génico a pequenas distancias.

TABELA 13. Andlise de variancia molecular obtida de quatro popula¢des de inajazeiro, com base
em 252 bandas polimorficas de RAPD geradas em 100 matrizes.

Fonte de variancia Variagao Variacao (%) P Dst
Entre 9.60 18.07 0,0001 0.1807
Dentro 43.53 81.93

Maior @st para 10.100 permutagdes=0,305

Ressalta-se aqui a importancia de se conhecer a distribui¢do da variabilidade genética entre e
dentro de populacdes de inajazeiro como forma de aumentar a eficiencia nas amostragens de novas
coletas. Pode-se sugerir que a amostragem de 25 matrizes por populacédo seja um numero desejavel
para bem representar as populacdes de inajazeiro, pelo menos das representantes do nordeste

paraense.

4.3.2.5 Comparacdao entre diversidades genética e fenotipica

A relagdo de qualquer associacdo de dados obtidos em diferentes hierarquias pode ser
avaliadas pela dissimilaridade, com a utilizacdo do teste Z de mantel. No presente trabalho,
comparou-se as dissimilaridades genéticas obtidas por meio de marcadores RAPD com as distancias
Euclidianas obtidas por meio dos 17 caracteres avaliados e dos quinze selecionados, utilizando a
matriz gerada a partir de 100 matrizes e 4 populagdes de inajazeiro comuns nos respectivos estudos.

A sintese dessas comparagdes encontra-se na (Tabela 14).
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Comparando-se o0s agrupamentos gerados com as dissimilaridades genética e fenotipica com
base nos 15 descritores para as matrizes, observou-se que o teste revelou associagéo significativa,
porem de baixa magnitude (r = 0,110; P < 0,0001), porem significativa. Tal associacdo ndo chega a
garantir que uma dissimilaridade explica a outra para este nivel. Para a categoria de populacfes a
relacdo também foi baixissima (r = 0,113) considerando os caracteres selecionados. Esta associacao
é completamente nula para as matizes, se considerar os 17 caracteres avaliados, sendo, porem de

baixa magnitude em relacdo as populacgdes.

Esses resultados expressam a ndo explicacdo da diversidade genética pela fenotipica na
espécie em questdo. Segundo McKay e Latta (2002) marcadores moleculares e caracteres
morfoagrondmicos exibem comportamentos distintos no estudo da divergéncia, ndo possibilitando
extrapolar uma variacao para outra. Especialmente, se os caracteres avaliados forem quantitativos,

como foi o caso do presente estudo.

Tabela 14. Comparacdo entre dissimilaridades genéticas e fenotipica obtidas para 100 matrizes e
quatro populacgdes de inajazeiro pelo teste z de Mantel.

Dissimilaridades Teste Z de Mantel (r)
Matrizes Populagdes

RAPD (dp) com Morfo-agrondémica 0,110 0,113

(dg) (0,00) (0,147)

(dp): levando em consideragao os 17 caracteres,

Para Oliveira (2005) como marcadores moleculares baseiam-se em fragmentos aleatorios do
DNA gendmico a probabilidade dos fragmentos avaliados estarem associados aos caracteres
morfoagrondmicos estudados é remota, uma vez que tais caracteres sdo quantitativos e
possivelmente envolvem varios genes. Tendo por base esse argumento, pode-se supor que a
diversidade genética avaliada pelo marcador molecular seja mais facil de ser detectada do que a
medida por esses caracteres fenotipicos, mesmo que se descartem os redundantes. Pois, sofrem a
influéncia do ambiente e do genotipo, dai a ndo correlagédo entre essas dissimilaridades.

Como Rohlf (2000) considera consistentes os valores do teste Z de mantel acima de 0,7

pode-se aventar que os conjuntos de dados aqui mencionados nao tenham adequacdes.

