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RESUMO

O tucumazeiro (Astrocaryum aculeatum G. Meyer) € uma espéecie ndo domesticada,
cujas populacbes naturais esponténeas apresentam grande variabilidade nas suas
caracteristicas morfologicas, constituindo-se na fonte de recursos genéticos para 0
melhoramento da espécie. Nos Ultimos anos, os marcadores moleculares sdo empregados no
estudo do sistema reprodutivo de espécies vegetais, visando apoiar 0s programas de
melhoramento genético. O objetivo desse trabalho foi estudar o sistema reprodutivo do
tucuma, empregando marcadores Microsatélites. Coletaram-se amostras de folhas maduras e
os frutos maduros de 11 plantas (matrizes) de uma populacéo espontanea de tucumazeiros.
As amostras de folhas foram utilizadas para o estudo do sistema de reproducéo e os frutos,
constituiram as sementes para 0 estudo de propagacdo e producdo de plantulas para
complementacdo do estudo de reproducéo. O método de propagacdo foi feito em duas fases.
Na primeira, utilizaram-se as sementes das matrizes selecionadas para o estudo de sistema
reprodutivo. Na segunda fase, coletaram-se sementes de trés procedéncias, onde se avaliaram
0 tempo de secagem natural, o tempo de embebicéo e a vel ocidade de germinacdo. Em ambos
0S casos, as sementes foram despolpadas e os pirénios colocados em um ambiente natural
para secagem. Apés o desprendimento, separaram-se as sementes dos endocarpos. Em
seguida, as sementes foram imersas em é&gua para reidratarem. ApoOs essa fase, foram
colocadas em uma sala para germinar. Semana mente efetuava-se uma triagem, retirando-se
as sementes germinadas que eram levadas para um viveiro e semeadas em tubetes Apdés a
emergéncia, as plantulas que apresentavam de trés a quatro folhas bifidas eram transplantadas
para sacos plasticos pretos para formagdo de mudas. Para a determinacdo do sistema
reprodutivo do tucumd, extraiu-se 0 DNA dos foliolos das plantas pelo método de extragcdo de
Brometo de Cetiltrimetilaménio. A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada em gel de
agarose, por comparagoes visuais de sua fluorescéncia, com padrbes de massa molecular de
DNA. Foram amplificados oito |6cus de DNA dos tucumazeiros avaliados. Para a reagéo de
polimerase em cadeia dos |6cus, utilizou-se o protocolo descrito por Schuelke (2000), com
algumas modificagbes, e a genotipagem dos l6cus foi visualizado em seqienciador
automatico. No estudo de propagacdo, constatou-se que 0s pirénios de tucuma sob secagem
natural levaram em torno deum més para desprender as sementes do endocarpo. As sementes
germinaram completamente em um prazo maximo de 50 dias, apresentando uma
percentagem de germinagdo que variou entre 60 a 85%, depois de haverem sido reidratadas
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por 15 dias. O intervalo de tempo para a secagem natural, a reidratacdo e a germinagéo
completa do tucuma, situou-se entre 67 a 95 dias. Assim, sd0 necessarios em torno de 161
dias para se obter uma pléntula de tucuméa com a primeira folha completa. A procedéncia das
sementes exerce grande influéncia na velocidade e na uniformizagdo da germinagdo. No

estudo do sistema reprodutivo do tucumd, observou-se que a estimativa da taxa de

cruzamento uniloco e multilocos foram ¢, =0,978(EM) ou 0,984(NR) e ¢, =0,978(EM e NR),
respectivamente, indicando que a espécie é predominantemente alégama. A Diferenca
negativa entre as taxas de cruzamento multiloco e uniloco, sugerem que n&o ocorrem
cruzamentos endogamicos na populagéo, ¢, —t,=-0,001(EM) ou -0,007(NR). A correlagéo
de paternidade detectado foi baixo, r,=0,176(EM) ou 0,205(NR), demonstrando que as
progénies sdo congtituidas principalmente por meios-irméos. O coeficiente de coancestria
(Qxy) nas progénies foi -0,133(EM) ou 0,119(NR), o esperado em progénies de meios-
irmaos(0,125).

Palavras-chave: Tucumd, propagacdo, melhoramento genético, marcadores moleculares, taxa
de cruzamento.



ABSTRACT

The tucumazeiro (Astrocaryum aculeatum G. Meyer) is a species not domesticated,
whose spontaneous natural populations present great variability in its morphologic
characteristics, consisting in the source of genetic resources for the improvement of the
species. In recent years, the molecular markers are used to assist in the study of the mating
system of vegetal species, aiming at the support of the genetic improvement programs. The
objective of thiswork is to study the mating system of tucuma using marking Microsatellites.
Mature leaves samples had been collected and the mature fruits of 11 plants (matrices) of a
spontaneous population of tucumazeiros. The leaves samples had been used for the study of
the mating system and the fruits had constituted the seeds for the propagation study and
production of seedlings for the mating study complementation. The propagation method was
made in two phases. In the first one had been used the seeds of the selected matrices for the
study of mating system. In the second phase, seeds of three origins had been collected in order
to evaluate the natural drying time, the time of water imbibition and the speed of germination.
In both cases, the seeds had been pulped and the pyrenes placed in a natural environment for
drying. After the unfastening, the endocarps seeds had been broken up. After that, the seeds
had been immersed in water to rehydrate. After this phase, they had been placed in a room to
germinate. Weekly a selection was effected, leaving the germinated seeds that were taken for
a fishery and sown in tublets. After the emergency, the plant in which the four bifid leaves
were presented of three were transplanted for black plastic bags for formation of seedling. For
the determination of the mating system of tucumd, the plants leaves surface DNA was
collected using the method of extraction of Cetyltrimethylammonium Bromide. The
guantification of the genomic DNA was carried through in agarose gel, for visual
comparisons of its fluorescence, with standards of DNA molecular mass. They had been
amplified eight locus of DNA of the evaluated tucumazeiros. For the reaction of polymerase
in chain of locus, the described protocol for Schuelke was used (2000), with some
modifications, and the genotypic identification of loci was visualized in automatic sequence.
In the propagation study, one evidenced that the tucuma pyrenes under to the process of
natural drying lead around one month to unfasten the seeds of endocarp. The seeds
germinated completely, in a maximum stated period of 50 days, presenting a percentage of
germination that varies between 60-85%, after having been rehydrated per 15 days. The time
interva for the natural drying, the rehydration and the complete germination of tucuma, is



placed between the 67-95 days. Thus, are necessary around 161 days to get tucuma seedlings
with the first complete leaf. The origin of the seeds exerts great influence in the germination
speed and uniformization. In the study of the mating system of tucuma, it was observed that
tucuma aDirect single locus and multilocus outcrossing rate estimates were ¢, =0,978(EM) ou
0,984(NR) and ¢,=0,978(EM e NR), respectively, indicating that the species is
predominantly allogamous. The negative difference between multilocus and single locus
outcrossing rate suggesting that biparental inbreeding population has not occurred, ¢, —¢, =
0,001(EM) ou -0,007(NR). Low value of paternity correlation was detected, »,=0,176(EM)
ou 0,205(NR), demonstrating that families are composed by half-sibs, mainly. The coefficient
of coancestry (0,,) within families was -0,133(EM) or 0,119(NR), the expected in half-sibs
families (0,125).

Key-word: Tucuma, propagation, genetic breeding, molecular markers, outcrossing rate.



Xi

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS......cco ottt ettt sttt neas Xiii
LISTA DE TABELAS.. .. .ottt ettt et e e anne e e nnes Xiv
LISTA DE GRAFICOS......oooeeeeeeeeeeeetseetese s esas s aessessesns s ssss s sssssssssssssssssssssnnansans Xv
INTRODUGAO........oooieeieeeeteieeteeteeteetesee ettt aes s esas st ten s s s s 16
1. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA.......ooieeeeeeeeeeeeeeeseesesestssessessssesssssssessssasssssssesssenenns 19
1.1. Generalidades sobre 0 tuCUMAZEIT0 “A. aculeatum ™ .............ccceeeeveieicinenieneneenen. 19
0 1= (0 01 1= TP U PRSPPI 19
1.1.2. Origem € BVOIUGED. .......ccuerueeueeeeienteste ettt e e s b st ss e s se e e e nesnesnennen 20
I RGN oo oo = o r= N =S o = o 1 20
1.1.4. Caracteristicas morfol0gicas € diSPErsa0.........ccouuureerererieseieseseeeeeeseesee e see e 20
1.1.5. UtiliZACA0 € IMPOITANCIAL......ccueeeeseeeieeeesieesieesieeeeseeaeseesre e e seesreeeesseesseensesneenes 23
1.1.6. GEIMNINGGED. ....c.eeveeeeeueeieeeesee st ettt sttt e st e sr b e st e s e st e e e e e s e b e nneanenr e e st nae e e s 24
1.2. MelhoramentO € dOMESLICACA0. .......ccuerveeriereeeieseeie e seeee e ste e re e sreenee e 26
1.3. MarcadoreS MOl ECUIAIES. .........ceiuireerieesie ettt bt s see e 27
1.3.1. Marcadores basead0s em MICIOSABA ITES.........cccueiieeerererenese e 28
1.3.2. ReaCao de polimerase €M CABIA...........coererereeiereesie st 30
IR S = 0 = W = (0 L1 (Y7o TS 31
2. MATERIAL E METODOS.......ccuiuieienneeeeeesesssesssiessessessssssessessessssssssessessassssssessnss 34
2.1, COlEtado MELENTAL.......oieeieeeeee e nre 34
2.2. Métodos de propagacdo e formacao de mudas de A. aculeatum................ccccuvueee.. 35
2.2.1. Propagacao e formagao de MUUES...........ccevverieeieiieseeie e esee e 35

2.2.2. Secagem natural, embebi¢&o e germinagdo das sementes de tucuma.................... 37



2.3. Estudo do sistema de cruzamento do tUCUMA..........coeeeeierierierienesieeeeee e 40
2.3.1. EXIraC80 O DINAL ..ottt sttt st eenesne e 40
2.3.2. Quantificagd0 e diluiG0 O DINA ..o 42
2.3.3. Amplificagdo dosloci microsatélites no DNA detucuma............ccccoeeeveeeviveieennnnns 42
2.3.3.1. Reagdo de polimerase em cadela (PCR) dOS Primers........ccoevevevenenencseneene 43
2.3.3.2. Diluicao e genotipagem dOSIOCUS...........coveiieeeciee e 44
2.3.4. Sistema de cruzamento dO TUCUMAL..........cooueeuireereeie e siee et see e 44
3. RESULTADOS E DISCUSSAD.......oueieeieeeeieeseseesiesessssesssssssessssssssssssssssssssessassssassens 46
3.1. Métodos de propagacdo e formacado de mudas de 4. aculeatum................ccccuvuen.... 46
3.1.1. Propagacao € formaCao de mMUABS...........cccveieeeieerieeie e 46
3.1.2. Secagem natural, embebicdo e germinacdo das sementes de tucuma..................... 48
3.2. Sistema de cruzamento dO tUCUMAL........cc.eeereerieriesie st 57
4. CONCLUSODES.......coooiieteiieeieeise sttt sttt 63

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot ereeee e e eesaeesareenanaeesanenann 64



Xiii

LISTA DE FIGURAS
Pagina

Figura 1. Descricao do processo germinativo das sementes de A. aculeatum (GENTIL
€ FERREIRA, 2005).......c0itiiieieiesieieeesieseeeseses seseesesteseesessesseassessensssessenes 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Quantidade de sementes utilizadas Por MaLriZ..........ccceevereeierienieeie e
Tabela 2. Distribuicdo dos tratamentos, por procedéncia, no ensaio para avaliar o
tempo de germinacdo das sementes de tUCUMAL...........coceeecieeviecciecseecieenen,
Tabela 3. Matrizes de tucuma e nimero de progénies avaliadas...........cccovverererererinnnns
Tabela 4. Sinopses das caracteristicas dos oito loci de sequiéncias simples repetidas de
pupunha transferidas PAratUCUMAL............coeeirereeriene e
Tabela 5. Distribuicdo do numero de sementes germinadas, por matriz, durante o
PEFIOCO dE AVAITACAD. ... .cve ettt
Tabela 6. Freqiéncia da germinacdo das sementes de tucuma em funcdo da
S 0Te =0 (= o o - ISR
Tabela 7. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de

01 10011 gT="0r= o TP R PP
Tabela 8. Efeito da procedéncia das sementes sobre a varidvel percentagem de

(01 0011 = o= o T PSPPSRI
Tabela 9. Estimativas de endogamia, parentesco e sistema de reproducdo de uma
populacdo de A. aCUlEAEUM..........ccveie e

Xi Vv

Pégina

40
40

50

57

57



Gréfico 1.
Gréfico 2.
Gréfico 3.

