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RESUMO

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes) € uma palmeira domesticada
gue vem se destacando como produtora de palmito. A base genética para 0 agronegécio vem
da raca primitiva Pampa Hermosa, Yurimaguas, Peru, que fornece a maioria absoluta das
sementes usadas na expansdo do agronegdcio e nos programas de melhoramento no Brasil,
devido a possuir plantas sem espinho que sGo mais produtivas que as de outrasragas. O uso de
marcadores moleculares possibilitara discriminar com maior confiabilidade entre populacdes
e progénies, orientando a selecdo de matrizes e a busca de vigor hibrido via maximizacéo de
heterozigosidade dentro da raca. Este trabalho avaliou a diversidade e a estrutura genética, as
relacfes genéticas entre as progénies e o0 sistema de reproducéo de pupunheira da ragca Pampa
Hermosa, usando oito loci microsatélites, para apoiar os programas de melhoramento que
usam estes recursos genéticos. Foram coletadas amostras de trés populagdes de pupunheira da
raca Pampa Hermosa e do mercado de Y uriméaguas mantidas no ensaio de progénies do INPA,
sendo 12 progénies do rio Cuiparillo (n=140), nove do rio Shanusi (n=130), 12 do rio
Paranapura (n=130) e 17 do mercado de Y urimaguas (n=168). A amostragem concentrou-se
em plantas selecionadas (121) para comprimento do palmito e ndo selecionadas (447). Existe
ata variabilidade genética nas progénies do ensaio, com média de 15,1 aelos por loci e
diversidade total (Hr) igual a 0,82. Os oito loci apresentaram 12 alelos comuns e 26 alelos
intermediérios presentes em todas as populaces e 0 mercado, e 83 alelos raros, sendo 14
privados, 10 esporadicos e 62 difundidos. As heterozigosidades observadas (H,) no conjunto
de plantas foram inferiores a heterozigosidade esperada (He) na maioria dos loci; no lécus
Bg02-08 H, foi muito inferior, sugerindo forte excesso de homozigotos neste lécus. A H, foi
menor em Shanusi (0,64) e maior em Paranapura (0,74). Os coeficientes de endogamia
variaram entre populacdes e mercado, sendo maior em Shanusi (0,190) e menor em
Paranapura (0,111). Detectou-se baixa divergéncia genética entre as populagdes e o mercado
(0=0,025; Gsr=0,019 e Rs1=0,018), certamente devido ao ato fluxo génico (9,8 migrantes por
geracdo). A AMOV A detectou 82,8% do total da variagdo dentro das progénies, 16% entre as
progénies dentro das populacbes e o mercado, e somente 1,3% entre as populacbes e o
mercado, confirmando uma estrutura genética minima e sugerindo que as populacbes e 0
mercado sdo altamente relacionadas. Este relacionamento foi confirmado pelos dendrogramas
de disténcias (Das) das populacbes, o qual mostra maior proximidade entre as populagcdes de
Paranapura e Cuiparillo, e entre o mercado e Shanusi. O dendrograma das progénies mostra
alta afinidade genética e formagao de grupos independentes de sua area geografica de origem.



As heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (He) foram altas para a maioria das
progénies, evidenciando alta variabilidade genética dentro das progénies. O coeficiente de
endogamia (f) para o conjunto de progénies ndo foi diferente de zero, evidenciando excesso de
heterozigotos e confirmando a adta variabilidade observada pelas estimativas de
heterozigosidade. A andlise do sistema de reproducdo revela que a espécie €
predominantemente aldgama. As altas taxas de cruzamento demonstram que as progénies sao
oriundas quase que exclusivamente por individuos provenientes de exocruzamento,
provavelmente devido a0 estégio fenoldgico (pico da safra) e ao sincronismo de floracéo
associado a0 comportamento do polinizador. Porém, as estimativas (t, - t) foram
significativas (0,101 a 0,202), evidenciando endogamia biparental, provavelmente decorrente
da prética agricola de plantar sementes de polinizagdo aberta de poucas matrizes na mesma
roca. A estimativa da correlagdo de paternidade foi baixa (variando de 0,051 a 0,112),
indicando pegquena proporcdo de irmaos-completos dentro das progénies e grande nimero de
doadores de pdlen (9 a 20) participando dos cruzamentos individuais. Portanto, as progénies
do ensaio s80 compostas em sua maioria por meios-irméos com elevada variabilidade
genética, evidenciada pelo alto nimero de doadores de pdlen, e sugere que a selecdo para
producdo de palmito poderd ser baseada nos modelos classicos de genética quantitativa
aplicados para espécies exclusivamente aldgamas. Essas informacfes ser8o utilizadas para
orientar 0s cruzamentos entre e dentro de progénies/populagdes. Dois planos de
melhoramento sdo factiveis com essa informacdo: melhoramento populacional, com
cruzamentos entre plantas e acessos altamente divergentes;, melhoramento por meio de
selecdo recorrente reciproca, com a criagdo de populagcbes divergentes em termos
morfométricos e genéticos.

Palavras-Chave: marcadores moleculares, ensaio de progénies, variacdo intrapopulacional,

taxa de cruzamento



ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY AND MATING SYSTEMS IN ELITE PROGENIES OF
SPINELESS PEACH PALM (Bactris gaspaes KUNTH) USING MICROSATELLITE
MARKERS: IMPLICATIONS FOR IMPROVEMENT FOR HEART-OF-PALM

The peach palm (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes) is a domesticated Neotropical palm
that isimportant as a cultivated source of heart-of-palm. The genetic base for this agribusiness
is the Pampa Hermosa landrace, Y urimaguas, Peru, that supplies the absolute majority of the
seeds used in the expansion of the agribusiness and the improvement programs in Brazil,
because its plants are spineless and more productive than those of other landraces. The use of
molecular markers will permit better discrimination among populations and progenies of the
landrace, guiding the selection of elite individuals and the search for hybrid vigor via
maximization of heterozygosity within the landrace. This study evaluated the genetic
diversity, population structure, and genetic relations among progenies and populations in a
progeny trial maintained at INPA, Manaus, Amazonas, as well as the mating system of the
peach palm using eight microsatellite loci, to support the improvement programs that use
these genetic resources. Samples from three populations of the Pampa Hermosa landrace and
from the market of Yurimaguas were collected from 12 progenies from the Cuiparillo River
(n=140), 12 from the Paranapura River (n=130), nine from the Shanusi River (n=130), and 17
from the market at Y urimaguas (n=168). The sampling concentrated on plants (121) selected
for heart length, and included non-selected plants (447). High genetic variability exists in the
progeny trail, with a mean of 15.1 alleles per locus and total diversity (Hy) equal to 0.82. The
eight loci had 12 common alleles and 26 intermediate-frequency alleles found in all the
populations and the market, and 83 alleles scattered among populations, with 14 private
aleles. The observed heterozygosity (Ho) in the trail was less than the He in the majority of
the loci; in locus Bg02-08 H, was very inferior, suggesting a strong excess of homozygotesin
this locus. The Ho was lowest in Shanusi (0.64) and highest in Paranapura (0.74). The
inbreeding coefficient f varied among populations and market, and was highest in Shanusi
(0.190) and lowest in Paranapura (0.111). Genetic divergence among the populations and the
market was low (0=0.025; Gsr=0.019 and Rsr=0.018), certainly due to high gene flow (9.8
migrants per generation). The AMOVA detected 82.8% of the total variation within the
progenies, 16% among the progenies within the populations and market, and only 1.3%
among the populations and the market, describing a weak genetic structure and suggesting



that the populations and the market are highly related. This relationship was confirmed by the
dendrograms of the Das genetic distances among the populations, with a greater proximity
between the populations of Paranapura and Cuiparillo, and between the Mercado and Shanusi.
The dendrogram of the Das genetic distances showed high genetic affinity among the
progenies and the formation of groups independent of their geographic origin. The H, and He
were high for the majority of the progenies, confirming high genetic variability within the
progenies. The inbreeding coefficient (f) for the progeny trial was not different from zero,
confirming an excess of heterozygotes and confirming the high variability observed from the
estimates of heterozygosity. The analysis of the mating system found that the species is
predominantly allogamous. The high out-crossing rate demonstrates that the progenies are
derived almost exclusively from individuals experiencing out-crossing, probably due to the
harvest representing the peak of the flowering season and to the synchronism of flowering
associated with the behavior of the pollinator. The estimates of crossing among relatives (tm -
ts) were significant (0.101 to 0.202), suggesting some biparental inbreeding, probably due to
the farmers’ practice of planting open-pollinated seeds of only a few seed sources in the same
plot. The estimate of paternity correlation was low (varying from 0.051 to 0.112), suggesting
asmall number of full sibs within the progenies and large number of pollen sources (9 to 20)
participating in the crosses. The progenies of the trial are composed mainly of half sibs with
great genetic variability, enhanced by the large number of pollen sources, and suggests that
selection for heart-of-palm production could be based on the classic models of quantitative
genetics applied to exclusively allogamous species. This information will be used to guide the
crosses among progenies/populations. Two improvement plans are feasible with this
information: population improvement, with crosses among highly divergent plants and
progenies; by reciprocal recurrent selection, with the creation of divergent populations based
on morphometric and genetic information.

