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RESUMO: A divergéncia genética de acessos de acaizeiro, com variacéo para coloracao de frutos, foi
avaliada através de marcadores RAPD. A extracdo de DNA foi feita a partir do protocolo de Nelson
(1993), modificado, e para as amplificacdes utilizou-se o protocolo de Williams et al. (1990), modificado.
Utilizaram-se 1drimersque geraram 161 bandas polimérficas. A andlise de divergéncia genética foi
realizada a partir do programa NTSYS-pc 2.02, utilizando o coeficiente de Jaccard. Na analise do
dendograma, foram observados dois grupos principais. A divergéncia genética gerada com estes
marcadores mostrou variabilidade potencial para o programa de melhoramento genético, embora nao
tenha havido correlacdo direta entre a coloracéo de frutos e a distancia genética obtida.

TERMOS PARA INDEXACAO: Euterpe oleracegélarcadores Moleculares, RAPD, Divergéncia
Genética.

GENETIC DIVERGENCE IN EUTERP PALM BASED
ON RAPD MARKERS

ABSTRACT: The genetic divergence of access of euterp p&te¢pe oleraceadlart.) with

variation for coloration of fruits was evaluated using RAPD markers. The DNA extraction was made
according to modified protocol of Nelson (1993) and the PCR analysis was made following modified
protocol of Williams et al. (1990). The twelve RAPD primer utilized produced one hundred sixty one
polimorphic bands. Genetic divergence analysis was carried out, by NTSYS—pc, 2.02, and get Jaccard
coefficient. As result, the dendogram was divided in two groups. The genetic divergence obtained
with these markers showed genetic diversity that can be used in breeding programs ,however, were
not related with fruits coloration.

INDEX TERMS: Euterpe oleraceaenolecular markers, RAPD, genetic divergence
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1 INTRODUCAO plantas do mesmo acesso coletado como
O acaizeiro, espécie nativa dasendo do tipo violaceo. Assim sendo, pode-

Amazonia, destaca-se como uma dage considerar a caracterizagao genetica

palmeiras mais produtivas dessa regiéo(,:omo uma alternativa viavel para auxiliar

através da exploracdo de frutos e palmitd161 caracterizagdo desses acessos.
(ROGEZ, 2000). A producao de frutos é O uso de marcadores moleculares
destinada, especialmente para o mercadBAPD constitui-se em uma poderosa
local e regional, para o processamento déerramenta na caracterizacdo de
bebida denominada agai a qual, devido &ermoplasma (FERREIRA; GRATA-
composi¢ao quimica e valor nutricional, vemPAGLIA, 1996). Tais marcadores poderao
conquistando o mercado de outras regideser empregados para identificar e auxiliar a
brasileiras. Apesar da importanciaselecdo de gendtipos promissores
econdmica dessa palmeira, ndo existenfSTUBER, 1992) e auxiliar na escolha do
variedades e nem cultivares devidamentenaterial para a constituicdo dos bancos de
avaliadas e caracterizadas (OLIVEIRA; germoplasma e na preservacao racional da
CARVALHO; NASCIMENTO, 2000). espécie em estudo.

Contudo, ha registros de grandes variacdes Os estudos de caracterizagio através

has populagGes naturais, nos CUItIVOSde marcadores moleculares em associagéo

subesp.ontaneos? nos FUI“VOS em esc,:a.I@Om avaliacdo da divergéncia genética, nesta
comercial que estdo surgindo dessa eSpeC'SSpécie si0 bastante limitados. Mas