Gréfico 4.

Gréfico 5.

Gréfico 6.

LISTA DE GRAFICOS

Percentagem de germinagao e nimero se sementes germinadas por matriz..
Percentagem de emergéncia e niumero de plantulas emergidas por matriz....
Perda de agua (%) dos pirénios de tucuma durante o processo de secagem
natural, determinada pelo método de estufa a 105+3 °C, por 24 horas
(BRASIL, 1992) e pela pesagem semanal dos pirénios...........c.ccveeeereerennnn
Absorcdo de agua (%) pelos pirénios de trés procedéncias de tucuma,
durante o processo de embebicdo, determinada pelo método de estufa a
105+3°C, por 24 horas (BRASIL, 1992) e pela pesagem diaria dos
ST =80T
NUmero de sementes germinadas e percentagem de germinacdo, por
tratamento, Para A. ACULCATUNML.............ccccueeecieeiiiie e

Numero de dias verificados nas etapas do processo de secagem natural,

embebicdo e germinacdo de A. aculeatum

XV

Pégina

51
51

52

52

55



16

INTRODUCAO

As palmeiras sd0 espécies vegetais tipicamente tropicais e que vém suprindo as
necessidades do homem durante séculos, fornecendo alimentos (frutos, pamito, sucos e 6leo
comestivel), energia, madeira, fibras e dezenas de subprodutos do 6leo. Poucos grupos de
plantas despertam a atencdo da humanidade quanto as palmeiras. Na literatura, sdo relatadas
como o grupo de plantas mais Uteis a0 homem, mas, paradoxalmente, destaca-se como a
familia de importancia econdmica que apresenta 0 menor nimero de espécies domesticadas
(LLERAS et al., 1983). Uma das justificativas estd na associagdo dessas espécies com

sociedades primitivas e culturas indigenas.

Mesmo com importancia econdmica comprovada, as pesquisas com recursos genéticos
de palmeiras sempre foram instaveis, especialmente as espécies nativas da Amazonia. No
mundo tem-se registro de 3000 espécies, desse total, 390 tem ocorréncia no Brasil, sendo a
maioria nativa da Amazonia onde ocorrem 41 géneros e 290 espécies (FAO, 1987). Nesta
regido, pelo menos cinco géneros vem se destacando pela importancia regional, naciona e até
internacional, dentre eles 0 Astrocaryum, 0 qual totaliza algumas espécies potenciamente
econdmicas, como 0 A. aculeatum € 0 A. vulgare (KAHN e M| LLAN, 1992).

O tucumazeiro (4. aculeatum G. Meyer) € uma palmeira nativa da América do Sul,
encontrada nos Estados do Acre, Mato Grosso, Rondonia e, principa mente, no Amazonas, de
onde provavelmente sgja sua origem (SOUZA et al., (1996). A ocorréncia dessa especie €
comum em &reas desmatadas ou que sofreram aguma agdo antrépica. A polpa do seu fruto €
muito apreciada pela populacdo da regido Amazdnica como alimento (COSTA, 2001,
COSTA e VAN LEUUWEN, 2002). A espécie é explorada quase exclusivamente de forma

extrativista, porém as populacbes esponténeas apresentam grande variabilidade para
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caracteristicas como altura da planta, producéo e qualidade dos frutos (tamanho, rendimento
de polpa, sabor, conteido de fibra e 6leo). Essas populacbes constituem a fonte de recursos
genéticos para uso atual ou potencial no melhoramento genético da espécie.

Os recursos genéticos sdo estudados em varias etapas, iniciando pela coleta,
introducdo, multiplicagdo, conservagdo, caracterizacdo e avaiacdo, regeneracdo e
multiplicagdo para distribuicdo do germoplasma (JARAMILLO e BAENA, 2000). Porém, no
estabelecimento de estratégias de uso e conservacdo dos recursos geneéticos, € necessario
conhecer sobre 0 sistema reprodutivo da espécie. O conhecimento da biologia floral de
gualquer espécie é primordia para subsidiar as etapas de pré-melhoramento genético, de
manegjo e domesticacdo, além de explicar as relagdes existentes entre as plantas e 0 ambiente
em que vivem, e por contribuir nainterpretagdo de mecanismos relacionados a polinizagao.

Nos ultimos anos, os marcadores genético-moleculares tém sido empregados para
auxiliar no estudo do sistema reprodutivo de diverses espécies vegetais, fornecendo
informagdes sobre o modo de reproducao, as estimativas dos parametros do sistema misto de
cruzamento, da taxa de cruzamento e da taxa de autofecundacéo, parametros importantes para
um programa de melhoramento genético. Além disso, 0 modo de reproducéo e o sistema de
cruzamento determinam como a variabilidade genética se organiza no espaco e no tempo.
Essas informagdes permitem o monitoramento e a manutencdo da variabilidade genética
(LOPES, 1999).

Esforcos para fornecer subsidios ao pré-melhoramento de A. aculeatum tém sido
empreendidos, mas sdo poucas as informagdes disponiveis que possam indicar a superioridade
genética das populacbes espontaneas para a producdo e qualidade dos frutos e de seu 6leo.
Assim, a caracterizacdo e a avaiagdo morfolégica e molecular, tornam-se atividades

essenciais paraindicar genétipos gue possuam superioridade.
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O objetivo desse trabaho foi estudar o sistema reprodutivo do tucuma“A. aculeatum”,
empregando a técnica de marcador microssatdlite (SSR - Sequéncias Simples Repetidas)

como subsidios ao pré-melhoramento da espécie.
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1 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

1.1 Generalidades sobre o tucumazeiro “A. aculeatum”

1.1.1 Taxonomia

Nos estudos de botanica existem trés tipos de classificagdo taxonémica vegetal, as
classificagbes desenvolvidas por Cronquist (1981), Takhtgjan (1996) e a nova classificacéo
para o grupo phylogénico das Angiospermas (SOUZA e LORENZI, 2005). Na classificacdo
de Cronquist (1981), as palmeiras pertencem ao reino Plantae, na divisdo Magnoliophyta,
classe Liliopsida, sub-classe Arecidae, na ordem Arecales, familia Arecaceae. Dentro dessa
familia, Kahn e Millan (1992) classificam a0 tucuma no género Astrocaryum, na especie

Astrocaryum aculeatum G. Meyer (1818).

A espécie apresenta alguns sindnimos, como: A. tucuma Mart. (1824), A. aureum
Griseb. & H. Wendl. (1864), A. caudenscens Barb. Rodr. (1875), A. princeps Barb. Rodr.
(1875), A. jucuma Linden (1881), A. manaoense Barb. Rodr. (1891), A.macrocarpum Huber
(1906) (COSTA e VAN LEUUWEN, 2002; HENDERSON e SCARIOT, 1993; KAHN e

MILLAN, 1992).

Da mesma forma, podem ser encontrados nomes comuns ou vulgares. Tucuma,
Tucuméacu (Brasil); Star-nut palm, Tucum pam, Tucuma (Inglés); Tucum (Francés);
Tackoeman, Waran (Suriname); Chambira (Colombia); Kuru (Guiana); Hericungo (Peru); Pi

ci xing guo zong (Chinés) (VILLACHICA, 1996; INPI, 2006).
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1.1.2 Origem e evolugio

Espécie perene, o tucumazeiro (A. aculeatum G. Meyer) é uma palmeira nativa da
América do Sul, sendo encontrada nos Estados do Acre, Mato Grosso, Rondbnia e,
principalmente, no Amazonas, de onde provavelmente sgja sua origem (SOUZA et al.
(1996). Segundo Lleraset al. (1983) apud Oliveiraet al. (2003), a Amazbnia € o centro mais

importante de diversidade genética do género Astrocaryum.

1.1.3 Ecologia da espécie

O tucumézeiro € uma palmeira perene gue ocorre no ecossistema de terra firme da
Amazonia, normamente, em areas alteradas ou que sofreram alguma acéo antropica, Como as
areas de capoeiras, com presenca de vegetacdo secundaria (LORENZI et al.,1996; FAO,

1987).

1.1.4 Caracteristicas morfoldgicas e dispersiao

Segundo Cavalcante (1991); Kahn e Millan (1992); Henderson e Scariot (1993);
Queiroz (1996), a espécie apresenta estipe solitario, ereto, medindo de 10 a 25 m de dtura e
30 cm de diametro, sendo guarnecido de espinhos negros, finos, longos e pungentes, dispostos
em anéis que se adensam em sua metade superior. O nimero de folhas varia de 6-15, as folhas
pinadas medem 4-5 m de comprimento e apresentam espinhos por toda sua extensdo, embora
sgjam mais freguentes na bainha. A inflorescéncia ereta mede até 2 m de comprimento, tendo
as flores femininas mais concentradas na parte basal das raquilas da espadice, e as masculinas,
em maior niUmero, ocupando o restante de cada réguila. As flores estaminadas apresentam

cerca5 mm de comprimento, coloragéo creme-amarelada, dispostas em pares ou solitarios em
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depressdes ao longo das raquilas; formadas por 3 sépalas triangulares e curtas, 3 pétaas
brevemente unidas abaixo, com o0 dobro do comprimento das sépalas; 6 estames e com
pistilédio trifido. As flores pistiladas apresentam 1,5 cm de comprimento, 2-4 por raquila;
célice e corola cupular; anel estaminoidal com 2 mm de altura e estilo alongado.

Na regido de Manaus, o periodo de floracdo estende-se de julho a janeiro, e 0 da
frutificagdo, de fevereiro a agosto, com pico em abril. Eventualmente, pode ocorrer um leve
pico de frutificagdo, entre outubro e novembro, em plena época de floracdo. Cada individuo
pode produzir de dois a sete cachos por ano (MOUSSA e KAHN, 1996).

Os frutos do tucumazeiro séo drupas subglobosas a elipsdides, medindo 3,0-6,0 cm de
comprimento e 2,5-4,5 cm de largura, com peso variando de 30 a 150 g e apresentando célice
e corola persistentes; o epicarpo € liso e duro, possui coloragbes que variam do verde ao
amarelado e mede 1,0-1,5 mm de espessura; 0 mesocarpo mede entre 2,0-10,0 mm de
espessura, é compacto, firme, variando de fibroso a levemente fibroso, oleaginoso e com
coloragdes variadas que pode ser amarelada, avermelhada ou alaranjada, e suas combinacoes,
0 endocarpo, de coloragdo negra a pardo-acizentada, € consistente, lenhoso, mede entre 2,5-
5,0 cm de diametro e pesam entre 20-90 g; o tegumento da semente mede 2,0-5,0 mm de
espessura e apresentam trés poros, dispostos como vértices de um triangulo, sendo uma delas
fértil; em geral, ocorre uma semente por fruto, mas pode apresentar sementes duplas. O
endosperma apresenta-se na forma solida (parte externa, homogénea, consistente e branca) e
liquida (parte interna e incolor). O embri&o, que esta encerrado no endosperma solido, mede
aproximadamente 4,0 mm de comprimento e 2,0 mm de didmetro, é reto, cilindrico e
apresenta duas regides. a proximal, que corresponde ao peciolo cotiledonar e envolve o eixo
embrion&rio, e a distal, que equivale ao limbo cotiledonar que se transforma em haustorio,
durante 0 processo germinativo, para absorver os nutrientes do endosperma e nutrir a plantula

em formagcdo (MENDONCA, 1996; MACEDO, comunicagao pessoal).
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Os estudos sobre sementes do tucuma ainda ndo apresentam uma caracterizagdo ou
definicéo consistente se sdo do tipo ortodoxa ou recalcitrante e, até 0 momento, constituem-se
no Unico meio de propagacao da espécie. O estudo mais recente sobre 0 processo germinativo
do tucuma foi descrito por Gentil e Ferreira (2005), os quais também identificaram as
estruturas das plantulas em formagdo. Os métodos e as técnicas para a producéo de mudas séo
praticamente desconhecidos, 0 que provavelmente tem desestimulado o estabelecimento de
plantios racionais da espécie. Em condigdes naturais a germinacdo da semente pode ocorrer
entre 0 1° a0 24° més (COSTA e VAN LEUUWEN, 2002a, 2002b). Segundo Gentil e
Ferreira (2005), a germinacdo das sementes de tucuma é do tipo adjacente ligulada, com
tempo médio de emergéncia do peciolo cotiledonar de 104 dias, sendo que a completa
expansdo da primeira folha bifida é de 236 dias. Ainda, segundo esses mesmos autores, pode
ser classificada como criptocotiledonar, devido a permanéncia do limbo cotiledonar dentro da
semente, e hipégea pelo fato da semente manter-se sob o nivel do substrato durante o
jprocesso germinativo.

