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Resumo

O tucuma-do-amazonas (Astrocaryum aculeatum G. Meyer) é uma palmeira nativa, nao
domesticada, com grande variabilidade nas suas caracteristicas morfoldgicas, constituindo-se
em recurso genético para o melhoramento. O objetivo deste trabalho foi estudar o sistema
reprodutivo do tucuma-do-amazonas, empregando marcadores microssatélites. Coletaram-se
amostras de foliolos e frutos maduros de 11 plantas (matrizes) de uma populacdo de
tucumazeiros. Os frutos constituiram as sementes para o estudo de propagacao e de producao
de plantulas para complementacao do estudo de reproducao. As amostras de foliolos das
matrizes e das plantulas foram utilizadas para o estudo do sistema de reproducao. Constatou-
se que a germinacao das sementes variou de 43,68% a 86,52%. No estudo do sistema
reprodutivo, a taxa de cruzamento uniloco (,=0,978) e multilocos (f;, =0,978) indica que a
espécie é predominantemente aldégama. A correlacdo de paternidade (7,=0,176) demonstra
que as progénies sao constituidas principalmente por meios-irmaos.

Palavras-chave: propagacao, marcadores moleculares, taxa de cruzamento.

Introducao

O tucuma-do-amazonas (A. aculeatum) é uma palmeira nativa da América do Sul, encontrada
nos Estados do Acre, do Mato Grosso, de Ronddnia e principalmente do Amazonas, provavel
centro de origem (SOUZA et al., 1996). A ocorréncia dessa espécie € comum em areas
desmatadas ou que sofreram alguma acao antrépica. A polpa do fruto é muito apreciada como
alimento pela populacao da Regiao Amazdnica (COSTA e VAN LEEUWEN, 2002). A espécie é
explorada quase exclusivamente de forma extrativista, porém as populacdes espontaneas
apresentam grande variabilidade nas caracteristicas morfolégicas, constituindo fonte de
recursos genéticos para uso atual ou potencial no melhoramento genético.

Nos dltimos anos, os marcadores moleculares tém sido empregados no estudo do sistema
reprodutivo de diversas espécies vegetais, fornecendo informacdes sobre modo de
reproducao, estimativas dos parametros do sistema misto de cruzamento, da taxa de
cruzamento e da taxa de autofecundacao, pardmetros importantes para programas de
melhoramento genético. Além disso, o modo de reproducdo e o sistema de cruzamento
determinam como a variabilidade genética se organiza no espaco e no tempo.
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O objetivo deste trabalho foi estudar o
sistema reprodutivo do tucuma empregando
a técnica de marcadores microssatélites
(SSR — seqgliéncias simples repetidas) como
subsidios ao pré-melhoramento da espécie.

Material e Métodos

Coleta do material

De 11 plantas (matrizes) provenientes de
uma populacdao espontanea de A.
aculeatum, foram coletados os foliolos, para
o estudo do sistema de cruzamento, e os
frutos maduros (sementes), para o estudo de
propagacdo, formacdo de plantulas e
realizacdo de coleta de foliolos de 25
plantulas selecionadas de cada uma das 11
progénies; entretanto, as progénies dois e
nove apresentaram 21 e 24 plantulas
respectivamente, perfazendo um total de
270 plantulas.

No laboratério de dendé e agroenergia da
Embrapa Amazénia Ocidental (Manaus,
AM), os frutos foram despolpados, e os
pirénios (sementes com endocarpo),
colocados em ambiente natural sob sombra,
para secagem. Apds o desprendimento da
semente do endocarpo, extrairam-se as
sementes com auxilio de uma prensa de
bancada (morsa).

Os foliolos coletados das 11 matrizes e das
270 plantulas foram colocados em sacos
plasticos tipo zip /lock, previamente
identificados e contendo silica gel. Em
seguida foram encaminhados ao laboratério
de biotecnologia da Universidade Nilton Lins
para a extracao do DNA genémico.