K ey-words. molecular markers, progeny trial, intra-population variation, out-crossing rate
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INTRODUCAO

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) € uma palmeira domesticada pelos primeiros
povos amazOnicos e possui ampla distribuicdo geogréfica como consegiiéncia. Os processos
de distribuicdo e domesticacdo, combinado a um grande nimero de preferéncias humanas,
resultaram na criagdo de muitas racas primitivas, as quais possuem caracteristicas
morfolégicas, quimicas e produtivas que poderiam ser usadas como bases genéticas para
diferentes objetivos dentro de programas de melhoramento genético (CLEMENT & MORA
URPI, 1987).

O potencial econdmico da pupunheira inclui seu palmito e seu fruto para consumo
humano direto (MORA URPI et al., 1997). Atualmente a demanda principal € para o palmito
de pupunheira, cujo mercado encontra-se em franca expansdo no Brasil, com perspectivas
para a ampliacdo de seu consumo interno e sua exportacdo (YUY AMA et al., 2005), pois a
pupunheira € bem adaptada a muitos ecossistemas brasileiros e responde muito bem ao
manejo (BOVI, 2000). A partir da forte demanda para sementes de pupunheira inermes para
producdo de palmito um outro uso se destacas 0 mercado de sementes de pupunheira
(CLEMENT, 2000).

Nos programas de melhoramento genético para a producdo de palmito de pupunheira
existem trés possiveis bases genéticas (CLEMENT, 1997): as populacbes de Y urimaguas
(Peru; raga Pampa Hermosa); Benjamim Constant (AM, Brasil; raga Putumayo); e San Carlos
(Cogta Rica; raca Utilis). As populacdes da regido de Y uriméaguas, Peru, fornecem a maioria
absoluta das sementes usadas na expansdo deste agronegécio (BOVI, 1997), devido a serem
guase inermes (CLEMENT et al., 1988) e mais produtivas que outras populagdes (MORA
URPI et al., 1999).

Clement & Bovi (1999) mostraram 0 estado dos programas de melhoramento de



pupunheira no Brasil e identificaram os componentes de producéo (plantas inermes,
perfilhamento, rdpido crescimento, comprimento do palmito > 45 cm) que precisam ser
modificados pelos programas. No entanto, a maioria destes componentes de producéo de
palmito possui herdabilidades baixas (CLEMENT, 1995; FARIAS NETO & RESENDE,
2001). Neste caso a selegdo assistida por marcadores moleculares podera ser uma ferramenta
poderosa para garantir os ganhos genéticos (STUBER, 1992) que serd0 necessarios para
justificar os programas de melhoramento genético de pupunheira no Brasil (CLEMENT,
2001).

A variabilidade genética € a base para qualquer programa de melhoramento. Portanto,
conhecer 0s niveis e a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacGes/progénies de pupunheira inerme é fundamental para o estabelecimento de
estratégias adequadas a0 uso destes recursos genéticos e o direcionamento de cruzamentos,
aumentando assim a eficiéncia dos préximos passos do programa de melhoramento genético
de pupunheira no Brasil. Para o melhoramento, informacfes sobre as diferencas genéticas
entre individuos de uma populacéo e o estabelecimento de relaces genéticas entre diferentes
acessos de uma colecdo de germoplasma sdo fundamentais para auxiliar o melhorista na
tomada de decisdes. A determinacdo da forma preferencial de acasalamento também é
fundamental para a escolha do método de melhoramento mais adequado, pois existem
métodos especificos para os diferentes sissemas de reproducéo (DIAS & KAGEYAMA,
1982).

Atualmente os marcadores tipo microssatélites sdo a ferramenta preferida pelos
melhoristas para este proposito, pois sdo multi-alélicos, tem expressdo codominante e exibem
heranca mendeliana (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996), facilitando a analise genética.
Em plantas perenes, estes marcadores tém sido usados para avaliar a grau de heterozigosidade

complementar em matrizes usadas para cruzamentos que buscam vigor hibrido



(GRATTAPAGLIA, 1999). Edte uso € especialmente interessante na pupunheira, onde as
andlises isoenzimaticas detectaram pouca heterozigosidade (CLEMENT et al., 1997), o que
sugere que genes selecionados terdo menos heterozigosidade que loci neutros, como a maioria
dos microssatélites. Para avaliar variabilidade e heterozigosidade, os microssatélites seréo
mais eficientes que os marcadores dominantes (RAPD, AFLP), pois possibilitam a distingéo
entre o homozigoto e o heterozigoto.

Uma vez desenvolvidos, os microssatélites poderdo ser muito Uteis na valorizagcdo dos
recursos genéticos de pupunheira disponiveis, jA que poderdo ser usados para gerar as
informagdes sobre a estrutura genética com base nas estimativas das freqiiéncias alélicas e
genotipicas, levando a conclusdes sobre a magnitude e a distribuicdo da variabilidade entre e
dentro das populagfes, o que ira aumentar a eficiéncia dos préximos passos do programa de
melhoramento genético de pupunheira. Desta forma, o melhoramento da pupunheira pode
seguir o caminho do melhoramento de outras espécies perenes e gerar resultados Uteis mais
rapidamente.

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de progénies
selecionadas de pupunheira inerme do ensaio de progénies da raga primitiva Pampa Hermosa,
mantido pelo INPA, utilizando marcadores moleculares microssatélites. O capitulo 2
apresenta o protocolo de desenvolvimento e a caracterizacdo dos marcadores moleculares
microssatélites (artigo publicado na revista Molecular Ecology Notes). O capitulo 3 avalia 0s
niveis e a forma como a variabilidade genética é mantida dentro do ensaio de progénies,
através dos indices de diversidade genética. O capitulo 4 demonstra o grau de relacionamento
entre as progénies, através de distancias genéticas. O capitulo 5 estima as taxas de cruzamento
para definir o sistema de reproducéo predominante na pupunheira. Este trabalho gerou
informagdes Uteis que poderdo ser utilizadas nos proximos passos do melhoramento genético

para producdo de pamito, para orientar 0s cruzamentos entre e dentro de



progénies/populacdes e as proximas decisdes que possam ser tomadas no programa de

melhoramento.



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Caracteristicas da espécie

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes) € uma pameira
cespitosa (multicaule) pertencente a familia Palmae (MORA URPI et al., 1997). Ocorre nos
Tropicos Umidos americanos desde Honduras ao norte, a0 longo da costa do Atlantico na
América Central e América do Sul até Sao Luis do Maranhdo no Brasil, e ao longo da costa
do oceano Pacifico do sul da Costa Rica ao norte do Peru (ALMEY DA & MARTIN, 1980).

O edtipe pode atingir até 20 metros de comprimento e é dividido em nds, que sdo
cicatrizes deixadas pelas folhas, e entrends com presenca de espinhos (CLEMENT, 1987),
existindo algumas mutagbes sem espinho no estipe (inerme), selecionadas pelos primeiros
povos em diversas areas de ocorréncia da espécie. O sistema radicular é fasciculado, como em
outras monocotiledéneas, estendendo-se até 7 m do estipe e 2 m de profundidade. O diametro
do caule variade 15 a 30 cm e o comprimento dos entrends de 1 a 30 cm (MORA URPI et al.,
1997). O &pice do estipe sustenta uma coroa de 12 a 25 folhas pinadas, dependendo das
condi¢Bes ambientais, estado fisioldgico-nutricional e seu gendtipo (CLEMENT, 1986a). As
folhas tenras ndo expandidas, localizadas no centro da coroa, formam o palmito (MORA
URPI et al., 1997).