O tucuma é uma espécie monadica, ou sgja, os individuos apresentam 0s dois sexos na
mesma planta, porém, possui separacdo morfologica - as flores masculinas ficam bem
separadas das femininas — para evitar a autofecundacdo. Esta caracteristica, aliada ao fato do
tucuma apresentar provavelmente protoginia, mas com sobreposicdo das fases sexuals,
indicam gque a espécie sgja predominantemente alogama (BACELAR-LIMA et al., 2003,
2006). Com auxilio de estudos molecul ares pode-se comprovar esta sugestao.

Bacelar-Lima et al. (2003, 2006) também avaliaram a biologia floral de 4. aculeatum
de plantas situadas no fragmento florestal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia —
INPA, onde descreveram o0s seguintes aspectos. horario de abertura das flores (antese),
receptividade do estigma, momento de liberacdo dos gréos de pdlen, tempo de duracdo das

flores e morfologia floral, bem como, a identificacdo e 0 comportamento de insetos visitantes
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e provaveis polinizadores. Constataram que a abertura da espata ocorre entre 04h00Omin e
05h00min da manha (horério de Manaus), que a inflorescéncia apresenta flores pistiladas na
base da raquila que variam em nimero de um a quatro, que a espécie apresenta protoginia,
mas com sobreposi¢ao das fases sexuais, e que véarias familias de insetos das ordens Diptera,
Himenoptera e Coledptera visitam regularmente as inflorescéncias de tucuma.

O padréo de dispersdo primaria da espécie consiste na chuva de sementes, geralmente
concentrada no raio de projecéo da copa (3,5 m). A dispersdo secundéria é feita por cutias
(Dasyprocta sp.) que depositam sementes nas proximidades das plantas, em distancias
inferioresa 15 m (BACELAR e PESSONI, 2000).

Raramente sdo encontrados plantios comerciais desta espécie. A ocorréncia em
fazendas, sitios e quintais estdo geramente associados a dispersdo natural e a dispersdo
involuntariafeita pelo homem e, ainda, a manutencdo de plantas jovens e adultas deixadas nas

&reas destinadas a cultivos ou pastagens.

1.1.5 Utilizagao e importincia

Os frutos do tucuma sdo consumidos in natura podendo servir de matéria-prima para
sorvetes, geléas, doces, cremes, aém da extracdo de 6leo do mesocarpo e da améndoa. As
caracteristicas organolépticas dos frutos dessa pameira os credenciam como matéria
comestivel de ato valor para industria alimenticia. S0 também ricos em vitaminas, com
destaque para a vitamina A, atingindo até 51.000 Ul por 100g de polpa (OLIVEIRA, 2001).
Da polpa dos frutos e das sementes podem ser extraidos diferentes tipos de 6leos comestiveis,
além de poderem ser utilizadas na suplementacdo alimentar humana e na fabricacéo de racdo

animal (MENDONCA, 1996).
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O estipe pode ser usado na construgdo de cercas vivas, currais e casas rusticas. As
fibras das folhas sGo empregadas artesanalmente na fabricagéo de redes de pescar e de dormir,
linhas para arco de flecha, cestos e balaios. O endocarpo € usado na confeccéo de brincos,

anéis, pulseiras, colares e outros artefatos (SOUZA et al., 1996).

1.1.6 Germinacdo

Elias et al. (2004) estudaram a influéncia da posicdo da semente de tucuma no
substrato sobre a germinacéo dessa espécie. ApOs a extracdo (retirada do endocarpo) e
embebicdo das sementes, edas foram semeadas em arela e serragem (v/v, 1:1), obedecendo as
seguintes posic¢oes de semeadura: 0°, 45° e 90°, com 0 poro germinativo voltado para estes
angulos, formando um eixo imaginario perpendicular ao nivel do substrato. Avaiaram a
emergéncia das plantulas nos estadios de segunda bainha, emissdo e expansdo da primeira
folha bifida e o tempo médio de ocorréncia de cada estédio. Os resultados mostraram que as
sementes postas na posicdo 90°, apresentaram maior valor percentual de plantulas com
segunda bainha (45%) e o mais ato nimero de plantulas com primeira folha bifida (43%).
Esses resultados ndo diferiram estatisticamente dos verificados na posicdo de 45°, que
apresentou 31% e 28, respectivamente. Assim, concluiram que a posicdo de semeadura
influencia na emergéncia de plantulas de 4. aculeatum e que as inclinagbes do poro
germinativo de 45° e 90°, proporcionaram os melhores resultados de emergéncia das
pléantulas.

Gentil e Ferreira (2005) avaliaram a germinagao das sementes 4. aculeatum, iniciando
com a guebra mecanica do tegumento. Os testes de germinacéo consistiram em submeter uma
parte das sementes a um pré-tratamento de embebicdo por nove dias, para posteriormente

serem semeadas, e a outra parte, foi imediatamente semeada. Também fizeram uma
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caracterizagdo cronoldgica dos estédios morfologicos da pléantula, descrevendo o processo
germinativo das sementes (Figura 1). Os resultados mostraram que a germinacdo das
sementes é do tipo adjacente ligulada, criptocotiledonar e hipégea. Verificaram que o tempo
para acancar cada estadio foi menor nas sementes embebidas, indicando o efeito benéfico da
embebicdo sobre a velocidade do processo germinativo e que a média de emergéncia do

peciolo cotiledonar foi de 99 dias e a completa expansdo da primeira folhabifida de 253 dias
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Figura 1. Descricdo do processo germinativo das sementes de 4. aculeatum (GENTIL e
FERREIRA, 2005).
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Ferreira e Gentil (2006) estudaram a influéncia da extragdo do tegumento e da
embebicdo das sementes de 4. aculeatum sobre a germinacdo. O experimento consistiu de sei's
tratamentos (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias de embebicdo), inteiramente casualizados, com quatro
repeticoes. A menor percentagem de germinacao (58%) ocorreu nas sementes ndo embebidas,
e aumentou progressivamente até alcancar o valor maximo de 70% de germinacdo nas
sementes submetidas a nove dias de embebicdo. O tempo médio de germinagdo foi de 104
dias e a distribuicdo da germinacdo durou quatro meses, sendo a primeira contagem das

sementes germinadas aos 41 dias e a Ultima aos 164 dias.

1.2 Melhoramento e domesticacao

Clement (2001) ressalta que no melhoramento de espécies nativas a domesticacéo é
uma etapa da evolucdo na qual 0 homem adiciona suas acbes a acdo da selecdo natural. Esse
mesmo autor define a domesticacdo de plantas como um processo co-evolucionério em que a
selecdo humana por meio dos fendtipos das popul agdes de plantas promovidas, manejadas ou
cultivadas, modifica os gendtipos das populacdes, tornando as mais Uteis aos humanos e
mel hor adaptadas as intervengdes humanas no ambiente (CLEMENT, 1999).

Schroth et al. (2004) estudaram a produtividade e a qualidade dos frutos de plantas de
uma populagdo de tucumazeiros, que ocupava 9 hectares de uma érea cultivada de 25
hectares, nas proximidades de Manaus durante um periodo de 24 meses. O objetivo do estudo
eraidentificar plantas com boas caracteristicas de producdo e qualidade dos frutos (tamanho,
rendimento de polpa, sabor, contelido de fibra e 6leo) e, progressivamente, melhorar essa

populacéo para essas caracteristicas, utilizando um processo de domesticacao in situ.
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1.3 Marcadores moleculares

Os primeiros marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento foram os
morfol 6gicos, os quais eram controlados por genes associados a caracteres morfol égicos, em
geral de fécil identificacdo visual, como o nanismo, deficiéncia de clorofila, cor de pétala ou
morfologia foliar (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Nos ultimos anos, com 0s
avangos da genética, da biologia molecular, o advento da tecnologia de DNA recombinante,
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do sequenciamento automético do DNA,
desenvolveurse técnicas que utilizam marcadores genéticos que sdo Utels para auxiliar na
identificacdo, caracterizacao e avaliacdo dos recursos genéticos vegetais (FALEIRO, 2007).

Os marcadores genético-mol ecul ares possuem uma base genética que os identifica e os
diferencia uns dos outros e sua expressao genética pode ser definida como dominante ou co-
dominante, a sequiéncia de nucleotideos, algumas apresentam ou ndo o conhecimento prévio
de sua sequéncia; e suas aplicacdes variam desde Fingerprinting, diversidade genética,
mapeamento genético, andlise filogenética, taxonomia interespecifica, diversidade funcional,
estudos de expressdo génica e diversidade (FALEIRO, 2007).

Faleiro (2007) em seu trabalho descreve as principais tecnologias disponivels para a
obtencdo de marcadores genético-moleculares. a) Isoenzimas (grupo de multiplas formas
moleculares de uma enzima, resultante de variagdes aélicas dos genes codificadores); b)
Random Amplified Polymorfic DNA-RAPD (fragmentos de DNA amplificados pela reagdo
em cadeia da polimerase-PCR, utilizando primers curtos de 10 nucleotideos); C) Restriction
Fragment Length Polymorphism—RFLP (fragmentos de DNA obtidos de enzimas de restricéo,
separada por eletroforeses e visualizada por radioatividade); d) Amplified Fragment Length
Polymorphism—AFLP (fragmentos de 80 a 500 pb de DNA obtidos da digestdo do DNA com
enzimas de restricdo, seguidos da ligacdo de oligonucleotideos, adaptadores e amplificacéo

seletiva dos fragmentos via PCR); €) Minissatélites (unidades de 10 a 100 pb repetidas em
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tandem, flanqueadas por sitios conservados de endonucleases de restricdo); f) Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence—-CAPS (fragmentos de DNA amplificados via PCR,
utilizando-se de primers especificos de 20 a 30 pb, seguidos de digestdo com endonucl eases
de restricao); g) Single-Strand Conformation Polymorphism—SSCP (fragmentos de DNA de
200 a 800 pb amplificados via PCR usando primers especificos); h) Inter Simple Sequence
Repeats—ISSR (fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb amplificagdo via PCR usando um Unico
primer de 16-20 pb, construido a partir de Microssatélites); i) PCR-Sequencing (envolve
sequiéncias de nucleotideos do fragmento de DNA amplificado via PCR utilizando primers
especificos de 15 a 30 pb, para dada regido do genoma em estudo); j) Marcadores baseados
em retrotransposons (classe mais comum de transposons € ocorre em grande numero de
cOpias em genomas de plantas); |) Marcadores baseados em gendmica funcional (direcionado
a genes de interesse); m) Single Nucleotide Polymorphism—SNP (utilizado para identificar

mutacdes e polimorfismos baseados na posi¢do de um Unico nucleotideo).

1.3.1 Marcadores baseados em microsatélites

Os genomas dos eucariotos contém sequiéncias repetitivas (complexas e smples) que
podem ser usadas como marcadores de DNA. As sequiéncias pequenas ou simples (sequence-
motif) s80 mais frequentes, arbitrariamente melhor distribuidas e formam |6cus genéticos mais
polimérficos que as de seqliéncias repetitivas complexas (minisatélites). Estas sequéncias
simples sd0 denominadas pelos seguintes sinbnimos. Sequéncias Simples Repetidas-SSR
(Sequence Simple Repeats), ou Sitios de Microsatélites Marcados por Seguéncia - STMS
(Sequence Tagged Microsatellite Site), Sequéncias Simples Repetidas por Polimorfismo —
SSRP (Simple Sequence Repeat Polymorphism) ou Microsatélites (BUSO et al., 2003; LI,
2002; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; GUPTA e VARSHNEY, 2000; SELKOE e

TOONEN 2006).