Para o mercado de frutos, uma dasstudos dessa natureza sdo considerados
principais variacdes estéa relacionada com arioritérios, devido a presente necessidade
coloracéo dos frutos quando maduros, sendde se quantificar a variabilidade genética dos
consideradas erroneamente de duaacessos, verificar a similaridade entre eles,
variedades: Roxa ou violacea e Verde, as fim de sanar ddvidas quanto a origem e
quais dao origem a dois tipos de bebida: acaiso nos cruzamentos, além de auxiliar na
e acai branco, respectivamente, sendo escolha de acessos potenciais para o
primeira a de maior ocorréncia e de maiorenriqguecimento da variabilidade genética no
volume comercializado (OLIVEIRA; proprio Banco Ativo de Germoplasma de
CARVALHO; NASCIMENTO, 2000). At¢é acaizeiro. Apesar da reconhecida
0 momento nada foi evidenciado sobre essaariabilidade fenotipica existente nesse
variacdo. Oliveira e Muller (1998), avaliando banco, o germoplasma dessa palmeira tem
morfologicamente os acessos de acaizeirsido pouco estudado sob o ponto de vista
da colecdo de germoplasma da Embrapgenético. O uso combinado de marcadores
Amazobnia Oriental, encontraram variagdeamorfolégicos e moleculares subsidiara os
para coloracdo de frutos maduros entrabalhos de melhoramento, na busca de
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cultivares mais produtivos e com vortexados e colocados em banho-maria a
caracteristicas de qualidade que atendar®0°C, durante 60 minutos. O extrato foi
demandas do setor produtivo, contribuindomisturado com 700l de cloroférmio-alcool
ainda, para o intercambio de material e désoamil (24:1) para formar uma emuls&o. Apés
informacgdes entre instituicdes de pesquisagentrifugar por 10 minutos a’@ e 12 000

O objetivo deste trabalho foi examinar fPM, @ parte superior aquosa foi
o polimorfismo gerado por marcadorescuidadosamente isolada e submetida a alcool
RAPD e analisar a diversidade genética par@> %, 0 que ocasionou a precipitacéo do
a coloracdo dos frutos entre acessos deNA. O material foi colocado em freezer (-
acaizeiro pertencentes ao Banco Ativo de20 °C) por 20 minutos, sendo, em seguida,
Germoplasma (BAG) da Embrapa centrifugado por 10 minutos @@ e 12 000

Amazobnia Oriental. rpm, lavado com 10Q@ de etanol 70 % para

remover sais e, posteriormente, seco a
2 MATERIAL E METODOS temperatura ambiente por aproximadamente
2.1 COLETA DE FOLHAS E EXTRACAO 12 horas. O DNA foi ressuspendido com 100
DO DNA ul RNAse/ TE (10 ung)

Para a realizagio desse estudo foram A concentracao de DNA foi estimada
selecionados acessos de acaizeiro qu@m gel de agarose 1,0 %, pela comparagao
apresentavam variacdo para coloracio dd0 DNA total com trés concentracoes do
frutos maduros (Quadro 1) provenientes dd?NA lambda. As amostras utilizadas no
Banco Ativo de Germoplasma da EmbrapaRAPD, apods a quantificagao total, partiram
Amazdnia Oriental, em Belém (PA), para ade diluicGes da amostra total em agua estéril,
coleta de folhas. de modo a conter 5 nd. de DNA. As

1 Q
De cada planta foi obtida uma amostraa“qUOtas foram armazenadas a 20

de foliolos retirados de folhas novas, i
colocadas separadamente em embalage?n2 ANALISE RAPD

plastica, identificada e transportada para o As reacdes foram desenvolvidas de
Laboratério de Genética dessa inStitUigaO.acordo com o protoco|0 de Williams al

O DNA gendmico foi obtido através (1990) com pequenas modificagbes, num
de folhas em estadio médio deVvolume final de 13uL contendo agua
desenvolvimento, recém-coletadas quedestilada autoclavada, 20 mM Tris-HCI (pH
ap6s desinfeccéo, foram maceradas corf,0), 50 mM KCl, 2,0 mM MgClI2, 206M
nitrogénio liquido. Cerca de 200 mg de pode cada dNTP, BSA purificada (2,5 mg/ml),
foram transferidos para tubos eppendorfl,3 uM primer arbitrario, 1U.l Tag DNA
Adicionaram-se em seguida 7@ de polimerase e 15 ng de DNA gendmico,
solucdo extratora. Os tubos foramcobertas com duas gotas de 6leo mineral.
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As amplificacBes foram realizadas emgerou a matriz de similaridade. A partir dessa
termociclador de DNA Thermolyne Amplitron matriz foi gerado o cluster pelo método
Il modelo DB.80225, sendo realizados 40UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
ciclosde 1 minuto a9€, 1 minutoa 3% e  Using Arithmetic Average), que foi expresso
2 minutos a 72C, seguidos de mais 7 minutos na forma de um dendograma.