A inflorescéncia mondica aparece nas axilas das folhas senescentes, com flores
unissexuadas masculinas e femininas protegidas por uma espata lignificada que emerge da
axilafoliar. ApGs a polinizagéo, os cachos podem conter entre 50 e 1.000 frutos e pesar de 1 a
25 kg (MORA URPI et al., 1997).

O estdgio vegetativo juvenil da pupunheira dura em torno de trés a quatro anos,
quando comega o florescimento e, trés meses apds, a produczo de frutos (MORA URPI et al.,

1997). A floragdo e a frutificacdo da pupunheira s8o sazonais, respondendo as variagdoes



ecolégicas de forma ainda ndo bem entendida. O fruto € uma drupa, usualmente de cor
alaranjada, vermelho ou amarelo e pode ter estrias superficiais, pesando entre 10 e 250 g.

As pupunheiras cultivadas se desenvolvem melhor em solos férteis, ligeiramente
argilosos e a uma precipitacdo superior a 2.000 mm, com boa drenagem, porém podem
crescer em clima seco com sistema de irrigagdo por aspersdo e com temperatura média de
24°C ou superior (MORA URPI, 1992). Hoje, a pupunheira € cultivada principalmente no

Sudeste, sul do Nordeste, Centro-oeste e Amazonia.

1.2 Biologia Reprodutiva

A pupunheira € mondica, com flores estaminadas e pistiladas na mesma
inflorescéncia; protdgina, com flores pistiladas receptivas quando a espata se abre e flores
estaminadas que liberam podlen ao abrir e caem 24 horas mais tarde; o ciclo de polinizagdo
duratrés dias. Essa combinag3o sugere que a pupunheira € alogama (MORA URPI & SOLIS,
1980).

Segundo Mora Urpi & Solis (1980), existem trés mecanismos de polinizacdo na
pupunheira: o primeiro efetuado por besouros, o segundo pelo vento e o terceiro pela
gravidade, sendo este Ultimo limitado pela existéncia de um sistema genético de auto-
incompatibilidade. No entanto, Clement & Arkcoll (1984) demonstraram que, se existe esse
sistema, sua eficiéncia é atamente variavel, pois observaram de 0% a 88% de
autocompatibilidade em polinizagbes controladas na raga Putumayo plantada em Manaus,
AM.

A polinizagdo é realizada por besouros da familia Curculionideae pertencente aos
géneros Andranthobius (América Central) e Phyllotrox (Amazonia) (MORA URPI, 1982;
LISTABARTH, 1996), e Nitidulideos do género Epurea (LISTABARTH, 1996). S&o
besouros pequenos com uma autonomia de voo reduzida, entre 100 e 200 m (MORA URPI &

SOLIS, 1980) até 400 e 500 m (MEXZON et al., 1997 apud MORA URPI et al., 1997).



Entretanto, Beach (1984) relatou a presenca de besouros grandes na Costa Rica,
Scarabaeideos do género Cyclocephala, que, aé o presente, ndo tém sido observados
polinizando a pupunheira na Amazonia.

Embora a pupunheira seja aldgama, a autopolinizacdo podera ocorrer de trés formas:
dentro da mesma inflorescéncia (por intermédio de insetos, vento ou gravidade durante a
abscisdo das flores estaminadas), entre inflorescéncias do mesmo estipe (evento mais raro,
pois as inflorescéncias normalmente abrem em sequéncia, com alguns dias de intervalo), e
entre inflorescéncias em estipes diferentes dentro da mesma touceira (provavelmente mais ou
menos comum). Isto sugere que a autopolinizagcdo e, consequentemente, a endogamia e a
reducdo de heterozigosidade nas progénies podem ser mais ou menos frequentes (MORA
URPI et al., 1997).

A estrutura populacional da pupunheira parece ser composta de um ndmero de
subpopulagdes mais ou menos restritas. Assim, o tamanho efetivo das sub-populacdes poderia
ser pequeno, e subpopulagdes geneticamente isoladas estdo evoluindo (MORA URPI et al.,
1997). A estrutura natural é similar a estrutura sob cultivo, pois as rogas dos primeiros povos
tendem a ser pequenas e isoladas (CLEMENT, 1988). Essas consideracdes tém implicagcoes
importantes para a coleta, a conservacdo e 0 manejo de recursos genéticos da pupunheira, mas

foram levantadas apds a maioria das colegdes terem sido realizadas.

1.3 Domesticacéo

Segundo Clement (1987), a pupunheira foi domesticada pelos primeiros povos
americanos e sua distribuicéo se restringe as trilhas tragcadas por esses povos. Esta distribuicdo
permitiu que diferentes populagdes de pupunheira entrassem em contato, resultando em
hibridizac6es que liberaram uma explosdo de diversidade fenotipica e genotipica. As rogas,
relativamente isoladas no meio da floresta, recebiam poucas sementes, propiciando a fixagéo

dos alelos responsaveis pelas caracteristicas desejadas.



Este processo de distribuicdo e domesticacdo, combinado a um grande nimero de
preferéncias humanas, resultou na criacdo de muitas ragas primitivas. Estas ragas séo
conjuntos de populagdes domesticadas, sempre cultivadas, definidas por uma combinagéo
especifica de recursos genéticos originais, distribuicdo geogréfica restrita e historia étnica
associada (CLEMENT, 2000).

Na Amazonia foi proposta a existéncia de pelo menos oito racas de pupunheira e ao
noroeste dos Andes pelo menos mais cinco racas (MORA URPI et al., 1997). Acredita-se que
existem mais ragas de pupunheira a serem identificadas e descritas, pois a distribuicdo de
pupunheira € muito maior de que a &rea com racas descritas (CLEMENT, 2000).

Clement & Mora Urpi (1987) sugeriram que diferentes racas poderiam servir como as
bases genéticas para diferentes objetivos dentro do programa de melhoramento genético. Por
exemplo, a raca Pampa Hermosa (perto de Y uriméguas, Peru) possui uma alta frequiéncia de
plantas inermes; esta raca e as populagdes circunvizinhas fornecem as sementes para o
agronegoécio de palmito de pupunheira no Brasil (BOVI, 1997). Ainda, a raca Putumayo
(Brasil-Coldmbia-Peru) possui frutos com muito amido; esta raca poderia fornecer matéria
prima para um agronegécio de farinha para consumo humano, tanto no Amazonas como no

Acre (CLEMENT, 1996).

1.4 O uso e o potencial da pupunheira

Clement & Mora Urpi (1987) discutiram cinco usos atuais e potenciais da pupunheira:
(1) fruto para consumo humano direto, (2) farinha para panificagdo, (3) farinha para racéo
animal, (4) 6leo vegetal e (5) palmito. Hoje, apdés as mudancas nas economias latino-
americana e mundial, e de pesquisas sobre diversos aspectos da biologia, agronomia, quimica,
tecnologia e economia da pupunheira, € possivel avaliar o potencial econémico de cada uso,
bem como identificar outros usos, como por exemplo: sementes e madeira (CLEMENT,

2000).



Atualmente a demanda principal do mercado € para o0 pamito da pupunheira, cujo
mercado encontra-se em franca expansdo no Brasil, com perspectivas para a ampliacdo do
consumo interno e exportacdo (YUY AMA et al., 2005), pois a pupunheira € bem adaptada a
muitos ecossistemas brasileiros e responde muito bem ao manejo (BOVI, 2000). No passado,
0 mercado de palmito para exportacdo advinha do palmito extraido da palmeira jucara
(Euterpe edulis), que possui palmito de altissima qualidade, mas, devido seu ciclo de
producdo longo e sua exploragéo predominante extrativista, encontra-se em vias de extin¢éo
econdmica na Mata Atlantica. A pupunheira, por sua vez, apresenta um crescimento rapido,
perfilhamento e produz palmito de alta qualidade, facilitando seu manejo e possibilitando sua
instalacdo em &reas de cultivo (BOVI, 2000).