29

Buso et al. (2003); Li (2002); Selkoe e Toonen (2006) evidenciam que os SSR sdo um
dos marcadores mais polimorficos encontrados nos genomas de animais e plantas hoje em dia,
e caracterizam-se por uma seqiéncia de 1 a 6 nucleotideos de comprimento que pode estar
repetidas em tandem (seguiéncia de um fragmento de DNA que vai desde um par até cinco ou
seis pares de bases, que se repetem de maneira consecutiva, originando diferentes aelos, dos
quais se distinguem entre eles pela longitude total do fragmento).

Um lécus de microsatélite varia normalmente em um comprimento entre 5 e 40
repeticdes, mas também é possivel fitas mais longa das repeticbes. As repeticbes do
dinucleotide, do trinucleotide e do tetranucleotide, sdo as escolhas mais comuns para 0s
estudos de genética molecular. Normamente, as repeticdes do dinucleotide esclarecem a
maioria dos microsatélites para muitas especies (LI et al., 2002). As repeticbes de
trinucleotide e de hexanucleotide sdo as classes mais comuns da repeticdo que aparecem em
regides de codificagdo porque ndo causam uma troca da sequéncia. As repeticbes do
mononucleotide sdo os de menor confianca devido aos problemas com amplificacdo - uns
tipos mais longos da repeticdo s80 mais ou menos comuns - e poucos dados existem para
examinar sua evolucdo (LI et al., 2002).

Buso et al. (2003) manifesta que estas repeticdes provavelmente surgem na
recombinacdo desigual ou pelo alinhamento incorreto das fitas de DNA no processo de
replicacd do DNA. Buso et al. (2003); Gupta e Varshney (2000) argumentam que as
repeticbes de nucleotideos mais comuns em plantas sdo os dinucleotideos (CA)n, (GA)n e
(AT)n, enquanto que os trinucleotideos e tetranucleotidios mais comuns sdo (AAT)N,
(AAC)n, (AGC)n, (AAG)n, (AATT)n e (AAAT)N.

Os marcadores moleculares podem ser derivados de qualquer tipo de informagdo
molecular, que fornega um polimorfismo detectavel entre os organismos a serem comparados.

Normalmente, estes marcadores sdo utilizados na andlise genética e na identificacdo de
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clones, linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, na estimativa de diversidade, fluxo
génico, taxa de cruzamento, parentesco e na construcdo de mapas genéticos (SALLES et al.,
2003). Estes marcadores podem diferir com relagcdo a abundancia genémica, nivel de
polimorfismo detectado e informacdo genética, especificidade dos locos, reprodutibilidade.
Por outro lado, a maior limitacdo na utilizagdo destes marcadores é a quantidade de trabalho
necessario para o desenvolvimento dos mesmos (SALLES et al., 2003).

O DNA que esta dentro do perimetro de um loco de microsatélite € denominada de
regido flanqueada, ou sga, que estdo geralmente conservadas através dos individuos da
mesma espécie e, as vezes, de espécies diferentes (particularmente o loco do microsatélite
frequentemente pode estar identificando e estar flanqueando seqiiéncias). O amplificador do
DNA é chamado de oligonucleotidos ou primers, este € projetado a ligar-se numa regido
flanqueada e dirigir a amplificacdo de um loco de microsatélite através do PCR. A
hipervariabilidade dos microsatélites ocorre, principa mente, por pareamento errado devido ao
“escorregamento” de umas das fitas simples em relacéo a outra por uma unidade repetitiva
para frente ou para trés, mudando o numero de repeticoes (alelos) e o comprimento da fita de
repeticio, durante a replicagdo do DNA. A medida que a nova fita de DNA ¢é sintetizada ela
val pareando com a gue |Ihe deu origem. Os aelos que diferem em comprimento podem ser
distinguidos por eletroforese de ata resolugcdo do gel (GUPTA e VARSHNEY, 2000;

FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; SALLESet al., 2003).

1.3.2 Reacdo de polimerase em cadeia

A reacdo de polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction—PCR) para estudos
genético-moleculares envolve um grande nimero de individuos de qualquer organismo vivo.
Baseia no anelamento e extensdo enzimética de um par de oligonucleotideos (pegquenas

moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (primers) que delimitam a



31

sequéncia de DNA de fita dupla avo da amplificacdo. Estes primers s80 sintetizados
artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos sgjam complementares as
sequéncias especificas que flanqueiam a regido avo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).

Um ciclo de PCR envolve trés etapas. a desnaturacéo térmica do DNA molde; o
anelamento de oligonucleotideos sintéticos, que funcionam como os iniciadores da reacdo de
polimerizacdo, a cada uma das fitas do DNA Molde; e a extensdo, que consiste na
polimerizac&o das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, utilizando cada um
dos quatro dNTP como substrato da reacéo de polimerizacéo (AZEVEDO, 2003; FERREIRA
e GRATTAPAGLIA , 1998).

O PCR iniciase quando a fita dupla do DNA alvo é desnaturada através da elevagdo
da temperatura para 92 a 95 °C. Na etapa de anelamento, a temperatura € rapidamente
reduzida para 35 a 60 °C, e dependendo do tamanho e sequiéncia do primer utilizado permite a
hibridizacdo DNA-DNA de cada primer com as sequéncias complementares que flanqueiam
a regido avo. Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA
polimerase realize a extensdo apartir de cada terminal 3' dos primers. Esta extensdo envolve
a adicéo de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia alvo, de maneira que uma copia
desta sequiéncia € feita no processo. Este ciclo é repetido por a gumas dezenas de vezes onde,

a cada sequéncia, o DNA avo é dobrado (FERREIRA e GRATTAPAGLIA , 1998).

1.4 Sistema reprodutivo

As espécies para continuarem a existir, acompanhando as mudancas do ambiente,
devem manter certa quantidade de variabilidade genética, que deve ser preservada da agdo da
selecdo natural. Por outro lado, Coelho e Vava (2001) ressdtam que o excesso de

variabilidade genética também seria prejudicial, porque levaria a uma perda da adaptacéo. O
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controle da quantidade de variabilidade genética é realizado através de fatores ecol dgicos e de
mecanismos genéticos, principamente por meio do sistema de recombinacdo, que €
determinado pelo sistema reprodutivo. O sistema de recombinacdo pode ser fechado, restrito e
aberto, representados, respectivamente pela agamospermia (vegetal que da semente sem
fecundacéo prévia), autogamia e fecundacdo cruzada (COELHO e VALVA, 2001). Lopes
(1999) manifesta que 0 modelo misto de cruzamento em uma familia, derivado de um Unico
progenitor feminino, € formado por meio-irmaos e irmaos completos, em proporcdes ditadas
pelas taxas de autofecundacdo ou fecundagdo cruzada. Todos os membros da familia recebem
um gameta do genitor feminino e 0 segundo gameta, pode vir tanto do préprio genitor
feminino (autogamia ou autofecundacéo) ou vir de outro individuo (alogamia ou fecundacéo
cruzada).

Para Coelho e Vava (2001), o sistema reprodutivo € de grande importancia na
regulacdo da estrutura génica das populacdes vegetais, determinando a magnitude e a
organizacdo da variabilidade genética, exercendo uma influéncia importante na acéo dos
diferentes fatores evolutivos. Porém, Allard (1971) destaca que o sistema de acasalamento
contribui para a organizagdo genética das popul ages, porque os gametas so transportados de
geracao em geracdo, exercendo um controle primario sobre as distribuicdes das frequéncias
genotipicas que afetam o potencia de recombinacdo das populagbes, modelando ou
acelerando a taxa de producdo de novas combinacBes génicas e a perda de algumas ja
existentes.

Rodrigues (2006), explica que o sistema de reproducdo determina como a informacéo
genética é transferida de uma geracdo para outra, e como a variabilidade genética se organiza
no espaco e no tempo. O sistema de reproducdo pode ser caracterizado basicamente por dois
modelos. o aeatdrio e 0 modelo misto de reproducdo. O modelo de cruzamento aleatério é o

modelo de equilibrio de Hardy Weinberg - HW, que mostra como as distribuicbes das
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fregiéncias génicas séo transmitidas de uma geracdo para outra. No modelo de reproducéo
mista, a taxa de cruzamento pode ser estimada por dois métodos: o primeiro € conhecido
como o Equilibrio de Endogamia de Wright — EEW, que pressupfe que toda a endogamia
observada pode ser atribuida ao sistema de reproducdo, ou segja, autofecundacdo e
cruzamentos entre aparentados;, o segundo método é baseado nos genoétipos multilocus,
observados em progénies de méaes conhecidas, permitindo a obtencdo de estimativas mais
adequadas da taxa de cruzamento, sendo 0 mais empregado, pois considera as combinagoes
genotipicas envolvendo todos o0s loci. As estimativas sdo obtidas por maxima
verossimilhanga, e admite que as popul agcdes se reproduzam por autofecundacdes a uma taxa

s” e por cruzamentos a eatérios a umataxa“’, permitindo a observacéo de cruzamentos néo

a0 acaso (cruzamentos entre parentes e autofecundagdes).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material

Para os estudos do sistema de cruzamento e do méodo de propagacdo de A.
aculeatum, foi coletado um par de foliolos de folhas maduras e os frutos maduros de 11
plantas (matrizes), previamente selecionadas por suas caracteristicas de producdo e qualidade
dos frutos, de uma populacdo esponténea de tucumazeiros, na propriedade Najatuba,
localizada no lado esquerdo do Igarapé Tarum&Acy, lote 12, do Projeto Fundidrio Manaus.
Apobs a coleta do material (foliolos e frutos), essas plantas matrizes foram identificadas no
campo. Os foliolos das matrizes foram utilizados para o estudo do sistema de cruzamento e 0s
frutos constituiram as sementes para 0 estudo de propagacdo e producdo de plantulas para
complementacdo do estudo de cruzamento.

Os foliolos de cada matriz foram colocados em sacos plasticos tipo zip lock,
previamente identificados e contendo silica gel, com o objetivo de retirar a umidade e evitar a

decomposicdo dos mesmos.

As sementes foram coletadas nos meses de pico da frutificacdo da espécie (marco e
abril de 2006). Apés a retirada da polpa, secagem e quebra do tegumento, as sementes das
progénies foram transportadas para o Laboratério de Sementes de Dendé da Embrapa
Amazonia Ocidental, localizado na Rodovia AM-10, km 29, zona rural de Manaus, para 0s
estudos prévios de germinacdo, emergéncia e producdo de mudas. Cada plantula formada na
progénie foi selecionada, com base no vigor e auséncia de anomalias, onde se identifico 25
pléntul as das progénies de cada matriz selecionada para o estudo de cruzamentos, perfazendo
um total de 270 progénies, e coletou-se uma folha bifida para complementar aquele estudo.
As folhas das 11 matrizes e das 270 plantulas foram encaminhadas ao laboratério de

biotecnol ogia da Universidade Nilton Lins para os trabal hos de extracdo do DNA gendmico.
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Para os estudos de tempo de secagem natural, embebicdo e velocidade de germinacéo

das sementes de tucuma, foram col etadas sementes de trés procedéncias.

2.2 Métodos de propagacio e formac¢io de mudas de 4. aculeatum

A propagacdo foi feito em duas etapas. a primeira, com as sementes das matrizes
selecionadas para o estudo de cruzamentos, que visava a producgdo de pléantul as para coleta de
amostras de folhas visando a complementac&o desse estudo; e a segunda etapa, com sementes
coletadas de trés procedéncias, as quais foram submetidas a duas frequiéncias de troca de agua
na embebicdo e a diferentes choques de temperatura antes da germinacdo, na tentativa de se
identificar uma combinagcéo de fatores que estimulasse uma germinacéo uniforme. Nessa
ultima etapa, realizaram-se ensaios de avaliacéo do tempo de secagem natural, do tempo de

embebicdo e da vel ocidade de germinacéo das sementes.