Propagacdo de tucuma-do-amazonas

As sementes das matrizes foram colocadas
em sacos plasticos transparentes perfurados
em toda sua extensdo e mergulhados em

tanques com Aagua,
diariamente, para iniciar a embebicao,
durante quatro dias. Em seguida, as
sementes foram colocadas em sacos
plasticos transparentes identificados,
preenchidos com ar e amarrados na abertura,
e foram deixadas em uma sala para iniciar o
processo de germinacao. Trés a quatro vezes
por semana efetuava-se triagem, retirando
as sementes germinadas e eliminando as
contaminadas. A germinacao permitiu
detectar os quatro primeiros estadios de
germinacdao do A. aculeatum, conforme
descrito por Gentil e Ferreira (2005).

que era trocada

As sementes germinadas eram identificadas
e levadas para um viveiro coberto com
sombrite 50%, onde eram semeadas em
tubetes com substrato comercial
“Plantmax”. Ap6s a emergéncia, as plantulas
que apresentavam de trés a quatro folhas
bifidas foram transplantadas para sacos
plasticos pretos, proprios para a producao de
mudas, com capacidade para 2 kg, contendo
um substrato preparado com terrico de mata
e esterco de galinha curtido e peneirado, na
proporcao 6:1 (m/m), ao qual foram adicio-
nados mais 1,5 kg m™ de calcario dolomitico
e 1,0 kgm™de superfosfato triplo.

Sistema de cruzamento do tucuma
Extracdao do DNA

Utilizou-se o método CTAB (MURRAY &
THOMPSON, 1980), sendo retirados 100
mg de tecido foliar de cada uma das 281
amostras, as quais foram fragmentadas em
pedacos bem pequenos e colocadas no gral
de porcelana. Adicionaram-se 800 uL de
detergente de extracao de brometo de
cetiltrimetilamoénio 2X (CTAB), para ser
macerada. O produto resultante foi colocado
em tubos de ensaio tipo oppendorf, de 1,5
ml. Em seguida, acrescentaram-se 2 ulL de 2-
B-mercaptoetanol. Os tubos foram incubados
em banho-maria a 60°C, durante 30
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minutos. Logo, adicionaram-se 600 uL de
cloroférmio e alcool isoamilico (CIA). Depois
os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm
por 12 minutos. Posteriormente, pipetou-se
a fase aquosa de cada uma das amostras, as
quais foram depositadas em outros tubos
oppendorf. Adicionaram-se, em seguida,
400 uL de isopropanol frio (-20 °C) a
solucao aquosa e misturou-se, para permitir
a precipitacdo do DNA. O material foi
incubado por 12 horas a-20 °C. Em seguida,
foram centrifugados a 7.500 rpm por 10
minutos, permitindo identificar o DNA
precipitado (pellet). Depois realizou-se a
eliminacdo do isopropanol e, em seguida,
acrescentou-se, por duas vezes, 1 mL de
etanol absoluto a 70% ao pellet de cada
amostra por 10 minutos. Posteriormente,
colocou-se 1 ml de etanol absoluto a 100%
por trés minutos, e deixou-se secar na capela
por meia hora. O pellet foi combinado com
75 uL de uma solucao tampao TE (Tris-HCl e
EDTA) acrescido de RNAse. Esta foi
incubada por 2 horas a 37 °C e vortexada de
30 em 30 minutos para a digestdao do
RNAse. O material final foi armazenado.

Quantificacao e diluicao do DNA

No laboratério de genética do Centro de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Amazonas, foi realizada a quantificacao
do DNA em gel de agarose 0,8% (p/v) por
comparacdes visuais de sua fluorescéncia
com padroes de massa molecular de DNA do
fagolambda. O DNA stock quantificado,
foram diluidos a uma concentracao de 10 ng
de DNA/ul em agua mili-q.

Amplificacdo dos loci SSR no DNA de
tucuma

Foram amplificados oito pares de primers
(mBg: 41,58,62,66,77e91.Bg: 17 e 55.
Desenvolvidos por Billote et al. (2004) e
Martinez et al. (2002), respectivamente,
para a genotipagem do tucuma. Adicionou-

se ao primer forward de todos os /dcus a
sequéncia M13, segundo o protocolo
descrito por Schuelke (2000) com algumas
modificacoes.

Reacdo de polimerase em cadeia (PCR),
Diluicéo e genotipagem dos l6cus

Apresentou volumes de 0,8 uL de H,0 mili-Q;
1,0 uL do buffer Tp10X; 1,0 uL de mix dNTP
(20 uL de cada ANTP mais 720 yL H,O mili-
Q); 1,0 uL de MgCl, (25 mM); 1,0 uL de
primer reverse (2,5 mM); 0,5 uL de primer
forward (2,5 mM); 0,5 uL de primer
fluorescente M13 (b mM); 0,2 uL do LGC
Biotecnologia Taq DNA polimerase (5 U/ulL);
e 4,0 uLde DNA (10 ng).