A partir da forte demanda para sementes de pupunheira inermes para producdo de
palmito, outro uso se destaca: 0 mercado de sementes de pupunheira (CLEMENT, 2000). Este
mercado era atendido pela importacdo de sementes de Y uriméguas, Peru (95% da demanda) e
Manaus, AM (5%). Em 2000, o governo do Peru restringiu as exportacbes para poder
incentivar esse agronegécio no Peru, causando uma diminuicdo draméica da oferta de
sementes a0 Brasil. Também, o Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e sua
Agéncia de Vigilancia Sanitéria estdo preocupados sobre a possibilidade de introduzir
doencas ou pragas com as sementes, 0 que esta atrasando negociacbes que facilitariam as
importagdes uma vez que o governo peruano liberou as exportagdes novamente. A demanda
anual de sementes é ao redor de 10 milhGes de plantas ou 20 milhdes de sementes, com valor
estimado de R$ 3 milhdes. No entanto, somente 2.000 ha sdo plantadas, devido a perdas

substanciais ocorridas nas varias etapas até o campo.

1.5 Melhoramento genético para producao de palmito
De acordo com Yuyama et al. (2002) os objetivos do melhoramento de pupunheira

para producéo de palmito sdo:



¢ rgpido crescimento;

¢ mais de quatro perfilhos, com rapido crescimento;

¢ altafreqiéncia de palmito comprido — maisde 45 cm; e
¢ plantas inermes.

No programa de melhoramento genético para a producdo de palmito de pupunheira
existem trés possiveis bases genéticas (CLEMENT, 1997): as populacbes de Y urimaguas
(Peru; raga Pampa Hermosa), as de Benjamim Constant (AM, Brasil; raga Putumayo), e as de
San Carlos (Costa Rica; raca Utilis). No entanto, amostras destas trés populacdes avaliadas
por Clement et al. (1997) possuem pouca variabilidade isoenzimética, possivelmente devido a
pressdo seletiva intensa para serem inermes, tanto pelos agricultores como pelos
pesquisadores. Mora Urpi & Clement (1988) sugeriram que as populagdes de Y uriméaguas
possuem genes de Benjamim Constant, o que foi confirmado por Adin et al. (2004), e
Clement et al. (1997) mostraram que estas duas populagdes possuem a maioria de seus alelos
isoenzimaticos similares. Se Y urimaguas e Benjamim Constant sGo excessivamente similares,
o vigor hibrido poderd ndo se apresentar, e sdo estas duas populacdes que sdo mais bem
representadas no BAG-Pupunha do INPA.

Clement & Bovi (1999) mostraram 0 estado dos programas de melhoramento de
pupunheira para palmito no Brasil e também identificaram os componentes de producéo
citados acima, que precisam ser modificados pelos programas. No entanto, a maioria destes
componentes de producéo de palmito possui herdabilidades baixas (CLEMENT, 1995). Neste
caso a selecdo assistida por marcadores moleculares mapeados no genoma podera ser uma
ferramenta poderosa para garantir os ganhos genéticos (STUBER, 1992) que serdo
necessarios para justificar os programas de melhoramento genético de pupunheira no Brasil

(CLEMENT, 2001).



1.6 Pupunheirainerme de Y urimaguas

Das trés populagdes importantes de pupunheira inerme, as populacdes de Y urimaguas
(Loreto, Peru) se destacam por possuirem de 60-80% de plantas inermes e por se encaixar
melhor no ideotipo (répido crescimento, perfilhamento, plantas inermes e comprimento do
palmito > 45 cm) de pupunheira para producéo de palmito recomendado por Clement (1995).
Estas populacdes sdo pertencentes a raca primitiva Pampa Hermosa.

A cidade Y urimaguas se encontra situada na margem ocidental do rio Huallaga, no
departamento de Loreto, na Amazonia Peruana (Figura 1). O distrito de Yuriméguas ocupa
ambas as margens do rio Huallaga, que forma o eixo do distrito. Os rios Paranapura, Shanusi,

Y anayacu, Cotoyacu, Mondongo, Zapote e Cuiparillo desembocam no rio Huagalla dentro do

distrito.
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Figura 1. Mapa politico e hidrografico da regido de Yuriméguas, Alto Amazonas, Loreto, Peru, onde
germoplasma de Bactris gasipaesinerme foi coletado em 1991. Fonte: Clement et al. (2001)



Esta regido foi alvo de trés coletas efetuadas pelo INPA (Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia) ao longo dos anos, uma em 1980 realizada por Wanders B. Chavez,
uma em 1983 pela expedicéo financiada pela US-AID e a de 1991, financiada pelo CNPq e
em conjunto com o |AC (Instituto Agrondémico de Campinas) e UNESP - Jaboticabal. Apés a
coleta de 1983, Mora Urpi & Clement (1988) identificaram uma raca primitiva na regido de
Pampa Hermosa, rio Shanusi, e uma populagéo hibrida ao redor da cidade de Y uriméguas, no
rio Huallaga.

Hoje, exemplares coletados nestas prospeccdes estdo representados no Banco Ativo de
Germoplasma de Pupunha (BAG-Pupunha) mantido pelo INPA, uma colegéo de pupunheira
inerme procedente de Y uriméguas, e num ensaio de progénies. O material de prospeccéo de
1991 serve de base para dois programas de melhoramento, os do IAC (Instituto Agrondmico
de Campinas) e o do INPA.

Na prospeccdo de 1991, registrou-se apenas o local de coleta e a presenca ou auséncia
de espinhos no tronco, em lugar de se usar os descritores de Clement (1986b). De acordo com
Clement (Com. Pessoal) dos 410 acessos coletados, 391 acessos foram semeados (houve
perda de 19 acessos no transporte), destes 316 germinaram e 279 foram levados ao campo.
Foram realizadas avaliagbes em relacdo a germinacao, pois esta caracteristica seriaimportante
para selecdo de progénies precoces (YUYAMA & CHAVEZ, 1996), na qual a maioria dos
acessos apresentou germinacdo tardia (> 60 dias), 50% dos acessos do rio Shanusi (raca
Pampa Hermosa) ndo germinaram, e apenas 25 % foram precoces (< 30 dias parainiciar).

A porcentagem de mudas com espinhos no peciolo/ragquis esteve abaixo de 5% em
todas as populacbes (YUYAMA & CHAVEZ, 1996); esta porcentagem € menor que a
esperada, considerando que as matrizes foram selecionadas por serem inermes e que existem
entre 60 a 80% das plantas aparentemente inermes na regido como um todo (CLEMENT et

al., 1988). Também de acordo com W. B. Chavez (dados ndo publicados), a maioria dos lotes



de sementes de Y uriméguas chegando ao mercado brasileiro possui entre 5 e 7% de mudas
com espinhos.

Na avaliacdo preliminar do ensaio de progénies, em termos de distribuicdo micro-
geogréfica, sugere-se maior vigor das plantas do rio Shanusi, devido a0 maior nimero de
folhas verdes e ao comprimento da réquis da terceira folha. No que diz respeito a precocidade
e ao didmetro do edipe na ocasido da extragdo do palmito, essa populagdo teve maior
porcentagem de acessos precoces e diametros maiores do gque as outras. Estes caracteres séo
dependentes da fertilidade do solo e da densidade de plantas e/ou de estipes (nimero de
perfilhos/planta), o que sugere uma maior absor¢éo de nutrientes pelas plantas do rio Shanusi
(Clement, 2001).

Outro caréer avaliado, o comprimento da coluna da copa, de onde se extrai 0 palmito,
foi maior na populagdo do rio Paranapura. Este comprimento tem relagdo direta com o
comprimento do palmito, pois a selecdo de plantas com palmito maior ou igual a 45 cm
Seguiu a mesma classificagéo.

Com base nesta avaliacéo preliminar, a populagdo do rio Shanusi seria indicada como
base para 0 melhoramento, pois concentra plantas inermes e alta taxa de crescimento relativo
(uma medida de vigor). No entanto, os dados de comprimento da coluna da copa e do pamito,
gue foi maior na populacdo do rio Paranapura, sugerem diferencas genéticas para estes
componentes de producdo. Se estes componentes apresentarem herdabilidades aceitaveis, a
populacdo do rio Paranapura poderia ser incluida no programa de melhoramento para
aumentar a producéo de palmito. De acordo com Mora Urpi et al. (1999) as populacdes de
Y uriméguas em geral sdo melhores que outras populacdes para a producéo de palmito, por
1SS0 todos 0s acessos estdo sendo avaliados.