2.2.1 Propagagdo e formagdo de mudas

Os frutos coletados das 11 matrizes (Tabela 1) foram despolpados e os pirénios
(sementes com endocarpo) colocados em um ambiente natural para secagem a sombra.
Periodicamente, verificavarse quando as sementes se desprendiam do endocarpo. Apds o
desprendimento e com auxilio de uma prensa de bancada (morsa), extrairam-se as sementes
dos endocarpos. NoO processo de separacdo, eventualmente, algumas sementes foram
danificadas. Assim, por constatacdo visual, eliminaram-se todas as sementes com danos
fisicos, utilizando-se para 0 estudo somente aquelas integras fisicamente. As sementes
selecionadas foram identificadas por matrizes e colocadas em sacos plasticos transparentes,
perfurados em toda sua extensdo, os quais foram mergulhados em tanques com agua, que era

trocada diariamente no periodo da manhd, para iniciar a embebicéo (reidratacdo). Essa fase
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durou somente quatro dias. Em seguida, as sementes foram colocadas a temperatura ambiente,
para uma breve secagem, para serem submetidas a um tratamento antifUngico com uma
solucdo de benomyl (benlate) e ditiocarbamato (dithane), na concentracéo de 5,0 g e 10,0 g
respectivamente do produto comercial, diluidos em 1 litro de &gua, respectivamente. Em
seguida, as sementes foram colocadas em sacos plasticos transparentes identificados,
preenchidos com ar e amarrados na boca, e deixadas em uma sala para iniciar o processo de

germinacao.

Trés a quatro vezes por semana efetuavase uma triagem (Tabela 6), retirando-se as
sementes germinadas e eliminando-se as sementes contaminadas com fungos. As sementes
germinadas eram identificadas e levadas para um viveiro - coberto com sombrite 50% - onde
eram semeadas em tubetes preenchidos 2/3 de seu volume com substrato comercial

“Plantmax”.

Na semeadura, as sementes foram posicionadas no substrato com o opérculo formando
um angulo de 45° em relacdo ao tubete. Em seguida, foram cobertas com 2 cm de substrato e
irrigadas sempre que necessario. Apos a emergéncia, as plantulas que apresentavam de trés a
guatro folhas bifidas foram transplantadas para sacos plésticos pretos, préprios para a
producdo de mudas, com capacidade para 2 kg, contendo um substrato preparado com terrico
de mata e esterco de galinha curtido e peneirado, na propor¢do 6:1 (m/m), onde se

adicionaram mais 1,5 kg m3 de calcario dolomitico e 1,0 kg m3 de superfosfato triplo.

Nessa etapa, empregou-se a estatistica descritiva para analisar 0s parametros de
distribuicéo da germinagdo no tempo (dias), a percentagem e o total de sementes germinadas
de cada matriz em relacdo a quantidade de sementes totais utilizadas no estudo, e os dados de

emergéncia comparados ao nimero de sementes col ocadas para germinar.
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Tabela 1. Quantidade de sementes utilizadas por matriz.

Matriz Quantidade de sementes Matriz Quantidade de sementes
1 89 9 77
2 58 11 106
3 170 16 150
4 86 17 59
6 175 18 115
20 190

2.2.2 Secagem natural, embebicdo e germinagdo das sementes de tucumd

Visando avaliar se a origem das sementes exercia algum efeito sobre a aceleracéo e
uniformizagéo da germinagao, foram coletadas sementes de trés procedéncias: a) uma mistura
de sementes do mercado de Manaus (Mercado); b) sementes coletadas de plantas de
popul acdes espontaneas de MauésAM (Maués); e c) um lote de sementes col etadas no chéo,
provenientes de um Unico cacho de uma planta da populagdo espontanea da propriedade
Najatuba (Taruma-Acu). Os frutos coletados foram despol pados e 0s pirénios (sementes com
endocarpo) colocados em um ambiente natural para secagem a sombra.

Antes de submeter 0s pirénios ao processo de secagem, determinou-se o teor de agua
de cada uma das procedéncias pelo método da estufa a 105+3 °C, por 24 horas (Brasil, 1992),
aplicando para cada uma de elas, trés amostras com 5 sementes cada. Semana mente, durante
0 periodo de secagem, para cada procedéncia, determinava-se a perda de massa Umida dos
pirénios, em duas amostras contendo 25 unidades selecionadas aleatoriamente. Ao fina do
periodo de secagem, quando se constatou que em todos 0s pirénios as sementes se
desprenderam do endocarpo, efetuou-se uma nova determinacdo do teor de agua dos pirénios
pelo método da estufa a 105+3 °C, por 24 horas. Os dados permitiram estimar a perda do teor

de dgua dos mesmos, tomando-se como base o grau de umidadeinicial.
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Com auxilio de um termohigrégrafo, efetuou-se o monitoramento diério das condigdes
de temperatura e umidade do ambiente onde as sementes foram colocadas para secar
naturalmente. Passados 32 dias, constatou-se que 100% das sementes haviam se desprendido
do endocarpo, e que a umidade relativa do ar e a temperatura média do ambiente registraram
24,9°C e 55,2%, respectivamente. Apos o desprendimento e com auxilio de uma prensa de
bancada (morsa), extrairam-se as sementes dos endocarpos. Todas as sementes danificadas
durante esse processo foram €liminadas.

Antes de submeterem-se as sementes a0 processo de embebicdo para reidratagéo,
determinou-se 0 teor de agua pelo método da estufa a 105+3 °C, por 24 horas (Brasil, 1992).
Para tanto, utilizaram-se trés amostras com 5 sementes cada. Esse dado serviu de base para se
estimar o grau de umidade das sementes ao final do periodo de embebicéo.

Cada tratamento foi composto por uma amostra de 20 sementes fisicamente integras.
As sementes foram identificadas conforme o local de procedéncia e colocadas em sacos
plasticos transparentes, perfurados em toda sua extensdo, os quais foram mergulhados em
tanques com agua limpa.

Separaram-se 0s tratamentos em dois grupos, em um del es substitui-se a agua uma vez
ao dia e no outro a agua foi substituida duas vezes ao dia. JUSTO et al. (2007), ressalta que a
germinagdo da semente € um processo fisioldgico que se inicia com a embebicdo e culmina
com a protrusdo da radicula, e dependente de agua, oxigénio e temperatura adequada, a qual
exerce efeito significativo sobre a germinagdo total, a velocidade e a sincronizagdo da
germinagdo. Assim, a troca di&ria da &gua € fundamental para evitar o apodrecimento das
sementes, 0 aparecimento de limo e o desenvolvimento de microrganismos (KITZKE, 1958
apud FERREIRA e GENTIL, 2006).

O periodo maximo de embebicdo, que nesse estudo durou 14 dias, foi determinado

pelo monitoramento diario do peso das sementes até atingirem um peso constante, onde ndo
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mais absorviam agua. Finalizado o periodo de embebicdo, as sementes foram submetidas a
diferentes choques de temperatura, na tentativa de se identificar que combinacéo de fatores
aceleraria e estimularia a uma germinagdo uniforme. Os tratamentos testados foram: i)
Sementes sem tratamento de T°; ii) Sementes imersas em H,O a 50°C por 5 minutos; iii)
Sementes imersas em H>O a 10°C por 5 minutos; iv) Sementes imersas em H>O a50°C, por 5
minutos e, em seguida, em H,O a 10°C por mais 5 minutos; v) Sementes imersas em H,O a
10°C por 5 minutos e, em seguida, em H,O a50°C por mais 5 minutos.

Redlizada essa etapa, as sementes foram colocadas em sacos plésticos transparentes
identificados, preenchidos com ar e amarrados na boca, e deixadas em uma sala parainiciar o
processo de germinacdo. Uma vez por semana efetuavase uma triagem retirando-se as
sementes germinadas e eliminando-se as sementes contaminadas com fungos. Para néo

interferir nos resultados, as sementes ndo foram tratadas com fungicidas nessa fase.

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com o0s tratamentos
distribuidos em um arranjo fatorial 3 x 2 x 5 (3 locais de procedéncia das sementes x 2
fregiiéncias de troca de &gua x 5 choques de temperatura). Essa combinacdo de fatores
totalizou 30 tratamentos (Tabela 2). As comparagdes entre os fatores foram feitas utilizando-
se aandlise de variancia (ANOVA). Para aquelas variaveis em que o teste-F foi significativo,
utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para avaliar a diferenca entre as
médias dos tratamentos. Na germinacéo assindaram-se valoresde “0” e “1” para as sementes
ndo germinadas e para as sementes germinadas, respectivamente. Para normalizacdo, osdados
foram transformados para (X+1)Y2. Empregou-se a estatistica descritiva para analisar os dados
de perda e ganho de dgua das sementes nas etapas de secagem natural e tempo de embebicéo e

da percentagem de germinagdo das sementes.
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Tabela 2. Distribuicdo dos tratamentos, por procedéncia, no ensaio para avaliar o tempo de

germinacao das sementes de tucuma.

Taruma-Ac¢u Maués Mercado
T1 Alblcl T11 a2blcl T21 a3blcl
T2 Alblc2 T12 a2blc? T22 a3blc2
T3 Alblc3 T13 a2blc3 T23 a3blc3
T4 Alblca T14 a2blca T24 a3blca
T5 Alblch T15 a2blch T25 a3blch
T6 Alb2cl T16 azb2cl T26 a3b2cl
T7 Alb2c2 T17 azb2c2 T27 a3b2c2
TS Alb2c3 T18 a2b2c3 T28 a3b2c3
T9 Alb2c4 T19 a2b2c4 T29 a3b2c4
T10 Alb2c5 T20 a2b2c5 T30 a3b2ch

2.3 Estudo do sistema de cruzamento do tucuma

2.3.1 Extracgdo do DNA

Para 0 processo de extracdo de DNA foi utilizado o méodo CTAB (MURRAY e
THOMPSON, 1980). O DNA gendmico total foi extraido das amostras de folhas coletadas
das 11 matrizes selecionadas e das 270 plantulas dessas matrizes (Tabela 3), perfazendo um
total de 281 amostras para o estudo de cruzamentos. Ritland (2004) argumenta que quando se
utiliza os marcadores de microsatélites para estimar os cruzamentos, geralmente, deve se

utilizar uma amostra de 200 individuos, o que implicaem um erro de 3 a 5%.

Tabela 3. Matrizes de tucuma e nimero de progénies avaliadas.

Matrizes N° de progénies Matrizes N° de progénies Matrizes N° de progénies
1 25 6 25 17 24
2 21 9 25 18 25
3 25 11 25 20 25
4 25 16 25
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Para 0 processo de extragdo do DNA, foram retiradas 100 mg de tecido foliar de cada
uma das 281 amastras (matrizes e seus filhos) e fragmentadas em pedacos bem pequenos.
Cada uma das amostras foi colocada em um gral de porcelana, onde se adicionou 800 pl de
tampdo ou detergente de extracdo de Brometo de Cetiltrimetilaménio 2X (CTAB), para ser
macerada com auxilio de um bastéo de porcelana. O produto resultante da maceracdo de cada
uma das amostras foi colocado em tubos de ensaio tipo oppendorf, de 1,5 ml de capacidade,
previamente identificados. Em seguida, em cada amostra, acrescentaram-se dois pl de 2-B-
mercaptoetanol. Os tubos foram tampados e incubados em banho-maria a uma temperatura de
60 °C, durante 30 minutos. Entretanto, a cada 10 minutos, os tubos eram invertidos para
homogenei zar a suspensdo. Em seguida, foram col ocados para esfriar €, logo apos, adicionou-
se 600 pl de Cloroférmio e Alcool Isoamilico — CIA, na proporgéo 24:1. Feito isso, 0s tubos

foram centrifugados a uma vel ocidade de 14.000 rpm por 12 minutos.

Apobs a centrifugacdo, a solugdo dos tubos separou-se em duas fases, a superior ou
aguosa (que contém os acidos nucléicos) e a inferior ou organica (que contém proteinas,
polissacarideos ou pigmentos). Pipetou-se toda a fase aquosa de cada uma das amostras, as
guais foram depositadas em outros tubos de ensaio tipo oppendorf previamente identificados.
A fase inferior da solucdo dos tubos foi eliminada. Aos tubos contendo a fase aquosa,
adicionaram-se 400 pl de Isopropanol frio (-20 °C) e misturou-se devagar para permitir a
precipitagdo do DNA. O materia foi incubado por 12 horas (overnight) a-20 °C. Em seguida,

os tubos foram centrifugados a 7.500 rpm por 10 minutos.