O programa consistiu na desnaturacao a 94
°C por 2 min, seguida por 25 ciclos a 94 °C
por 10s, a temperatura de anelamento do
primer por 20s e finalmente a 72 °C por 30s,
seguida por um ciclo de 72 °C por 15 min, 20
ciclos a 94 °C por 10s, e finalmente 50 °C
por 20s, depois a 72 °C por 30s, finalizando
comuma extensdo a 72 °C por 30 min.

Do produto das PCRs, uma parte foi diluida
em uma proporcao de 10%, para ser utilizada
na genotipagem. Os PCRs diluidos foram
visualizados em sequenciador automatico
(Mega Base 1000). A estimativa do tamanho
dos alelos, pares de bases (pb), foi realizada
com o programa Fragment Profiler auxiliado
pelo marcador de peso molecular ET-400-
ROX.

Sistema de cruzamento do tucuma

Utilizou-se o programa MLTR “Multilocus
Mating System Program” desenvolvido por
Ritland (2002), estimando: 1) a taxa de
cruzamento multiloco (t,,) da populacao; 2) a
taxa de cruzamento média uniloco (t,) da
populacao; 3) a correlacao de paternidade de
cruzamento entre dois irmaos, ou a
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proporcao de irmaos-completos entre irmaos
de cruzamento dentro das progénies (r,) e 4)
a correlacao de cruzamento ou
autofecundacao entre /ocus dentro das
progénies (r,). O erro padrao das estimativas
foi estimado por reamostragem bootstrap
(RITLAND, 2004). Utilizaram-se 1.000
reamostragens entre e dentro das progénies.

Resultados e Discussao

Propagacao

A progénie seis iniciou a germinacdo no
quinto dia, e a progénie cinco iniciou a
germinacao no 24° dia, sendo esta a Ultima a
iniciar a germinacao. Todas as progénies
tiveram periodo final de germinacao de 269
dias, com excecao da progénie 10, que foi
de 172 dias. A desuniformidade na
germinacao das sementes de A. aculeatum
também é relatada por Gentil e Ferreira
(2005).

O tempo médio da germinacao
(aparecimento do peciolo cotiledonar) das
sementes foi bastante desuniforme,
variando de 51 dias para a progénie 10 e de
102 dias para a progénie 11 (Tabela 1).
Gentil e Ferreira (2005) apresentaram tempo
médio de aparecimento do peciolo
cotiledonar de 99 dias.

A porcentagem de sementes germinadas
variou de 43,68% para a progénie 10 e de
86,52% para a progénie 1 (Tabela 1). Esses
resultados sdo similares aos obtidos por
Ferreira e Gentil (2006), que relatam 58% de
germinacao (sementes nao embebidas) e
70% de germinacao (sementes submetidas
anove dias de embebicao).

Na fase de viveiro, a emergéncia ocorreu em
média 50 dias apdés a repicagem das
sementes germinadas para os tubetes, e a
primeira folha bifida surgiu, em média, 30

dias ap6s a emergéncia do eéfilo, totalizando
80 dias para se obter uma plantula com a
primeira folha bifida.

Tabela 1. Distribuicao das progénies e resultados obtidos no
processo de germinacao e emergéncia das plantulas.

N° Inicio da Tempo Germinacdo Emergéncia
Progénie germinacdo médio de (%) (%)
(dias) germinacédo
(%)

1 13 67,6 86,52 60,67
2 13 98,2 46,55 36,21
3 10 83,1 63,53 38,24
4 13 67,2 50,00 32,56
5 24 92,4 44,00 25,14
6 5 67,5 62,34 33,77
7 10 93,5 58,49 31,13
8 13 83,5 47,33 29,33
9 13 57,8 55,93 42,37
10 10 51,0 46,09 24,35
11 21 102,2 43,68 22,63

Total 5 80,5 53,49 32,24

Da embebicao até a formacao da primeira
folha bifida, quando se considera que a
plantula estd morfologicamente formada, o
periodo médio foi de 161 dias. Para Gentil e
Ferreira (2005), a completa expansdo da
primeira folha bifida se deu, em média, 253
dias ap6s a embebicao da semente.

Verifica-se também que 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 foiamatriz 11 (22,63%).

Sistema de Cruzamento

A taxa de cruzamento multiloco e uniloco, a
partir da qual as progénies foram originadas,
foi de 97,8%, sugerindo que a espécie se
reproduz por sistema misto de reproducao
com predominio de fecundacao cruzada.
Altas estimativas de cruzamento tém sido
encontradas para outras palmeiras, como A.
mexicanum (EGUIARTE et al., 1992) e
Euterpe edulis (CONTE, 2004).
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Os resultados de autofecundacéo (§ = 1—§m)
apresentaram taxa muito baixa, que foi de
2,2%, e essa autofecundacao é distribuida
entre a correlacdgo de t entre lécus
(r,.=0,898) que corresponde a fracdo de
endogamia devido a endogamia uniparental
e a fracdo de endogamia biparental
(1-r=0,102).