Em relacdo a estrutura genética de alguns caracteres de interesse econdmico, 0s

espinhos do estipe e da folha vém causando muita discussdo sobre o melhoramento de



pupunheira, pois alguns autores dizem que plantas com espinho s&o melhores que plantas sem
espinho (inermes) e outros dizem que n&o importa (VILLACHICA et al., 1996). Uma das
hipéteses, que parece bem atrativa € a presenca de espinhos tem estrutura genética
mendeliana simples (um gene com dois ou poucos alelos controla a expressdo basica) e cada
carater poderia ter um ou mais genes modificadores também, portanto cada planta inerme
seria homozigoto, com dois alelos recessivos. Mas 0 nimero de genes modificadores aumenta
guando se analisa a distribuicdo dos espinhos na planta (estipe, peciolo/raquis, nervuras e
borda dos foliolos, espata), a distribuicdo na parte sobre consideracdo, a quantidade por area,
a0 formato, ao comprimento, etc. Por esta razdo Chévez Flores et al. (1990) partiram da
suposicao de que estes sdo caracteres quantitativos.

Chavez Flores et al. (1990) demonstraram diferentes valores de herdabilidade para a
presenca de espinhos (espinhos no peciolo/raguis tem uma herdabilidade média de h?=0,36,
sensu restricto), na beira do foliolo (h?=0,26) e os espinhos na nervura central do foliolo
(h?=0,14), ou seja, 0 efeito do ambiente nestes caracteres é importante. Portanto, ndo S0
caracteres mendelianos simples, embora a auséncia ainda possa ser recessiva e as plantas
inermes ainda poder&o apresentar depressdo endogamica (dados ndo comprovados), devido
esta ser mais homozigota que uma planta com espinhos da mesma populagéo.

Clement (1995) determinou que a herdabilidade de espinhos no peciolo/raquis variou
de média (0,27) a zero, numa amostra altamente derivada da populacéo de Benjamin Constant
(AM, Brasil, raca Putumayo), a qual apresentou uma alta taxa de endocruzamento que reduz a
herdabilidade. Adicionalmente, Clement (1995) confirmou uma observacdo de Chavez Flores
et al. (1990) de que plantas juvenis podem ter mais espinhos no peciolo/raguis que plantas
adultas. Este cardter tem menos herdabilidade ainda e plantas em ambientes mais variaveis e
secos possuem mais espinhos quando adultas do que plantas em ambientes mais constantes e

Umidos. O reconhecimento deste cardter é importante durante a caracterizacdo de



germoplasma, pois sugere que uma caracterizacdo tardia da planta podera levar a classifici la
como uma planta inerme.

A estrutura genética de diversos parametros de crescimento (taxa de crescimento
relativo - TCR, taxa de assimilacdo liquida - TAL, razéo de area foliar - RAF) também foi
estudada por Clement (1995) na amostra de Benjamin Constant em Havai durante diferentes
intervalos de medicdo, sugerindo que o intervalo da 12 & 22 avaliagdo ndo tem nenhum sentido
biolodgico para a planta, enquanto o intervalo da repicagem para o viveiro (semente recém
germinada) ao 1° corte para palmito representa uma fase de crescimento (0 estabelecimento,
sensu TOMLINSON, 1990). Adicionamente, Clement (1995) estimou herdabilidades para
precocidade (dias entre o plantio e o corte), nUmero de perfilhos, nimero de folhas, peso do
palmito, comprimento do palmito, etc. Todos estes caracteres tém herdabilidades que variam
amplamente dependendo das progénies usadas na andlise e dos ambientes incluidos, mas a
maioria apresentou herdabilidades baixas a médias.

Quanto a caracterizacdo molecular, Clement et al. (1997) usaram 16 loci de nove
enzimas para examinar trés amostras populacionais altamente derivadas (Benjamin Constant
[raca Putumayo], Yuriméguas [raca Pampa Hermosa], e San Carlos [raca Guatuso]) e
encontraram heterozigosidades variando de 0,05 (San Carlos) a 0,14 (Y uriméguas). As baixas
heterozigosidades encontradas e as identidades de Nei sugeriram que as populagdes sdo muito
relacionadas.

Andlises do DNA foram redlizadas na Raca Pampa Hermosa, populacdo do rio
Shanusi, a partir de marcadores RAPD, na qual observou-se uma heterozigosidade estimada
de 0,26, maior que as observadas com isoenzimas, e 75% de polimorfismo (RODRIGUES et
al., 2004a).

Mais recentemente estes marcadores foram utilizados para verificar se existiam outras

racas, além da Pampa Hermosa, naregido proxima de Y urimaguas. Foram analisados um total



de 120 plantas (30 de cada) das regides do rio Paranapura, rio Shanusi, Alto rio Huagallaerio
Cuiparillo. Os 73 marcadores Uteis demonstraram uma heterozigosidade estimada de 0,33. A
falta de estrutura populacional nos grupos formados a partir das similaridades de Jaccard
mostra que as populagdes ndo sdo muito distintas. Dos resultados das disténcias de Nei (1972)
pode-se inferir que a base genética é muito reduzida, com todas as populacdes altamente
relacionadas, portanto sugere-se uma so raga na regido de Y urimaguas e que o nome Pampa
Hermosa deve ser conservado (SILVA, 2004).

Adin et al. (2004) usaram AFLPs para analisar o fluxo génico entre as populagdes nas
comunidades indigenas e tradicionais ao longo dos rios Paranapura e Cuiparillo, e
determinaram que o fluxo é téo ato que a diferenciacdo populacional ndo ocorre. Estes
autores encontraram Nm=>5,8 entre 12 populagdes manejadas por povos indigenas ao longo do
rio Paranapura, Nm=6,4 entre quatro populactes manejadas por povos tradicionais ao longo
do rio Cuiparillo, e Nm=4,8 entre osrios. Estainformagéo corrobora com Silva (2004) de que
aregido de Y urimaguas contém apenas a raca Pampa Hermosa.

O ensaio de progénies de Y urimaguas mantido pelo INPA esta sendo submetido ao
método de selecdo massal populacional. As selecBes foram baseadas nas caracteristicas
especificadas por Yuyama et al. (2002) e avaliando os nimeros de progénies selecionadas,
aquelas que originaram do rio Cuiparillo, rio Huallaga e rio Paranapura tiveram as
porcentagens semelhantes (entre 75 a 77% de progénies selecionadas) bem como plantas
selecionadas dentro das progénies (7 a 8 % de plantas); por outro lado a do rio Shanusi teve
menor porcentagem de progénies selecionadas (58,82%) e plantas selecionados (5,67% de
plantas). Isto mostra que o nimero de folhas verdes ndo se correlaciona diretamente com o
comprimento do pamito, pois a particdo de assimilados do rio Shanusi pode aumentar o
numero de folhas e comprimento de raguis, mas ndo aumenta o comprimento de palmito

tenro. As progénies do rio Paranapura tém maior porcentual de plantas acima de 63 cm,



enguanto o rio Shanusi teve maior porcentagem (41%) de palmito entre 54 a 64 cm, seguida
do rio Paranapura (38%).

A etapa seguinte sera de recombinacdo entre as progénies selecionadas para verificar o
vigor hibrido. Entre as progénies diferentes, apos o estudo de distancia genética com auxilio
de marcadores moleculares, seréo avaliados o efeito da heterose, da capacidade geral (CGC) e
especifica de combinacdo (CEC). Paralelamente a esse estudo, serdo identificadas as
progénies com resisténcia a doencas e pragas (YUYAMA et al., 2002).