Centrifugada, a solugdo dos tubos separou-se em duas fases, a superior e em maior
guantidade que contém o isopropanol (gque precipitou o DNA por ter tirado por competicdo as
mol éculas de agua do DNA, a que as tornainsollveis) e ainferior que contém o pellet (DNA).
Depois se identificou 0 pellet e realizou-se a eliminacéo do Isopropanol sim afetar o pellet,

em sequiéncia acrescentou-se por duas vezes um ml de etanol absoluto a 70% ao pellet de cada
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amostra por 10 minutos. Posteriormente colocou-se um ml de etanol absoluto a 100% por trés
minutos, retirando-se em seguida o maximo possivel deste etanol e deixando-se secar na
capela por meiahora. O pellet foi combinado com 75 pl de uma solugéo tampéo TE (TrissHCI
e EDTA) acrescido de RNAse. O TE evita a degradacdo do DNA e a RNAse permite a
degradacéo das enzima de RNA. Estafoi incubada por 2 horas a 37 °C e vortexada de 30 em

30 minutos para adigestdo do RNAse. O materia final foi armazenado em um refrigerador.

2.3.2 Quantificagao e diluicdo do DNA

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Genética do Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federd do Amazonas — UFAM. A quantificacdo do DNA genémico foi
realizada em gel de agarose 0,8 % (p/v) por comparagdes visuais de sua fluorescéncia com
padrdes de massa molecular de 50, 100 e 200 ng/ul de DNA do fago lambda. Para coloracéo,
os géis foram colocados por 15 minutos em uma solucdo contendo 2 gotas de brometo de
etideo (stock), 800 ml de agua destilada e 200 ml de TBE 1X. Posteriormente, foram
fotografados sob luz UV.

Quantificado o DNA stock, eles foram diluidos a uma concentragdo de 10 ng de DNA/
ul com agua mili-Q, onde o DNA diluido foi distribuido nas placas para serem misturados e

utilizados na solugdo para arealizagdo dos PCR dos locos (primers).

2.3.3 Amplificacdo dos loci microsatélites no DNA de tucuma

Foram avaliados oito pares de locos ou primers (Tabela 4) que foram desenvolvidos
para pupunha (Bactris gassipaes), porem, transferidos e selecionados para a genotipagem de
plantas de tucuma. Adicionou-se na extremidade 5’ do primer forward de todos 0s l6cus, a

sequéncia M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3') com um fluorocromo especifico (6-
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FAM, HEX) que permite a fluorescéncia e identificagdo no sistema de deteccdo laser

(Megabase), segundo o protocolo descrito por Schuelke (2000) com algumas modificacoes.

Tabela 4. Sinopse das caracteristicas dos oito loci de seqUéncias simples repetidas de

pupunha transferidas para tucuma.

SSR . - A . . v A Ta Comprimento N°
Lécus Motivo da repeticao Seqiiéncia do primer (5'-3") ©C) do alelo (bp) Alelos
FTGGAGGTTTCAAGATAGAC
mBg41 GA 52 155-165 8
& (GA)s R:AGTGTTGGCGATCTGTC
FTTTGATACCCCAGAGAGA
Bg58 52 !
mbg (GA) 17 RAGCGAGAAACACGAATAC 290-318 15
F:CTACAGGGAGTGCATCTAC
Bg62 52 ]
mbe (GA) 16 R:.CCACCATTCAGCAATATTAG 164-192 9
F:GCATGTTGCATTGACTA
Bg66 52 :
mbg (GA) 10 R.GAATCCTGGTTCAGATACT 236-252 !
FTTTGCATGTTGGGACAT
Bg77 58 )
mee (GA) R:ACTGCTACTGGCACTGTAAG 202-214 6
FTTTGCATGTTGGGACAT
MBg91 52
g (GA)z RACTGCTACTGGCACTGTAAG 180-210 i
Bal7 o FTTGTCTGCTCTAGCTCATTTGG 52 256 s
(CTHCT) 13 R:CGCTCAATCCAGTGCAAG i
FTTCTGGGTGCGGTGGTAG
Bg55  (GT),GC(GT),GC(GT): 52 315333 11

R TGATGGACTGAAGAGATGGAATAG

Ta: Temperatura de anelamento.

Fonte: Adaptado de BILLOTE e al. (2004) e MARTINEZ et al. (2002).

2.3.3.1 Reacdo de polimerase em cadeia (PCR) dos primers

O processo do PCR iniciase com a preparacdo e distribuicdo da reacdo padrdo ou
PCR mix. O PCR foi realizado em 10 pl reacéo, contendo volumes de 4,3 pl de H20 mili-Q;
1,0 ul do buffer Tp10X; 1,0 pl de mix dNTP (20 pl de cada dNTP mais 720 ul H,O mili-Q);
1,0 ul de MgCl, (2,5 mM/ul); 1,0 pl de primer reverse (2,5 mM/ul); 0,5 ul de primer forward
(2,5 mM/ul); 0,5 pul deprimer fluorescente M13 (5 mM/ul); 0,2 ul do LGC Biotecnologia Taq

DNA polimerase (5 U/ul); e 4,0 pl de DNA (10 ng/ul).

As amplificagbes dos PCRs foram executadas em um termociclador Mastercycler

Gradient da Eppendorf. As PCRs foram desenvolvidas em duas etapas, conforme descrito por



(RODRIGUES et al., 2004). A primeira etapa consistiu na desnaturagéo a 94°C por 2 min,
seguidapor 25 ciclos a 94°C por 10s., a temperatura de anelamento (T,) do primer (Tabela 3)
por 20s e finamente a 72°C por 30s. A segunda etapainicia-se por um ciclo de 72°C por 15
min, 20 ciclos a 94°C por 10s, logo a 50°C por 20s, depois a 72°C por 30s, e finaliza com uma

extensdo a 72°C por 30 min.

2.3.3.2 Diluicdo e genotipagem dos locus

Do produto obtido das PCRs, uma parte foi diluida em uma proporcéo de 10%,
especificamente 5 pl do PCR é diluido em 45 ul de H,O mili-Q para ser utilizada na
genotipagem. Os produtos de PCR (diluidos) gerados foram visualizados em sequienciador
automético (Mega Base 1000). A estimativa do tamanho dos aelos - pares de bases (pb) - foi
realizada com os programas Fragment Profiler (GE Healthcare, England), auxiliado pelo

marcador de peso molecular (Size Standard) ET-400-ROX (GE Healthcare, England).

2.3.4 Sistema de cruzamento do tucumda

Utilizou-se o programa MLTR “Multilocus Mating System Program” desenvolvido
por Ritland (2002), para a andlise genética, onde se caracterizaram as taxas unilocus e
multilocus de um modelo que estima as taxas de cruzamentos mistos e correlacionados, assim
como as fregliéncias génicas dentro das popul agdes de plantas utilizando a estrutura da familia
de uma populacdo por meio de estimativas de maxima verossimilhanca (RITLAND e JAIN,
1981; RITLAND, 2004). Este método baseia-se em agoritmos (equacdes) de probabilidades
de Maximas Esperancas “EM” (encontra estimativas da freqiiéncia do gene) e probabilidades
de Newton—-Raphson “NR” (calcula uma contagem para cada observacdo que € derivada da

probabilidade dessa observacdo, com respeito ao parametro de interesse). Na pesguisa foi
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estimada: 1) a taxa de cruzamento multilocus (t,,) da populagéo; 2) a taxa de cruzamento
média unilocus (¢,) da populacdo; 3) a taxa de cruzamento entre individuos aparentados

(¢, —t,); 4) acorrelacdo da taxa de cruzamento ou autofecundagao entre as progénies (r,); 5)

a correlagdo de paternidade de cruzamento entre dois irmdos, ou a propor¢ao de irmaos

completos entre irmaos de cruzamento dentro das progénies (r,); e 6) a correlagdo de
cruzamento ou autofecundagdo entre /ocus dentro das progénies (r,). A taxa de cruzamento
multilocus (¢, ) de cada familiafoi estimada pelo método de Momentos “MME” (RITLAND,

2002). O ero padrdo das estimativas foi estimado por reamostragem bootstrap, onde as
unidades de amostragem foram as plantas dentro das progénies para a taxa de cruzamento
individual por progénie e as progénies para a taxa de cruzamento populacional. Utilizaram-se

1000 reamostragens entre e dentro das progénies (RITLAND, 2004).
O coeficiente de coancestria entre plantas dentro das progénies (0, ) foi estimado pelo

coeficiente de correlagdo de parentesco entre plantas dentro de progénies (), proposto por

Ritland (1989), 7, = 0,25(1+}7“a I4s +(72+7 57 J+ F, |, en que s é a taxa de
autofecundacdo (§:1— f, ) Os demais parametros ja foram previamente definidos. Porém,
como em espécies diploides o coeficiente de 0,, € a metade do coeficiente de 7, ,, entdo o

coeficientede 6, =7, /2, tem queser 7, /2=0125(+ £, [as + (2 + 7,57, Yi+ 7, )] (LYNCH

e WALSH, 1998).

O tamanho efetivo da varidncia N o) =0.5/(fxy /2) foi estimado de acordo com

Cockerham (1996).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Métodos de propagacao e formacao de mudas de A. aculeatum

3.1.1 Propagacdo e formagdao de mudas

A técnica empregada detectou sementes cuja germinacdo se desenvolveu em trés
estadios primeiro, a emergéncia do peciolo cotiledonar, segundo o intumescimento do
peciolo cotiledonar g terceiro, o surgimento da raiz priméria, conforme descrito por Gentil e
Ferreira (2005), para a morfologia de desenvolvimento de plantula de 4. aculeatum. Ao
atingirem o terceiro estadio, as sementes eram repicadas para os tubetes para a formagéo das

pléantulas.

Nessa fase do estudo, constatou-se que a germinagdo das sementes foi bastante
desuniforme iniciou no terceiro dia apés a embebicdo, e teve duracdo total de 269 dias
(Tabela 5). Gentil e Ferreira (2005) também constataram que as sementes de 4. aculeatum
germinaram de forma desuniforme, mesmo no tratamento que apresentou o melhor resultado
de germinacdo, que foi aimersdo das sementes em &gua por nove dias. Provavelmente, parte
dessa variacdo esteja relacionada a origem do lote de sementes utilizadas, que era composto
de uma mistura de diferentes procedéncias. Neste estudo, utilizaram-se sementes provenientes
de um mesmo cacho oriundo de uma mesma progénie. Contudo, iSSO N80 assegurou uma
germinagdo uniforme das sementes (T abela 5), indicando que a técnica empregada nessa fase

do estudo néo foi eficaz paraacelerar e homogeneizar agerminacdo das sementes.

O tempo médio para atingir a germinagd méaxima - periodo transcorrido entre a
embebicdo e a emergéncia do peciolo cotiledonar - foi de 80,5 dias, utilizando o método
proposto por Edmond e Drapala (1958) apud Silva e Nakagawa (1995). No traba ho de Gentil

e Ferreira (2005), o tempo médio entre estes dois estédios foi de 99 dias. Essa diferenca
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provavelmente, se deve a origem do materia coletado para o estudo, ou a técnica de

propagacao utilizada

Com relacdo a percentagem total de sementes germinadas por matriz, observa-se que a
germinacdo variou entre 43,68% para as progénies da matriz 20 e de 86,52% para as
progénies damatriz 1 (Gréfico 1). Esses dados est&o proximos daquel es obtidos por Ferreirae
Gentil (2006), que conseguiram 58% de germinacdo do tucuma no tratamento com sementes
ndo embebidas em &gua, e de 70% de germinacdo com sementes submetidas a nove dias de
embebi ¢do.

Nesse estudo, as sementes que ndo germinaram foram aquelas que na separacdo da
semente do endocarpo sofreram algum dano mecéanico, que ndo foi possivel detectar
visualmente, e que durante o processo de germinagdo estas sementes se deterioraram ou foram

infectadas por fungos.

No viveiro, acompanhou-se 0 periodo de emergéncia das plantulas nos tubetes.
Observou-se que o0 aparecimento do primeiro edfilo ocorreu, em média, 50 dias apds a
repicagem das sementes germinadas para os tubetes, e que a primeira folha bifida surgiu 30
dias ap6s o surgimento do edfilo, totalizando 80 dias para se obter uma plantula com a
primeira folha. Contando a partir do final do processo de embebicdo até a formacdo da
primeira folha bifida, sGo necess&rios 161 dias, em média, para se obter uma plantula
morfologicamente formada. Gentil e Ferreira (2005) observaram gque a completa expansédo da
primeira folha bifida (Figura 1-estédio j) se deu, em média, 253 dias apds a instalagdo do

experimento.

