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(Astrocaryum aculeatum, Meyer)

1 2 3 4S. L. F. Ramos ; M. T. G. Lopes ; J. L. V. de Macêdo ; D. P. Rodrigues ; 
3 3R. N. V. da Cunha ; R. Lopes

1Eng. Agr., M.Sc., Bolsista CNPq. Faculdade de Ciências Agrárias; Universidade Federal do Amazonas (Ufam), Campus 
2Universitário, Manaus, AM, slfr03@hotmail.com; Eng. Agr., M.Sc., Dra., Faculdade de Ciências Agrárias, Ufam; 

3mtglopes@ufam.edu.br; Pesquisador da Embrapa Amazônia Ocidental, Manaus, AM, jeferson.macedo@cpaa.embrapa.br; 
4ricardo.lopes@cpaa.embrapa.br, raimundo.nonato@cpaa.embrapa.br; Bióloga., M.Sc., Dr., Faculdade de Ciências Biológicas, 

Ufam, prdoriane@ufam.edu.br.

Apoio: Embrapa Amazônia Ocidental, CNPq, Fapeam, ATU-Inpa.

Resumo

O tucumã-do-amazonas (Astrocaryum aculeatum G. Meyer) é uma palmeira nativa, não 
domesticada, com grande variabilidade nas suas características morfológicas, constituindo-se 
em recurso genético para o melhoramento. O objetivo deste trabalho foi estudar o sistema 
reprodutivo do tucumã-do-amazonas, empregando marcadores microssatélites. Coletaram-se 
amostras de folíolos e frutos maduros de 11 plantas (matrizes) de uma população de 
tucumãzeiros. Os frutos constituíram as sementes para o estudo de propagação e de produção 
de plântulas para complementação do estudo de reprodução. As amostras de folíolos das 
matrizes e das plântulas foram utilizadas para o estudo do sistema de reprodução. Constatou-
se que a germinação das sementes variou de 43,68% a 86,52%. No estudo do sistema 
reprodutivo, a taxa de cruzamento uniloco ( =0,978) e multilocos (  =0,978) indica que a 
espécie é predominantemente alógama. A correlação de paternidade (  =0,176) demonstra 
que as progênies são constituídas principalmente por meios-irmãos.

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

Introdução

O tucumã-do-amazonas (A. aculeatum) é uma palmeira nativa da América do Sul, encontrada 
nos Estados do Acre, do Mato Grosso, de Rondônia e principalmente do Amazonas, provável 
centro de origem (SOUZA et al., 1996). A ocorrência dessa espécie é comum em áreas 
desmatadas ou que sofreram alguma ação antrópica. A polpa do fruto é muito apreciada como 
alimento pela população da Região Amazônica (COSTA e VAN LEEUWEN, 2002). A espécie é 
explorada quase exclusivamente de forma extrativista, porém as populações espontâneas 
apresentam grande variabilidade nas características morfológicas, constituindo fonte de 
recursos genéticos para uso atual ou potencial no melhoramento genético.

Nos últimos anos, os marcadores moleculares têm sido empregados no estudo do sistema 
reprodutivo de diversas espécies vegetais, fornecendo informações sobre modo de 
reprodução, estimativas dos parâmetros do sistema misto de cruzamento, da taxa de 
cruzamento e da taxa de autofecundação, parâmetros importantes para programas de 
melhoramento genético. Além disso, o modo de reprodução e o sistema de cruzamento 
determinam como a variabilidade genética se organiza no espaço e no tempo. 
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O objetivo deste trabalho foi estudar o 
sistema reprodutivo do tucumã empregando 
a técnica de marcadores microssatélites 
(SSR – seqüências simples repetidas) como 
subsídios ao pré-melhoramento da espécie.

Material e Métodos

Coleta do material

De 11 plantas (matrizes) provenientes de 
uma população espontânea de A. 
aculeatum, foram coletados os folíolos, para 
o estudo do sistema de cruzamento, e os 
frutos maduros (sementes), para o estudo de 
propagação, formação de plântulas e 
realização de coleta de folíolos de 25 
plântulas selecionadas de cada uma das 11 
progênies; entretanto, as progênies dois e 
nove apresentaram 21 e 24 plântulas 
respectivamente, perfazendo um total de 
270 plântulas.

No laboratório de dendê e agroenergia da 
Embrapa Amazônia Ocidental (Manaus, 
AM), os frutos foram despolpados, e os 
pirênios (sementes com endocarpo), 
colocados em ambiente natural sob sombra, 
para secagem. Após o desprendimento da 
semente do endocarpo, extraíram-se as 
sementes com auxílio de uma prensa de 
bancada (morsa).