Em programas de melhoramento de espécies alégamas, como a pupunheira, a busca de
divergéncia genética dentro e entre populacdes, isto € a classificacdo de genitores em grupos
heterdticos, poderia ser usada na realizacdo de cruzamentos que irdo ampliar a variancia
genética nas populacbes segregantes (MESSMER et al., 1993). Além disso, 0 progresso
genético nessas populacdes esta diretamente ligado a manutencéo da variabilidade genética,
uma vez que quanto menor a variabilidade, menor os ganhos genéticos com a selecéo
(FALCONER, 1987). Dentre os métodos de melhoramento que poderiam ser utilizados para
este fim, o método de populacdo se baseia na associagdo entre a capacidade de competicéo ou
agressividade dos individuos e a produtividade em uma populagio heterogénea (BOREM,
1998), mas o risco deste método € a perda de gendtipos desgjaveis que mostram baixa
capacidade de competicdo nos ensaios de progénies. Outra estratégia de melhoramento € o
método de selecdo recorrente reciproca que visa aumentar gradativamente a freqliéncia de
alelos favoraveis, além de manter a variabilidade genética a cada ciclo para selecionar em

ciclos subsegientes, para entdo estabelecer os grupos heteréticos (SOUZA JR., 2001).

1.7 Uso de mar cadores molecular es no melhoramento de plantas
O uso de marcadores moleculares no melhoramento de plantas, tanto anuais como

perenes, tem expandido rapidamente nos Ultimos anos. Este avango tem sido acompanhado de



perto pelo grande desenvolvimento nas éreas da bioinformética e da genética quantitativa, que
tem contribuido para o atual nivel de conhecimento sobre a diversidade e a estrutura genética
de vérias espécies cultivadas, bem como de espécies silvestres. A aplicacdo dessas
metodologias para acelerar e monitorar os programas de melhoramento genético tem
permitido grandes avancos no desenvolvimento de variedades melhoradas (MILACH, 1998).

A escolha dos genitores e o planejamento dos cruzamentos séo etapas de fundamental
importancia para o sucesso de um programa de melhoramento (BOREM, 1998). Estas etapas
podem ser auxiliadas por meio dos marcadores moleculares, que fornecem aos melhoristas
informacOes genéticas adicionais e mais detalhadas dos genétipos, aumentando a
probabilidade de obtencdo de cultivares superiores. A identificacdo e selecdo de genitores
superiores sao criticas em espécies perenes, como fruteiras e esséncias florestais, uma vez que
0 tempo para obtencdo de uma cultivar melhorada € bastante longo.

Os marcadores tipo RAPD sdo ferramentas eficientes para 0 exame da variagdo
genética porque s2o relativamente faceis e baratos, revelam muita variabilidade distribuida em
todo o genoma, mas sdo de expressdo dominante em cada l6cus, limitando a informagéo
disponivel (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). Ja os marcadores tipo microssatélite
sdo mais eficientes, embora mais dificeis e caros para desenvolver. Sdo mais informativos
porque exibem heranca mendeliana, sdo multi-alélicos e tem expressdo codominante
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996), facilitando a andlise genética. Outras técnicas
moleculares tém se destacado para acessar a variabilidade em plantas, como por exemplo, o
marcador AFLP, que é acessivel e gera grande nimero de marcadores polimérficos. No
entanto, € do tipo dominante, apresentando menos informacéo por I6cus quando comparado
aos marcadores co-dominantes (SOUZA, 2001).

Estas tecnologias e outras sGo usadas para caracterizar e identificar cultivares,

documentar a paternidade de cultivares ou hibridos inter e intra-especificos, e examinar as



relacbes genéticas entre acessos em colecbes de germoplasma (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996). Além disso, podem servir como marcadores para caracteres
guantitativos, como o crescimento e a produtividade, e na construcdo de mapas genéticos
(MILACH, 1998).

As informagdes geradas por esses marcadores irdo contribuir diretamente nos estudos
de variacdo genética em populaces de uma espécie. Esses estudos envolvem basicamente
duas questbes. quantificar os niveis de variabilidade dentro das populacdes e caracterizar o
nivel de estruturacdo genética entre populacdes (HAMRICK, 1983).

A variabilidade genética intrapopulacional tem sido quantificada em termos de
nimeros de alelos por l6cus (A), percentagem de loci polimérficos (P), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He) sob equilibrio de Hardy Weinberg e indice de fixacdo (f)
(HAMRICK, 1983). Estas estimativas caracterizam e comparam os niveis de diversidade
genética dentro de cada populacgo. Além disso, o indice de fixacdo (f) tem sido utilizado
como uma medida de desvios do equilibrio de Hardy Weinberg dentro de cada populag&o.

A segunda questdo, de particular importancia para o melhoramento, refere-se a
maneira pela qual a variabilidade genética € repartida entre e dentro das populacfes, ou segja, a
estrutura genética das populactes, a qual é resultante da acdo de forcas evolutivas, tais como:
mutacdo, migracdo, selecdo e deriva genética atuando dentro de cada populacéo e espécie
(HAMRICK, 1982). Em espécies com populaces domesticadas a acdo das forcas evolutivas
inclui a selecdo humana, deriva devida ao tamanho de plantios, migracdo mediada por
humanos e uma preferéncia para manter mutagdes curiosas ou interessantes, mesmo que a
mutacdo reduza a adaptacdo da planta.

Para caracterizar a estrutura genética de populagdes trés metodologias tém sido
empregadas. estatisticas F, que fornecem os indices de fixacdo de alelos para o total das

populacbes, média dentro e entre populacbes, com base em medidas de probabilidade de



identidade por descendéncia (WRIGHT, 1965; NEI, 1977); a andlise de variancia das
freqUéncias génicas, que distribui a variabilidade genética em diversos niveis hierérquicos,
considerando o processo amostral nas estimativas (COCKERHAM, 1969; WEIR, 1996); e a
andlise da diversidade génica em populagdes subdivididas, que fornece, a partir de uma
metodologia estatistica simples, a proporcéo da variabilidade genética contida entre e dentro
das populagdes e os niveis de heterozigosidade esperados para o total e a média das
populagdes (NEI, 1973; 1977; 1987). Segundo Reis (1996), todas as trés metodologias
apresentam bases genéticas similares e sdo complementares quanto ao significado biolégico,
especialmente se 0s marcadores forem neutros, a anostragem aleatdria e as populacdes forem
originadas de uma Unica populacdo ancestral.

Outra abordagem que ira auxiliar no entendimento da estrutura genética é a obtencéo
de informagdes sobre 0 sistema de reproducdo da espécie, que determina como a informagéo
genética é transferida de uma geracdo para outra (WRIGHT, 1921), permitindo entender a
maneira como a variabilidade genética se organiza no espaco e no tempo. O sistema de
reproducdo pode ser caracterizado basicamente por dois modelos. 0 modelo aleatério e o
modelo misto de reproducdo (SEBBENN et al., 2000). O modelo de cruzamentos aleatérios é
0 modelo de equilibrio de Hardy Weinberg, que € o mais comum e mostra como as
distribuicdes das freqiéncias génicas surgem de uma geracao para outra; a pressuposicdo de
cruzamentos aleatérios serve como padréo de referéncia, permitindo a comparagéo com 0s
cruzamentos observados (CLEGG, 1980). No modelo de reproducéo mista, a taxa de
cruzamento t pode ser estimada por dois métodos. o primeiro baseado no equilibrio de
Endogamia de Wright — EEW, onde a pressuposicdo de EEW garante que toda a endogamia
observada pode ser atribuida ao sistema de reproducdo, ou seja, autofecundacdo e
cruzamentos entre aparentados (VENCOV SKY, 1994; WEIR, 1996); e o0 segundo baseado

nos gendtipos multilécus observados em progénies de mées conhecidas (BROWN &



ALLARD, 1970; RITLAND & JAIN, 1981), que permite a obtencdo de estimativas mais
adequadas da taxa de cruzamento e tem sido 0 mais empregado, pois leva em consideracéo as
combinagBes genotipicas envolvendo todos os loci. As estimativas sdo obtidas por maxima
verossimilhancga, e admite que as populacdes se reproduzem por autofecundacdes a umataxa s
e por cruzamentos aleatérios a uma taxat (RITLAND & JAIN, 1981; RITLAND, 1990),
permitindo a observacdo de cruzamentos ndo a0 acaso (Cruzamentos entre parentes e
autofecundagoes).