No Grafico 2 apresentam-se os resultados de emergéncia das plantulas por matriz.
Acompanhando a tendéncia dos resultados obtidos na germinagdo das sementes, verificase
gue a matriz que apresentou a maior percentagem de plantulas emergidas foi a matriz 1

(60,67%) e a que apresentou a menor percentagem de emergéncia foi a matriz 20 (22,63%).
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Vale ressaltar, que entre a germinagdo das sementes e a emergéncia das plantulas, houve uma
significativa perda, em virtude de o botdo germinativo, muito tenro, ter sido bastante

contaminado por microorgani smos e microfauna que surgiram no substrato dos tubetes.

Outra caracteristica observada no desenvolvimento das plantulas no viveiro foi o
desenvolvimento pronunciado das raizes, tanto em tamanho quanto em volume. De tal forma,
gue no momento do transplantio para 0os sacos, as raizes das plantulas ja ocupavam uma
proporcao de aproximadamente 60-70% do volume dos tubetes, indicando que essa € uma das

caracteristicas da espécie que auxilia na sua capacidade de adaptacdo e desenvolvimento em

dreas alteradas.

3.1.2 Secagem natural, embebicio e germinacdo das sementes de tucumda

No ensaio de propagacéo e formagdo de mudas, mencionado anteriormente, constatou
se que a germinacdo de 4. aculeatum foi bastante desuniforme, onde as sementes duraram um
periodo de 269 dias para germinarem (Tabela 5). Por isso, realizou-se esta etapa no processo
de propagacéo do tucuma, que visava identificar uma combinagdo de fatores que acelerassem

e estimulassem auma germinacdo mais uniforme das sementes.

Estes resultados demonstraram que 0 processo de secagem natural dos pirénios
permitiu 0 desprendimento interno das sementes do endocarpo, em todos os tratamentos, ao
final de 32 dias, expostos em um ambiente cuja umidade relativa do ar e temperatura média
registraram 55,2% e 24,9°C, respectivamente. Ao final desse periodo, os pirénios
apresentaram uma reducdo total no teor de agua de 7,65%, passando de um teor de &gua
iniciad de 22,04% para um teor de agua fina de 14,39% (Grafico 3). Para fazer uma
comparacdo com esses resultados, que foram obtidos apds secagem forcada em estufa,

efetuaram-se pesagens semanais da perda de agua dos pirénios no processo de secagem
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natural. Foi constatado que 0s mesmos passaram de um teor inicial de dgua de 22,04% para
um teor final de 14,73%, correspondendo a uma perda de 7,31% de éagua (Gréfico 3). Os
resultados obtidos nesta etapa do estudo, assemelham-se aos identificados por Ferreira e
Gentil (2006) que submeteram pirénios de A. aculeatum a um processo de secagem e, ao final
de 30 dias, a maioria das sementes se desprenderam do endocarpo e que a reducéo no teor de
aguaregistrado foi de 9%, passando de um teor de &gua de 23% (inicia) para 14% (final).

As avaliacfes diarias durante o processo de embebicdo demonstraram que as sementes
de tucuma absorveram o maximo de &gua - e com o0 ganho de massa mantendo-se constante -
no periodo compreendido entre o 14° e 15°dia apos o inicio do processo de embebicdo
(Gréfico 4), indicando que esse € 0 tempo no qual as sementes da espécie A. aculeatum, apos
a secagem, devem ser submetidas para reidratarem e iniciarem a germinagéo.

No transcorrer do processo de embebicdo houve um aumento médio de 19,51% no teor
de &gua das sementes, passando de um teor de &gua inicial de 14,39% para um teor de agua
médio final de 3390% (Gréfico 4). Este aumento considerdvel no teor de agua,
provavelmente se deve as variaveis fisicas de difusdo e osmose que atuam nas sementes ao
ficarem imersas em &gua por um determinado periodo de tempo. Ferreira e Gentil (2006),
estudando o processo de germinagdo de tucuma, constataram que no transcorrer de 15 dias de
embebicdo, houve o aumento de 11% no teor de agua das sementes, passando de 20% (inicial)

para 31% de agua (final).
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Tabela 5. Distribuicdo do nimero de sementes germinadas, por matriz, durante o periodo de avaliagéo.

Data

200¢/r /9T
L00¢/e/ee
L00C/T/TE
£00¢/1/6
900¢/CTiT
900¢/cT/9
900¢/TT/LC
900¢/TTT
900¢/01/9¢
900¢/0T/3T
9002/0T/TT
900c/0T/C
900¢/6/5¢
900¢/6/8T
900¢/6/7T
900¢/6/TT
900¢/6/9
900¢/6/v
900¢/6/T
900¢/8/0¢€
900¢/8/8¢
900¢/8/5¢
900¢/8/cc
900¢/3/8T
900¢/8/9T
900¢/8/7T
900¢/8/TT
900¢/8/6
900¢/8/L
900¢/8/€
900¢/LITE
900¢/L/9¢

SIZIN BN

N° sementes germinadas

4 16 8 2

4

11

11

12

11

16
17
18
20

13

1

7

4 16

2
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Grafico 4. Absorcdo de &gua (%) pelas sementes de tucuméd, de trés procedéncias, durante o

processo de embebicdo, determinada pelo método de estufa a 105+3 °C, por 24
horas (BRASIL, 1992) e pela pesagem diéria das sementes.
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Da mesma forma que os resultados obtidos na primeira etapa do estudo de
propagacéo, a técnica empregada nessa segunda etapa, também, obtiveram-se sementes cuja
germinacdo se desenvolveu em trés estadios: a) a emergéncia do peciolo cotiledonar; b) o
intumescimento do peciolo cotiledonar €; ¢) o surgimento da raiz primaria, conforme descrito

por Gentil e Ferreira (2005).

Apds a embebicdo, efetuavarse uma triagem semanal das sementes dos tratamentos
avaliados. Como ja mencionado, ndo se efetuou tratamento das sementes com fungicidas
nessa etapa. Assim, durante o processo de germinagéo, constatou-se que todas as combinagdes
gque continham as sementes provenientes da mistura coletada no mercado foram
excessivamente contaminadas por microorganismos, 0 gque resultou na eliminagdo de 100%
desse tratamento, fato que pode ser explicado pela possivel origem do lote das sementes e
pelos diferentes estadios de maturacdo que as mesmas se encontravam. Por outro lado,
constatou-se que as sementes provenientes das outras duas procedéncias, de uma planta da
populacdo do Tarum&AcU e das plantas da populacdo de Maués, germinaram em sua

totalidade aos 49 e aos 21 dias, respectivamente para cada tratamento (Tabela 6).

O tempo médio para atingir a germinagd méaxima - periodo transcorrido entre a
embebicdo e a emergéncia do peciolo cotiledonar — das sementes provenientes de Maués e
Tarum&Acu foi de 26,9 e 45,3 dias, respectivamente, utilizando o méodo proposto por
Edmond e Drapala (1958) apud Silva e Nakagawa (1995). No estudo realizado por Gentil e
Ferreira (2005), o tempo médio de germinacdo das sementes foi de 99 dias. Um ano depois,
Ferreira e Gentil (2006), realizando outro estudo, obtiveram um tempo médio de germinagéo
das sementes de 104 dias. Presumiram que as provaveis causas para a germinacdo
desuniforme estavam relacionadas a origem do lote de sementes que utilizaram no estudo -
formado de uma mistura de sementes obtidas no mercado - ou ao tempo de embebicdo das

sementes. Nesse estudo, que foi realizado em duas etapas, constatou-se que o tempo de



embebicdo das sementes foi o principal fator que influenciou na velocidade e na sincronizagdo
da germinacdo das sementes de tucuma. Na primeira etapa do estudo, as sementes foram
submetidas a quatro dias de embebicdo e levaram 269 dias para germinarem completamente
(Tabela 5). Na segunda etapa, pelo monitoramento diério da absorcéo de agua pelas sementes
até atingirem um ponto maximo de absorcdo, que se verificou entre o 14° e 15° dia apos 0
inicio do processo de embebicdo (Gréfico 4), as sementes apresentaram uma percentagem de

germinacao que variou entre 60% e 85% (Gréfico 5), nos tratamentos avaliados.

Tabela 6. Freqiiéncia da germinac&o das sementes de tucuma em fungéo da procedéncia.

Procedéncia Tratamentos 31/10/2007 7/11/2007 14/11/2007 21/11/2007 28/11/2007 5/12/2007 12/12/2007

T1 2 2
T2 1
T3 1 4
T4
TS 3
T6
T7 1
T8
T9

T10

T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19

T20
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N
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Ferreira e Gentil (2006), em seus estudos, obtiveram 58% de germinagéo do tucuma
no tratamento com sementes ndo embebidas em agua, € um maximo de 70% de germinacdo
com sementes submetidas a nove dias de embebicdo. Naquelas sementes submetidas a 15 dias
de embebicdo, esses autores obtiveram 64% de germinacdo. Constataram que o tempo médio

de germinac&o decresceu a medida que aumentou o periodo de embebicéo.
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Nesse estudo, observou-se que as sementes quando alcangcaram um nivel méximo de
absorcdo de a&gua apresentaram melhor resposta na percentagem de germinacdo e na
velocidade média de germinacdo (Gréfico 6). Nessa etapa do estudo, as sementes que ndo
germinaram foram aguelas eliminadas durante o processo de germinacéo por terem sido

danificadas fisicamente ou por terem sido infectadas por fungos.

Um dos objetivos dessa etapa do estudo foi avaliar se a procedéncia das sementes
influenciava na germinacéo das mesmas. Na Tabela 7, sdo apresentados o resumo da analise
de variancia (ANOVA) de todos os fatores avaliados e suas combinacdes sobre a variavel
dependente percentagem de germinacéo. Foi constatado que dos fatores avaliados somente a
procedéncia das sementes influenciou significativamente na percentagem de germinacéo,
demonstrando que a origem das sementes é um fator que deve ser levado em consideracdo
guando se desgia obter bons indices de germinacdo com sementes de tucuma, sobretudo,
velocidade e uniformizacdo. Considerando-se os locais de procedéncia (Tabela 8), verificou-
se gue as sementes provenientes de plantas de Maués apresentaram uma percentagem de
germinacéo (84%) significativamente maior do que aquela verificada nas sementes
provenientes da planta da populacdo do Tarum&AcUu (68%). Esses resultados indicam
claramente que a procedéncia das sementes exerce grande influéncia na velocidade e na
uniformizagdo da germinagdo do tucuma. Contudo, h& necessidade de se desenvolver novos
estudos sobre esse aspecto, buscando-se elucidar quais os fatores intrinsecos da semente e 0s

extrinsecos que determinam esse comportamento.

N&o se constataram efeitos significativos dos tratamentos com freguéncia de troca de
agua e choques de temperatura sobre a percentagem de germinacéo das sementes de tucuma,
indicando que esses fatores, da forma como foram aplicados, ndo contribuiram para acelerar e

nem uniformizar a germinacéo das sementes de tucuma (Tabela 7).
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Tabela 7. Resumo da andise de varidnciaparaavariavel percentagem de germinagéo.

Causas da variacio G.L. Q.M.

Tratamentos 29 0,465 **
Procedénciadas sementes 2 6,688 **
Frequéncia de troca de &gua 1 0,004
Choques de temperatura 4 0,007
Procedénciadas sementes * Freqiiéncia de troca de agua 2 0,001
Procedénciadas sementes * Choques de temperatura 8 0,005
Frequiéncia de troca de agua * Choques de temperatura 4 0,004
Procedénciadas sementes * Fregiiéncia de troca de &gua* Choques de temperatura 8 0,003
Erro 570 0,021
Total 599

** = Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste ~Snedecor.

CV=1,99

Tabela 8. Efeito da procedénciadas sementes sobre a variavel percentagem de germinacao.