4.3.2.6 Comparacao entre diversidades e distancias geograficas

Na Tabela 15 estdo contidas as comparac0es feitas pelo teste Z de Mantel entre as distancias

Euclidianas e as dissimilaridades genéticas realizadas por marcadores RAPD com as distancias
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geogréficas. Pode-se contatar que houve associacdo de média magnitude entre as dissimilaridades
genéticas das populagdes com as distancias geograficas (r=0,448). O mesmo foi observado entre as
distancias Euclidianas obtidas entre as populacdes com base nos descritores selecionados e as
distancias geograficas, sendo, porém de menor magnitude (r=0,351). Em tais situacbes pode-se
sugerir que as distancias geograficas possam explicar de alguma forma as diversidades e as
divergéncias detectadas entre as populagdes.

Contudo, quando a comparagdo foi realizada entre as distancias geograficas com as
Euclidianas obtidas com base nos 17 caracteres avaliados a relacdo é reduzida consideravelmente,
ou seja, as distancias geograficas entre as popula¢fes ndo explicariam as obtidas pelos caracteres
morfoagrondmicos. Tais resultados ratificam a consisténcia da selecéo dos descritores.

Tabela 15 - Comparacgdes pelo teste Z de Mantel entre dissimilaridades e distancias geogréaficas
entre matrizes de inajazeiro estudadas,

Dissimilaridades Distancias geograficas
Z Mantel (r)
RAPD (dp) 0,448
Morfoagrondmica (dg) 0,351
(0,154)

(dp): levando em consideragéo os 17 caracteres.

Estudos realizados por Moura (2003), em diferentes areas de coletas de jaborandi, planta
com potencial medicinal, obteve correlacdo de magnitude semelhante a detectada para os caracteres,
quando avaliou a associacao das distancias geograficas e as euclidianas, tendo relacionado a baixa
correlacdo com a pressao de selecdo sobre determinados caracteres.

Oliveira (2005) obteve resultados de correlacdo de baixa magnitude entre o conjunto de
dados de marcadores RAPD e os das distancias geograficas e associacdo nula para os fendtipos
quando estudou germoplasma de acaizeiro oriundo de coletas direcionadas em matrizes desejaveis
para alguns caracteres de producéo de frutos.

Outros resultados obtidos com plantas perenes tropicais demonstram a ndo associacdo entre
distancias fenotipicas e as geograficas (DIAS et al., 1997; NASCIMENTO FILHO et al., 2001).

Assim sendo, pode-se considerar que ha uma pequena tendéncia do padrdo das diversidades
estudadas ser dependente das distancias geogréaficas. Esta certa explicagdo dos dados deve-se ao

fato da pouca inferéncia antropica na disseminacao de sementes de inajazeiro.
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4.4 CONCLUSOES

Marcadores RAPD séo Uteis em detectar polimorfismo sendo eficazes na caracterizagdo
molecular em germoplasma de inajazeiro. Porém, em estudos dessa natureza para essa palmeira
com o uso desses marcadores se faz necessario avaliar 190 bandas polimorficas, consideradas como
numero ideal.

Tais marcadores sdo confidveis na estimacdo de ampla diversidade genética e consideravel
divergéncia no germoplasma dessa espécie oriundo do nordeste paraense, onde as matrizes e
populacdes agrupam-se com sucesso pelo metodo UPGMA formando 24 grupos e trés grupos,
respectivamente.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes estudadas
demonstram que ha pequena diferenciacdo entre e alta variacdo dentro das populacdes de inajazeiro.
Esta informacdo deve ser levada em consideracdo em novas estratégias de coleta de germoplasma
dessa espécie.

Os marcadores RAPD, apesar de importantes, ndo explicam a diversidade e nem a
divergéncia fenotipica obtida pelos caracteres morfoagrondmicos utilizados. Mas, as distancias
geograficas das referidas populacdes explicam de alguma forma as diversidades encontradas por

esses marcadores moleculares, como também pelos descritores selecionados.
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