A disponibilidade de dados de marcadores moleculares para diversas populagdes ou
gendtipos também permite o estabelecimento de estimativas de similaridade ou distancias
genéticas, que normalmente é proporcional ao tempo de divergéncia dos gendtipos em relacéo
a um ancestral comum (WEIR, 1996). De acordo com Milach (1998) é possivel separar os
estimadores de distancia genética em dois grandes grupos: @) as distancias geométricas,
destacando as disténcias de Roger modificada, o indice de similaridade de Nei e Li, e a
estimativa de disténcia D de Barbosa Neto et al. (1997), as quais variam de zero a um, o que
facilita ainterpretacdo dos resultados; b) as distancias que requerem pressuposicoes genéticas,
das quais a mais empregada € a distancia de Nei, que mede as proporcdes de genes iguais
entre e dentro de populagdes e é diretamente proporcional ao tempo de divergéncia das duas
populagcdes sob comparacéo. Apesar de ser utilizada em diversos trabalhos, esta distancia néo
€ a melhor opcdo para estudos visando o melhoramento de plantas, uma vez que pode variar
de zero ao infinito; desta forma sua interpretacéo ndo é direta, podendo gerar confusbes na
comparacao de diferentes gendtipos.

A sintese de informagdes sobre a diversidade e a estrutura genética das populacdes, as
estimativas das taxas de cruzamento e as relagcbes genéticas poderdo ser usadas para
estabelecer estratégias de selecdo de gendtipos superiores e manutencéo da variabilidade

genética para uso em programas de melhoramento e conservacéo (MILACH, 1998).



Em pupunheira, marcadores RAPD foram usados para avaliar a hipotese da existéncia
de sete ragas primitivas na Amazénia (ragca Para, Putumayo, Solimdes, Pampa Hermosa) e na
América Central (Utilis, Tuira, Guatuso) (RODRIGUES et al., 2004a8). A caracterizacdo
molecular validou a existéncia das racas Para e Pampa Hermosa; neste caso as interpretacbes
morfolégicas e genéticas estdo de acordo. A mesma caracterizagdo sugeriu uma sO raga na
América Central (ragas Utilis, Tuira, Guatuso). Também na Amazbnia, ao longo do rio
Solimdes, sugeriu uma s raca, em lugar de duas. Esta discriminagdo tem importancia prética,
pois € mais provavel que hibridizacdes entre plantas de racas diferentes apresentem vigor
hibrido do que hibridizaces entre plantas da mesma ragca, como observado no programa de
melhoramento de dendé (Elaeis guineensis) na Africa (HARTLEY, 1977).

Em plantas perenes, estes marcadores tém sido usados para avaliar a grau de
heterozigosidade complementar em matrizes usadas para cruzamentos que buscam vigor
hibrido (GRATTAPAGLIA, 1999). Este uso é especialmente interessante na pupunheira,
onde as andlises isoenzimaticas detectaram pouca heterozigosidade (CLEMENT et al., 1997).
Para esta finalidade, os microssatélites serdo mais eficientes que os RAPDs e os AFLPs, pois
possibilitam a distinggo entre o homozigoto e o heterozigoto.

A utilizagdo da divergéncia genética para orientar a escolha dos parentais a serem
intercruzados em programas de melhoramento visa obter maior efeito heterético nas
populagdes hibridas. Em espécies como o milho, a caracterizacdo de linhagens em grupos
heterdticos é de fundamental importancia na escolha dos genitores para a obtencéo de hibridos
com elevado desempenho agronémico. Medidas de distancia genética por meio de RFLP tém
sido utilizadas na classificacdo de linhagens de milho em grupos heteréticos, bem como a
alocacdo de novas linhagens de origem desconhecida nos diferentes grupos (LIVINI et al.,
1992). A correlacdo entre as distancias genéticas e a heterose para caracteristicas importantes

tem sido observada em canola (Brassica napus) (ALI et al., 1995) e em mostarda (Brassica



sinapis) (SEKHON & GUPTA, 1995).

Andlise da diversidade genética entre acessos de bancos de germoplasma tem gerado
informagdes que otimizam a manutencéo e 0 manejo das colecdes bésicas, facilitando o
acesso dos melhoristas a novos conjuntos génicos. Estes estudos tém sido conduzidos em
palmeiras, como coco (Cocos nucifera L.) (PERERA et al., 1999), tamara (Phoenix
dactilifera) (ZEHDI et al., 2004) e dendé (Elaeis guineensis Jacq.) (HAYATI et al., 2004), e
tem contribuido para programas de melhoramento na manutencdo e uso da variabilidade

existente.

1.8 Marcadores microssatélites
Marcadores moleculares codominantes tém sido usados nos estudos genéticos de
populacfes naturais e nos programas de melhoramento, auxiliando a selecdo de gendtipos
superiores. Entre esta classe de marcadores, os marcadores seqiiéncias simples repetidas
(SSR) ou microssatélites sdo 0s que mais se aproximam ao marcador ideal para estudos de
genética de populagdes (RAFASKI et al., 1996). Isto se deve ao fato de tais marcadores
possuirem caracteristicas extremamente favoraveis para este fim (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996). Dentre elas destacam-se:
¢ S3o abundantes e uniformemente distribuidos por todo o genoma;
¢ SAo tipicamente codominantes;
¢ S3o atamente multi-alélicos, apresentando o maior contelido informativo por lécus
entre todas as classes de marcadores moleculares,
¢ S&o obtidos através de amplificacdo via PCR;
¢ Sdo automatizaveis em sistemas multiplex, o que permite avaliar rapidamente um
grande nimero de individuos para um grande nimero de loci em pouco tempo;
¢ Podem ser transferidos dentro de espécies de um mesmo género;

¢ Uma vez desenvolvidos, podem ser compartilhados entre diferentes laboratérios.



Devido & expressdo co-dominante e a0 multi-alelismo, os marcadores SSR sdo 0s que
possuem 0 mais elevado conteldo de informacdo de polimorfismo na terminologia de
marcadores moleculares. Por causa disso, toda e qualquer populagdo segregante pode ser
utilizada como populacéo referéncia para estudos de ligagéo e mapeamento genético. Assim, a
escolha da populagéo para mapeamento ndo mais precisa ser feita com base na maximizagéo
da disténcia genética e sim visando a populacdo mais informativa do ponto de vista das
caracteristicas bioldgicas ou econdmicas de interesse (MILACH, 1998).

Apesar de todas estas vantagens demonstradas pelos microssatélites, a utilizacdo em
larga escala tem um custo elevado e requer tecnologias para o seu desenvolvimento. Um
laboratorio equipado com aparelhos utilizados em rotinas de biologia molecular necessé&rios
para este fim nem sempre € disponivel nas instituicdes de pesquisa.

Para a obtencdo dos pares de ‘primers que amplifiquem regides repetitivas de
microssatélites, sfo necessarios passos de caracterizacdo de abundancia de diferentes motivos
repetitivos (‘motifs’), construcdo de bibliotecas, sequenciamento do DNA e ampla triagem
dos ‘primers’ construidos, visando identificar loci mais informativos. As principais aplicactes
de marcadores SSR tém sido em estudos de mapeamento genético, genética de populactes e
identificacdo individual em humanos, animais domésticos e plantas (CREGAN et al., 1999;
EVETT et al., 1997). Os microssatélites em plantas sdo cerca de cinco vezes menos
abundantes do que em humanos, onde ocorre um microssatélite (maior que 20 pb) a cada 6
Kb. Nas monocotiledbneas, é esperado um microssatélite a cada 65 Kb, enquanto nas
dicotiledbneas, um SSR a cada 21 Kb. Em milho, estima-se que ocorraum SSR a cada 58 Kb
(WANG et al., 1994). Em plantas um dos primeiros trabalhos publicados descrevendo estes
marcadores foi em espécies arboreas tropicais (CONDIT & HUBBELL, 1991), na qual foram
detectadas grande abundancia de dinucleotideos repetidos do tipo AG e AC no genoma de

plantas. Powell et al. (1996) observaram que em animais e em humanos, a abundancia de



microssatélites é superior em relacd a encontrada em plantas. O tipo de dinucleotideo
repetido mais freqlente em plantas é AT seguido pelo AG e pelo AC (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996); entretanto os microssatélites desenvolvidos para motivos AT sdo
raros devido a autocomplementariedade das sondas utilizadas durante o desenvolvimento dos
marcadores com este tipo de dinucleotideo repetido (RAFASKI et al., 1996). A quantidade de
AG e AC em plantas varia de espécie para espécie; em Pinus, por exemplo, a quantidade de
AC é duas vezes maior que ade AG (ECHT & MAY-MARQUARDT, 1997). A maioria dos
trabalhos apresenta “primers’ que amplificam regibes de microssatélites dinucleotideos,
possivelmente devido estas regifes serem mais abundantes do que ostri e tetranucleotideo.