Procedéncia das sementes Médias (%) e nivel de significAncia*
Maués 84,0A
Taruma-Acu 68,0B
Mercado 00,0C

*M édias comparadas pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2 Sistema de cruzamento do tucuma

Os oito locus de microsatélites utilizados para estimar os parémetros do sistema
reprodutivo demonstraram que a taxa de cruzamento multilocus (tm), a partir da qua as
progénies foram originadas, foi de 0,978 tanto pelo méodo de EM e NR, sugerindo que a
espécie se reproduz por um sistema misto de reproducdo com predominio de fecundacéo
cruzada ou exocruzamento (Tabela 9). Altas estimativas de cruzamento tém sido encontradas

para outras palmeiras, como A. mexicanum (EGUIARTE et al., 1992) e Euterpe edulis

(CONTE, 2003). A taxa de cruzamento individual (z, ) por progénie ndo aparentada (Tabela

9), também foi ata, com vaores de 0,978 (EM) e 0,984 (NR). A diferenca entre a taxa de

cruzamentos entre aparentados ou entre multilocus € unilocus (t, —t ), que auxilia o
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incremento da endogamia dentro das populagdes, apresenta vaores de -0,001 (EM) e -
0,007(NR), ou sgja, foi praticamente zero (Tabela 9), 0 que evidencia a auséncia de
acasalamento entre os parentes da populacdo de tucumazeiros avaliada. Freitas et al. (2004),
Gaiotto et al. (2003) e Ritland e Jain (1981) sugerem para este resultado uma auséncia de

endogamia biparental, corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, onde a
autofecundagdo (s =1-7,) apresentou uma taxa muito baixa, que foi de 0,022 para os
métodos de EM e NR. De acordo com Ritland (2002), para baixos niveis de autofecundacéo (s

< 0,2), a correlagdo de ¢ entre lo6cus (r,) corresponde a fragdo de endogamia devido a

endogamia uniparental e afragédo de autofecundacéo devido a endogamia biparental (1—r,) .
Sendo assim, a baixa endogamia ou autofecundacdo que foram detectadas no estudo,
categorizadas em cruzamentos uniparentais e biparentais, foi de 0,898 para EM e 1,200 no
método NR nos uniparentais, e de 0,102 no EM e de -0,200 no método NR nos biparentais
(Tabela 9). Considerando-se 0 erro padréo da média entre os locus, as familias apresentam
uma taxa de cruzamento multilocus (tm) superiores a 1,0, porem as familias 1, 5 e 11 da
populacéo avaliada apresentam um ¢m abaixo de 1,0 pelo método MME (T abela 9).

A estimativa da taxa de correlagdo da autofecundagéo (r,) entre as progénies das

matrizes avaliadas foi de 0,276 e 0,444 para os métodos de EM e NR, respectivamente. Este
resultado demonstra uma significativa variagdo na taxa de cruzamento entre plantas na
populacéo de tucuma avaliada, evidenciando a existéncia de certo desvio ou variacdo na
homogeneidade da estimativa da taxa de cruzamento individual. Seoane et al. (2005)
argumentam que correlacbes significativas de autofecundacbes ou variagbes na taxa de
cruzamento individual, podem ser um indicativo da existéncia de variacbes na auto-
incompatibilidade entre as plantas. Esses mesmos autores destacam que outros fatores, como
populacbes estruturadas em familias e assincronismo no florescimento, podem contribuir ou

causar a ocorréncia de variagdes na taxa de cruzamento individual. Para Gaiotto et al. (2003)
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e Moura (2005) a correlacdo de autofecundacéo corresponde a probabilidade de encontrar um
individuo gerado por autofecundacéo em uma progénie onde exista outro também gerado por

autofecundacdo. Porém, as estimativas de r, revelam que os individuos oriundos de

autofecundacdo encontram-se aeatoriamente distribuidos entre as progénies e sugerem que
ndo ha tendéncia de algumas plantas maternas gerarem mais individuos por autofecundacéo
ou cruzamentos do que outras (MOURA, 2005).

A correlagdo da paternidade (,) mede a proporcao de individuos de cruzamentos que

foram gerados por cruzamentos biparentais, ou sga, irméos completos (MOURA, 2005;
RITLAND, 1989). As correlacOes de paternidade em A. aculeatum foram baixas, de 0,176
(EM) e 0,205 (NR), revelando que o processo de polinizagdo cruzada foi aeatorio com
poucos cruzamentos biparentais. Este resultado também indicou que a maioria de progénies

do tucuma avaiadas foi oriunda de cruzamentos por diferentes fontes de polen, o que

corresponde ao nimero de doadores de pdlen (1/rp ) para o tucuma, apresentando valores de

5,682 (EM) e 4,878 (NR) individuos que contribuiram com o pélen no evento de reproducdo
de uma plantaeméae (Tabela 9). Neto et al. (2005) argumentam que si existem “n” individuos
reprodutivos em uma area e que cada um tem a mesma probabilidade de ser o parentd
masculino (doador de pdlen) no cruzamento com uma planta-mée e se 0s cruzamentos forem
independentes (envolvem visitas separadas de polinizadores) entdo, a probabilidade de que
um individuo polinizador cruze duas vezes € 1/n, assim, o nimero efetivo de polinizadores é
]/ r, . Seoane et al. (2005) identificaram entre 4,5 e 9 doadores de polen para Euterpe edulis €
Rodrigues (2006) estimou que o nimero de doadores de pdlen de Bactris gasipaes variou de 9

a 20. Porém, as baixas estimativas de correlacdo de paternidade implican em um maior

nimero de doadores de pdlen (RITLAND, 1989). Essas baixas estimativas de correlagdo de

paternidade sugerem que o nimero de cruzamentos correlacionados (¢, x r,) apresenta 0,172
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(EM) e 0,200 (NR) de progénies dentro das familias eram parentes no grau de irmaos-

completos e consegiientemente o nimero de cruzamentos aleatorios [tm (1—rp )J é alto,

apresentando 0,806 (EM) e 0,778 (NR) eram mei os-irméos. Neto et al. (2005) destacam que
0s cruzamentos correlacionados (autofecundacdo) sdo causados pelo comportamento dos
polinizadores que visitam de forma sistematica arvores préximas. Outro dado que confirma
este resultado da correlagé@o de paternidade é o baixo cruzamento biparental (z,, —¢, ).

O indice de fixagdo parental (F') estimado para as familias foi de 0,0 (EM) e -0,112
(NR), indicando presenca de alogamia e auséncia de endogamia nesta populacdo (Tabela 9).
Ritland e Jain (1981) explicam que o vaor negativo do F , pelo método NR, € decorrente da
fregiiéncia dos gendtipos heterozigotos observados acima daesperada e que o método EM néo
permite estimativas negativas do F. Para a espécie Malpighia emarginata, Lopes (1999),
identificou vaores de 0,0 (EM) e -0,421 (NR) para o indice de fixacdo de aceroleira, 0 que
comprovou ndo ocorrer endogamia na popul acdo dessa espécie.

O coeficiente medio de coancestria dentro de progénies (6,,), etimado para as

progénies das familias, foi de 0,133 (EM) e 0,119 (NR), valor considerado préoximo ao
esperado em progénies de meios-irmaos (0,125), confirmando os resultados anteriores dos
cruzamentos correlacionados e aeatdrios. Freitas et al. (2004) ressaltam que o coeficiente de
coancestria assume valores de 0,125 em progénies de meios-irmaos; de 0,25 em progénies de
irméos-completos e de 0,5 em progénies de irmaos de autofecundacdo. Este coeficiente € uma
medida de parentesco que mede a probabilidade de se amostrarem aleatoriamente dois alelos
em dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia (NETO et al., 2005). A
coancestria nas progénies da populacdo em estudo significa que existem 13,3 % (EM) ou
11,9%(NR) de probabilidade, de se amostrar dois alelos em dois individuos de mesma

progénie e eles serem idénticos por descendéncia. Esta baixa coancestria nas progénies de 4.
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aculeatum é consequiéncia do sistema de reproducdo, mais especificamente dos cruzamentos
por alogamia.
O conhecimento do coeficiente de coancestria também é importante na estimativa do

tamanho efetivo de variancia (Ne(v)). Para Neto et al. (2005) o tamanho efetivo da variancia

mede a representatividade genética de progénies em relagdo a populacdo de referéncia ou
parental. Em amostras de estruturas de progénies de tamanho infinito, o tamanho efetivo de
variancia assume valores entre um (1) e quatro (4); sendo valor 1 (um) para progénie de
autofecundacdo; 2 (dois) para progénies de irméos-completos e 4 (quatro) para progénies de
meiosirmaos. Assim, em progénies de populagdes perfeitamente panmiticas (alogamicas), o
tamanho efetivo de variancia atinge seu valor maximo de quatro (NETO et al., 2005). A
estimativa do tamanho efetivo de variancia de cada uma das progénies de A. aculeatum foi
alta, 3,748 (EM) e 4,188 (NR), indicando gue a representatividade genética na descendéncia é
proximo a esperada em progénies de cruzamentos aleatdrios o que refor¢a, mais uma vez, a
hip6tese de que as progénies sdo compostas predominantemente por meios-irmaos. Neto et al.
(2005) manifestam a importancia desta estimativa para a determinacéo de tamanhos amostrais
em programas de melhoramento, conservagdo genética e para coleta de sementes visando a
recuperacdo ambiental, bem como, para 0 monitoramento da variabilidade genética em

popul acbes sob manipulagéo.
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Tabela 9. Estimativas de endogamia, parentesco e sistema de reproducdo de uma popul acéo
de A. aculeatum.

Taxa de cruzamento

Estimativa
Método de MME
Familial- ¢, 0,948 (0,149) [25]
Familia2- ¢, 1.036 (0.052) [21]
Familia3- ¢, 1.038 (0.013) [25]
Familia4- ¢, 1.046 (0.032) [25]
Familia5- ¢, 0.986 (0.098) [25]
Familia6- ¢, 1.055 (0.012) [25]
Familia7- ¢, 1.090 (0.000) [25]
Familia8- ¢, 1.022 (0.051) [25]
Familia9- ¢, 1.283 (0.035) [24]
Familial10- ¢, 1.111 (0.110) [25]
Familiall- ¢, 0.774(0.171) [25]
Método EM Método NR
Taxa de cruzamento multilécus- ¢, 0,978 (0,024) 0,978 (0,077)
Taxa de cruzamento unilocus - £ 0,978 (0,019) 0,984 (0,035)
Endogamiabiparental - ¢, — ¢ -0,001 (0,023) -0,007 (0,070)
Correlagdo da estimativadet - 7, 0,276 (0,071) 0,444 (0,320)
Correlacdo da estimativa de p multilécus - r, 0,176 (0,037) 0,205 (0,044)

Correlagdo det entre l6cus- Fragdo de autofecundacéo devido

endogamia uniparental - 7 0,898 (0,003) 1200 (0.500)

Fragdo de autofecundagdo devida Endogamia biparental - 1 — 7, 0,102 -0,200
NUmero de doadores de pélen - 1/ 7, 5,682 4,878
Taxa de autofecundagéo - § =1-17, 0,022 0,022
indice de fixagdo parental - F' 0,000 (0,000) -0,112 (0,055)
Coancestria dentro das progénies- 9xy 0,133 0,119
Tamanho efetivo de variancia- ]\A/' o) 3,748 4,188

[ 1= ntimero de plantas na progénie; () Desvio padréo
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4 CONCLUSOES

e Os pirénios de tucuma submetidos ao processo de secagem natural levam, em média,
um més para desprender as sementes do endocarpo, onde se verifica uma reducéo total

no teor de agua;

e Depoisdeimersas e trocando-se a dgua a cada 24 horas, o tempo necessario para que
as sementes de tucuma reidratem completamente € de 15 dias, periodo onde se verifica

um aumento no teor de &gua das sementes;

e As sementes de tucuma germinam completamente, em um prazo maximo de 50 dias,
apresentando uma percentagem de germinagdo que varia entre 60 a 85%, depois de

haverem sido reidratadas em &gua por 15 dias,

e Iniciado o processo de germinacdo, sdo necessarios, em média, 208 dias para se obter

uma plantula de tucuma com a primeira folha completa;

e O intervalo de tempo necessario para a secagem natural, a reidratacéo e a germinagéo

completa de um lote de sementes de tucuma situa-se entre 67 a 95 dias,

e A procedéncia das sementes exerce grande influéncia na velocidade e na

uniformizacgéo da germinagdo do tucuma;

e A estimativa dos parametros do sistema de cruzamento obtida nesse estudo
determinou que Astrocaryum aculeatum € uma espécie predominantemente alégama;

com 96,8% de exocruzamento e uma taxa de autofecundacéo de 3,2%.

e As dltas taxas de fecundagdo cruzada ou exocruzamento verificado na populagdo de
tucumazeiro avaliada resultou em progénies, predominantemente, compostas por

mei 0-irmaos.
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