A correlacdo da paternidade (r,) mede a
proporcao de individuos de cruzamentos que
foram gerados por cruzamentos biparentais,
ou seja, irmaos completos (MOURA, 2005).
Em A. aculeatum, a r,=0,176, revelou que
o processo de polinizacao cruzada foi
aleatério com poucos cruzamentos
biparentais.

Conclusoes

A estimativa dos pardmetros do sistema de
cruzamento determinou que A. aculeatum é
uma espécie predominantemente alégama,
com 97,8% de exocruzamento e taxa de
autofecundacaode 2,2%.

As altas taxas de fecundacdo cruzada
verificadas na populacao de tucuma-do-
amazonas resultaram em progénies
predominantemente compostas por meios-
irmaos.

Referéncias

BILLOTE, N. et al. A new set of microsatellite
markers for the peach palm (Bactris gasipaes
Kunth): characterization and across-taxa
utility within the tribe Cocoeae. Molecular
Ecology Notes, v. 4, p. 580-582, 2004.

CONTE, R. Estrutura genética de populacées
de Euterpe edulis Mart. submetidas a acéao
antrépica utilizando marcadores alozimicos e
microssatélites. 2004. 135 f. Tese
(Doutorado em Genética e Melhoramento de
Plantas) - Curso de Pds-Graduacdao em
Agronomia, Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

COSTA, J. R.; VAN LEEUWEN, J. O uso do
tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer) por
produtores rurais em areas alteradas e
degradadas no Estado do Amazonas. In:
SIMPOSIO NACIONAL SOBRE
RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS,
5., 2002, Belo Horizonte. Anais de trabalhos
voluntarios. Vicosa: Folha de Vicosa, 2002.
p.311-312.

EGUIARTE, L. E.; PEREZ-NASSER, N.;
PINERO, D. Genetic - structure, outcrossing
rate and heterosis in Astrocaryum
mexicanum (Tropical Palm): implications for
evolution and conservation. Heredity, v. 69,
p.217-228,1992.

FERREIRA, S. A. N.; GENTIL, D. F. O.
Extracdo, embebicdo e germinacdo de
sementes de tucuma Astrocaryum
aculeatum. Acta Amazonica, Manaus, v. 36,
n.2,p.141-146, 2006.

GENTIL, D. F. O.; FERREIRA, S. A. N.
Morfologia da plantula em desenvolvimento
de Astrocaryum aculeatum Meyer
(Arecaceae). Acta Amazonica, Manaus, v.
35,n.3,p.337-342, 2005.

MARTINEZ, A. K. et al. Microsatellite loci in
Bactris gasipaes (Arecaceae): their isolation
and characterization. Molecular Ecology, v.
2,p.408-410, 2002.



S. L. F. Ramos et al.

MOURA, M. C. 0. Distribuicdao da
variabilidade genética em populacdes
naturais de Eremanthus erythropappus (DC.)
MaclLeish por isoenzimas e RAPD. 2005.
165 f. Tese (Doutorado em Engenharia
Florestal) - Curso de Pés-Graduacdo em
Engenharia Florestal, Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

MURRAY, M. G.; THOMPSON, W. F. Rapid
isolation of high molecular weight plant
DNA. Nucleic Acids Research, v. 8, n. 19, p.
4321-4326, 1980.

RITLAND, K. Extensions of models for the
estimation of mating systems using n
independent locos. Heredity, v. 88, p. 221-
228, 2002.

RITLAND, K. Multilocus mating system
program-MLTR Version 3.0. Vancouver,
2004. Disponivel em:
< http://genetics.forestry.ubc.ca/ritland/pro
grams.htlm.>. Acesso em: 3 set. 2007.

SCHUELKE, M. An economic method for the
fluorescent labeling of PCR fragments.
Nature Biotechnology, v. 18, p. 233-234,
2000.

SOUZA, A. das G. C. de; SOUSA, N. R.;
SILVA, S. E. L. da; NUNES, C. D. M,;
CANTO, A. do C.; CRUZ, L. A. de A.
Fruteiras da Amazoénia. Brasilia, DF:
EMBRAPA-SPI; Manaus: EMBRAPA-CPAA,
1996. 204 p. (Biblioteca Botanica Brasileira,
1).

75