a 72C para a completa extenséo dos produtos
amplificados. O método utilizado para a3 RESULTADOS E DISCUSSAO

separacdo dos produtos amplificados foi a Os primers utilizados geraram 161

eletroforese horizontal em gel de agarose 1.Bandas polimérficas com tamanhos variando
%, corado com brometo de etidio 1mg/mL.O|e 300 pb a 2200 pb, com uma média de 13
Utilizou-se 13uL de cada reacéo, acrescido bandas poprimer O ndmero de fragmentos
de 2uL de uma solucéo de azul de bromOfenOIpolimérficos poprimer variou de 19 (OPS

(40 %) mais sacarose. Foi utilizado TBElg) a9 (OPN 07; OPN10 e OPN 15). Foram
(Trizma base 0,1 M; &cido borico 1M e EDTA estimados os indices de similaridade para
0,5M) como tampdo do gel e de corrida. 4465 os individuos analisados (Tabela 1). A
Apoés a eletroforese, os géis foramsimilaridade genética média foi de 36,88 %.
visualizados e fotografados em equipamentd\ maior distancia foi obtida comparando-se
de foto documentacao por transiluminagdm acesso 070-1 com o 072-3 (16 %). Isso
em ultravioleta. indica que estes acessos sdo candidatos
23 ANALISE DOS DADOS potenciais comg f(.Jn.te d(:) variabilidade, n.o
programa de hibridizacdo desta espécie,
Os primers utilizados foram: OPAR  yisando o melhoramento genético. Estes
11,0PAZ 03, OPAZ 11, OPAZ 14, OPAZ {ados podem monitorar os cruzamentos com
18, OPN 07, OPN 10, OPN 15, OPO 11,grande potencial de aumento de variabilidade
OPS 12, OPS 17, e OPS 19. no germoplasma de acaizeiro Por outro lado,
Foi construida uma matriz para os@ maior similaridade genética foi entre o

fragmentos polimérficos amplificados com acesso 071-4 e 0 072-2 (66 %).

presenca (1) e auséncia de banda (0).  NaFigura 1, encontra-se o dendograma
Somente foram consideradas as bandas JYRrado pelo método UPGMA, através do
ndo davam margens a duvidas. Bandas mUitBrograma NTSYS-pc, 2.02. Esta analise de
fracas, de dificil resolugéo, néo foram gjistancia genética gerou o cluster que mostra
incluidas. a separagdo dos acessos em dois grupos
Para andlise dos dados, utilizou-se drincipais. No primeiro grupo, que se subdividiu
NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and €m dois subgrupos com coeficiente de
Multivariate Analysis System), vers&o 2.02.similaridade variando de 32 % a 58 %,
A similaridade entre as amostras foiincluem-se quatro acessos. O segundo grupo,
estimada pelo coeficiente de Jaccard, quéom 11 acessos, dividiu-se em dois subgrupos,
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com similaridade genética, variando de 16 %variabilidade genética. Além disso, trata-se
a 66 %. Avariabilidade genética médiadentradde uma espécie que se reproduz
dos acessos foi de 50% Essa grand&exuadamente, o que também aumenta a
variabilidade genética também foi encontrad&/ariabilidade. Em relacdo a coloracéo de

por Ballve (1988) parB.oleracesE. edulis, frutos, os resultados obtidos com os
utilizando isoenzimas. marcadores RAPD fornecem indicios que