Os folíolos coletados das 11 matrizes e das 
270 plântulas foram colocados em sacos 
plásticos tipo zip lock, previamente 
identificados e contendo sílica gel. Em 
seguida foram encaminhados ao laboratório 
de biotecnologia da Universidade Nilton Lins 
para a extração do DNA genômico.

Propagação de tucumã-do-amazonas

As sementes das matrizes foram colocadas 
em sacos plásticos transparentes perfurados 
em toda sua extensão e mergulhados em 
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tanques com água, que era trocada 
diariamente, para iniciar a embebição, 
durante quatro dias. Em seguida, as 
sementes foram colocadas em sacos 
plásticos transparentes identificados, 
preenchidos com ar e amarrados na abertura, 
e foram deixadas em uma sala para iniciar o 
processo de germinação. Três a quatro vezes 
por semana efetuava-se triagem, retirando 
as sementes germinadas e eliminando as 
contaminadas. A germinação permitiu 
detectar os quatro primeiros estádios de 
germinação do A. aculeatum, conforme 
descrito por Gentil e Ferreira (2005).

As sementes germinadas eram identificadas 
e levadas para um viveiro coberto com 
sombrite 50%, onde eram semeadas em 
tubetes com substrato comerc ia l  
“Plantmax”. Após a emergência, as plântulas 
que apresentavam de três a quatro folhas 
bífidas foram transplantadas para sacos 
plásticos pretos, próprios para a produção de 
mudas, com capacidade para 2 kg, contendo 
um substrato preparado com terriço de mata 
e esterco de galinha curtido e peneirado, na 
proporção 6:1 (m/m), ao qual foram adicio-

-nados mais 1,5 kg m ³ de calcário dolomítico 
-

e 1,0 kg m ³ de superfosfato triplo.

Sistema de cruzamento do tucumã

Extração 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 
pedaços bem pequenos e colocadas no gral 
de porcelana. Adicionaram-se 800 µL de 
detergente de extração de brometo de 
cetiltrimetilamônio 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 µL de 2-
β-mercaptoetanol. Os tubos foram incubados 
em banho-maria a 60°C, durante 30
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minutos. Logo, adicionaram-se 600 µL de 
clorofórmio e álcool isoamílico (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 µL de isopropanol frio (-20 °C) à 
solução aquosa e misturou-se, para permitir 
a precipitação 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 
eliminação 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 três minutos, e deixou-se secar na capela 
por meia hora. O pellet foi combinado com 
75 µL de uma solução tampão 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 digestão do 
RNAse. O material final foi armazenado.

Quantificação e diluição do DNA

No laboratório de genética do Centro de 
Ciências Biológicas da Universidade Federal 
do Amazonas, foi realizada a quantificação 
do DNA em gel de agarose 0,8% (p/v) por 
comparações visuais de sua fluorescência 
com padrões de massa molecular de DNA do 
fago lambda.  O DNA stock quantificado, 
foram diluídos a uma concentração de 10 ng 
de DNA/µl em água mili-q. 

Amplificação dos loci SSR no DNA de 
tucumã

Foram amplificados oito pares de primers 
(mBg: 41, 58, 62, 66, 77 e 91. Bg: 17 e 55. 
Desenvolvidos por Billote et al. (2004) e 
Martinez et al. (2002), respectivamente, 
para a genotipagem do tucumã. Adicionou-

se ao primer forward de todos os lócus a 
seqüência M13, segundo o protocolo 
descrito por Schuelke (2000) com algumas 
modificações.

Reação de polimerase em cadeia (PCR), 
Diluição e genotipagem dos lócus

Apresentou volumes de 0,8 µL de H O mili-Q; 2

1,0 µL do buffer Tp10X; 1,0 µL de mix dNTP 
(20 µL de cada dNTP mais 720 µL H O mili-2

Q); 1,0 µL de MgCl  (25 mM); 1,0 µL de 2

primer reverse (2,5 mM); 0,5 µL de primer 
forward (2,5 mM); 0,5 µL de primer 
fluorescente M13 (5 mM); 0,2 µL do LGC 
Biotecnologia Taq DNA polimerase (5 U/µL); 
e 4,0 µL de DNA (10 ng). 

O programa consistiu na desnaturação 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 ºC por 30s, 
seguida por um ciclo de 72 ºC por 15 min, 20 
ciclos a 94 ºC por 10s, e finalmente 50 ºC 
por 20s, depois a 72 ºC por 30s, finalizando 
com uma extensão a 72 ºC por 30 min.

Do produto das PCRs, uma parte foi diluída 
em uma proporção de 10%, para ser utilizada 
na genotipagem. Os PCRs diluídos foram 
visualizados em seqüenciador automático 
(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 tucumã

Utilizou-se o programa MLTR “Multilocus 
Mating System Program” desenvolvido por 
Ritland (2002), estimando: 1) a taxa de 
cruzamento multiloco (t  ) da população; 2) a m

taxa de cruzamento média uniloco (t ) da s

população; 3) a correlação de paternidade de 
cruzamento entre dois irmãos, ou a
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proporção de irmãos-completos entre irmãos 
de cruzamento dentro das progênies (r  ) e 4) p

a  co r re l ação  de  c ruzamento  ou  
autofecundação entre lócus dentro das 
progênies (r ). O erro padrão das estimativas s

foi estimado por reamostragem bootstrap 
(RITLAND, 2004). Utilizaram-se 1.000 
reamostragens entre e dentro das progênies.

Resultados e Discussão

Propagação

A progênie seis iniciou a germinação no 
quinto dia, e a progênie cinco iniciou a 
germinação no 24º dia, sendo esta a última a 
iniciar a germinação. Todas as progênies 
tiveram período final de germinação de 269 
dias, com exceção da progênie 10, que foi 
de 172 dias. A desuniformidade na 
germinação das sementes de A. aculeatum 
também é relatada por Gentil e Ferreira 
(2005). 

O  t empo  méd i o  da  ge rm inação  
(aparecimento do pecíolo cotiledonar) das 
sementes foi bastante desuniforme, 
variando de 51 dias para a progênie 10 e de 
102 dias para a progênie 11 (Tabela 1). 
Gentil e Ferreira (2005) apresentaram tempo 
médio de aparecimento do pecíolo 
cotiledonar de 99 dias.

A porcentagem de sementes germinadas 
variou de 43,68% para a progênie 10 e de 
86,52% para a progênie 1 (Tabela 1).  Esses 
resultados são similares aos obtidos por 
Ferreira e Gentil (2006), que relatam 58% de 
germinação (sementes não embebidas) e 
70% de germinação (sementes submetidas 
a nove dias de embebição). 

Na fase de viveiro, a emergência ocorreu em 
média 50 dias após a repicagem das 
sementes germinadas para os tubetes, e a 
primeira folha bífida surgiu, em média, 30 

N°
Progênie

Início da
germinação

(dias)

13
13
10
13
24
5

10
13
13
10
21

5

67,6
98,2
83,1
67,2
92,4
67,5
93,5
83,5
57,8
51,0

102,2

80,5

Tempo
médio de

germinação
(%)

Germinação
(% )

Emergência
(%)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

Total

86,52
46,55
63,53
50,00
44,00
62,34
58,49
47,33
55,93
46,09
43,68

53,49

60,67
36,21
38,24
32,56
25,14
33,77
31,13
29,33
42,37
24,35
22,63

32,24

Da embebição até a formação da primeira 
folha bífida, quando se considera que a 
plântula está morfologicamente formada, o 
período médio foi de 161 dias. Para Gentil e 
Ferreira (2005), a completa expansão da 
primeira folha bífida se deu, em média, 253 
dias após a embebição da semente. 

Verifica-se também que a matriz que 
apresentou a maior percentagem de 
plântulas emergidas foi a matriz 1 (60,67%) 
e a que apresentou a menor percentagem de 
emergência foi a matriz 11 (22,63%).

Sistema de Cruzamento

A taxa de cruzamento multiloco e uniloco, a 
partir da qual as progênies foram originadas, 
foi de 97,8%, sugerindo que a espécie se 
reproduz por sistema misto de reprodução 
com predomínio de fecundação cruzada. 
Altas estimativas de cruzamento têm sido 
encontradas para outras palmeiras, como A. 
mexicanum (EGUIARTE et al., 1992) e 
Euterpe edulis (CONTE, 2004). 

S. L. F. Ramos et al.

dias após a emergência do eófilo, totalizando 
80 dias para se obter uma plântula com a 
primeira folha bífida. 

Tabela 1. Distribuição das progênies e resultados obtidos no 
processo de germinação e emergência das plântulas.
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Os resultados de autofecundação (ŝ = 1–  ) m

apresentaram taxa muito baixa, que foi de 
2,2%, e essa autofecundação é distribuída 
entre a correlação de t entre lócus 
(r=0,898) que corresponde à fração de s

endogamia devido à endogamia uniparental 
e à fração de endogamia biparental 
(1 -  r=0,102). s

A correlação da paternidade (r ) mede a p

proporção de indivíduos de cruzamentos que 
foram gerados por cruzamentos biparentais, 
ou seja, irmãos completos (MOURA, 2005). 
Em A. aculeatum, a  r =0,176, revelou que p

o processo de polinização cruzada foi 
aleatório com poucos cruzamentos 
biparentais. 

Conclusões

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

As altas taxas de fecundação cruzada 
verificadas na população de tucumã-do-
amazonas resultaram em progênies 
predominantemente compostas por meios-
irmãos.
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