esta caracteristica ndo seja suficientemente
Como o acaizeiro tem sido relatado giscriminatéria, pois dentro de um mesmo
como uma espécie alégama, € esperadicesso foi observado, na maioria dos casos,
grande variacéo genética dentro da mesmgajor proximidade de um individuo com
procedéncia ou populacdo, principalmentérutos verdes e outro com frutos violaceos
naquelas localizadas no estuario amazonicdo que entre individuos com frutos da
(OHASHI, 1990), como € o caso dosmesma coloracdo. Acredita-se que, neste
acessos estudados. Silkaal. (2000), ao caso, haveria uma maior correlagéo se fosse
utilizarem marcadores microssatélites enutilizado um maior nimero de caracteristicas
uma populacéo dg. oleraceadetectaram morfoldgicas associadas e um aumento no
auséncia de endocruzamento, o quéamanho daamostra com um maior nimero

predispde a populacdo possuir maiorde individuos por acesso.

Quadro 1 — Identificacdo dos acessos de acaizeiro pertencentes ao Banco de Germoplasma
da Embrapa Amazénia Oriental com variacdo para a coloracéo de frutos. Belém, Para.
2001.

Cadigo Localidade/Origem Coloragéo do fruto maduro
070-1 Breves (PA)Brasil Verde
070-2 Breves (PA) Brasil 6laceo
070-3 Breves (PA) Brasil \olaceo
071-1 Breves (PA) Brasil Violaceo
071-2 Breves (PA) Brasil \olaceo
071-4 Breves (PA)Brasil \Verde
072-2 Breves (PA) Brasil \olaceo
072-3 Breves (PA) Brasil 6laceo
072-4 Breves (PA)Brasil Verde
134-1 Cameta (PABrasil \Verde
134-2 Cameta (PA) Brasil Mlaceo
134-4 Cameta (PA) Brasil Mlaceo
135-2 Cameta (PA) Brasil Mlaceo
135-3 Cameta (PA) Brasil Mlaceo
135-4 Cameta (PABrasil \Verde
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Tabela 1 — Matriz de distancia genética estimada pelo coeficiente de Jaccard para 0s acessos
de acaizeiro pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental com
variacdo para coloracéo dos frutos. Belém, 2001.

070-1 070-2 070-3 071-1 071-2 071-4 072-2 072-3 072-4 134-1134-2 134-4 135-2 135-3 135-4

070-1 1.00

070-2 0.58 1.00

070-3 0.50 0.58 1.00

071-1 0.32 0.41 0.57 1.00

071-2 0.33 0.35 0.35 0.53 1.00

071-4 0.34 0.28 0.35 0.41 0.58 1.00

072-2 0.31 0.30 0.32 0.34 0.53 0.66 1.00

072-3 0.16 0.17 0.23 0.25 0.33 0.46 0.61 1.00

072-4 0.17 0.18 0.23 0.31 0.32 0.36 0.38 0.36 1.00

134-1 0.30 0.28 0.33 0.39 0.39 0.42 0.40 0.33 0.47 1.00

134-2 0.25 0.27 0.28 0.32 0.36 0.37 0.45 0.36 0.46 0.63 1.00

134-4 0.27 0.26 0.28 0.33 0.38 0.37 0.39 0.31 0.44 0.47 0.63 1.00

135-2 0.21 0.20 0.22 0.26 0.38 0.39 0.50 0.40 0.43 0.44 0.51 0.52 1.00
135-3 0.39 0.30 0.30 0.33 0.38 0.41 0.43 0.32 0.40 0.52 0.55 0.44 0.43 1.00
135-4 0.22 0.18 0.19 0.25 0.34 0.43 0.45 0.36 0.35 0.41 0.48 0.40 0.44 0.45 1.00

]

T
0.29 0.38 048 057
Coefficient

Figura 1 — Dendograma gerado pelo método de analise UPGMA para o coeficiente de
Jaccard, a partir das 161 bandas polimérficas geradas pelo RAPD.
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