Atualmente, muitos loci SSR estdo descritos para espécies arbéreas como Eucalyptus
ssp (BRONDANI et al., 1998), incluindo palmeiras Cocos nucifera (RIVERA et al., 1999),
Euterpe edulis (GAIOTTO et al., 2001), Elaeis guineensis (BILLOTTE et al., 2001), e
Bactris gasipaes (MARTINEZ et al., 2002; BILLOTTE et al., 2004, RODRIGUES et al.,
2004b). Todos estes trabalhos demonstram que loci SSR sdo altamente multi-alélicos e
informativos para estudo de estrutura genética de populacdes, permitindo estimar com
precisdo heterozigosidade, disténcia genética, relacdes de parentesco e fluxo génico.

Para pupunha estdo disponiveis 40 loci microssatélites, dos quais 30 sdo altamente
polimorficos e transferiveis para outras espécies do género Bactris (MARTINEZ et al., 2002;
BILLOTTE et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004b). Alguns destes loci tém sido utilizados
para andlise de diversidade e estrutura genética de populagdes de pupunha cultivada e
silvestre (COUVREUR et al., 2006; COLE et al., 2007; HERNANDEZ, 2005). Dos loci
desenvolvidos por Rodrigues et al. (2004) serdo utilizados oito loci para andlise de
diversidade genética e sistema de cruzamento das populagdes de pupunheira inerme da regido
de Yurimaguas no Peru, o que ira subsidiar os programas de melhoramento que utilizam este

recurso.
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3 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM PROGENIES
SELECIONADAS DE PUPUNHEIRA INERME DA RACA PRIMITIVA
PAMPA HERMOSA (YURIMAGUAS, PERU) USANDO MARCADORES
MICROSSATELITES

RESUMO

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes) € uma palmeira domesticada
com ampla distribuicdo nos trépicos Umidos americanos. As populagdes da raca primitiva
Pampa Hermosa (Y uriméguas, Peru) fornecem a maioria das sementes usadas na expansao do
agronegécio de palmito cultivado e nos programas de melhoramento no Brasil, devido a
possuir plantas inermes e mais produtivas que as de outras ragas. Oito loci microssatélites
foram utilizados para avaliar a diversidade e a estrutura genética de progénies selecionadas de
trés populacdes de pupunheira da raga Pampa Hermosa (rio Cuiparillo [12 progénies; n=140];
Paranapura [12 progénies; n=130]; Shanusi [9 progénies; n=130]) e amostras coletadas no
mercado de Y urimaguas (17 progénies; n=168) mantidas em ensaio de progénies. Um total de
121 alelos foi detectado, com média de 15,1 aelos por l6cus. A estimativa de diversidade
total (Hy) foi de 0,82, similar a observada em outras espécies de palmeiras cultivadas, como
coco (Cocos nucifera L.) e dendé (Elaeis guineensis Jacg.). As heterozigosidades observadas
(Ho) foram inferiores as esperadas (He) em todos os loci; no lécus Bg02-08 H, foi muito
inferior, sugerindo forte excesso de homozigotos. A H, foi menor em Shanusi (0,64) e maior
em Paranapura (0,74). Os coeficientes de endogamia (f) variaram entre populagdes e mercado,
sendo maior em Shanusi (0,190) e menor em Paranapura (0,111); estes indices de endogamia
podem ser atribuidos a prética agricola de plantar meios-irméos nas rogas. Detectou-se baixa
divergéncia genética entre as populacdes e o mercado (6=0,025; Gsr=0,019 e Rs=0,018),
certamente devido ao alto fluxo génico (Nm=9,8). A AMOVA detectou 83,7% do total da
variagao dentro das progénies, 15% entre as progénies dentro das populagdes e somente 1,2%
entre as populacdes e 0 mercado, confirmando uma estrutura genética minima e sugerindo que
as populacdes e 0 mercado sdo altamente relacionados. No entanto, existe alta variagdo intra-
populacional que podera ser utilizada pelos programas de melhoramento, permitindo selecéo e

cruzamentos entre matrizes dentro e entre as populagdes.

Palavras-chave: Bactris gasipaes, variacdo genética inter e intra-populacional, endogamia,

fluxo génico



GENETIC DIVERSITY AND STRUCTURE OF SELECTED
PROGENIES OF THE PAMPA HERMOSA LANDRACE OF SPINELESS
PEACH PALM (YURIMAGUAS, PERU) USING MICROSATELLITE
MARKERS

ABSTRACT

The peach palm (Bactris gasipaes Kunth) is a domesticated palm that is widely distributed in
the humid Neotropics. The populations of the Pampa Hermosa landrace (Y urimaguas, Peru)
supply the majority of the seeds used in the expansion of the cultivated heart-of-palm
agribusiness and in improvement programs in Brazil, because the are generally spineless and
more productive than other landraces. Eight microsatellite loci were used to evaluate the
diversity and genetic structure of selected progenies of three populations of the Pampa
Hermosa landrace (Cuiparillo River [12 progenies, n=140]; Paranapura River [12 progenies;
n=130]; Shanusi River [9 progenies, n=130]) and samples from the market of Y urimaguas (17
progenies, n=168) maintained in a progeny trial. A total of 121 alleles were detected, with a
mean of 15.1 alleles per locus. The estimate of total diversity (Hy) was 0.82, similar to
observations in other species of cultivated palms, such as coconut (Cocos nucifera L.) and oil
palm (Elaeis guineensis Jacg.). The observed heterozygosity (H,) was inferior to the expected
heterozygosity (He) in all loci; in the Bg02-08 locus, H, was very inferior, suggesting a strong
excess of homozygotes. H, was lowest in Shanusi (0.64) and highest in Paranapura (0.74).
The inbreeding coefficient (f) varied among populations and the market, being highest in
Shanusi (0.190) and lowest in Paranapura (0.111); this inbreeding may be attributed to the
agricultural practice of planting groups of half-sibs in swidden-fallow systems. Genetic
divergence among the populations and the market was low (6=0.025; Gsr=0.019; Rs=0.018),
certainly due to high gene flow (Nm = 9.8). The AMOVA detected 83.7% of the total
variation within the progenies, 15% among the progenies within populations, and only 1.2%
among the populations and the market, confirming a weak genetic structure and suggesting
that the populations and the market are closely related, as expected in a landrace. However,
high intra-population variation exists that could be used by the improvement programs,

permitting selection and the combination of specific plants, progenies and populations.

Key-words. Bactris gasipaes, inter and intra-population genetic variation, inbreeding, gene

flow.



3.1INTRODUCAO

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes Kunth var. gasipaes) € uma palmeira
domesticada com ampla distribuicdo nos tropicos Umidos americanos. Os processos de
domesticacdo e distribuicdo contribuiram para a criagdo de um complexo de ragas primitivas,
que possuem caracteristicas morfoldgicas, quimicas e produtivas proprias (MORA URPI et
al., 1997). Clement & Mora Urpi (1987) observaram que diferentes racas poderiam servir
como bases genéticas para diferentes objetivos dentro de programas de melhoramento
genético.

A importancia econdmica desta palmeira inclui seu palmito e seu fruto para consumo
humano (MORA URPI et al., 1997). Hoje, o agronegdcio do palmito de pupunheira encontra-
se em franca expansdo no Brasil, com perspectivas para a ampliacdo de seu consumo interno e
para sua exportacdo (YUYAMA et al., 2005). A base genética para o agronegdcio na América
Latina vem de populacdes de trés ragas primitivas de pupunheira inerme: Pampa Hermosa,
Putumayo e Guatuso. As da raca Pampa Hermosa, encontradas ao redor de Y urimaguas,
Loreto, Peru, fornecem a maioria absoluta das sementes usadas na expansdo do agronegocio
de palmito no Brasil (BOVI, 1997), devido a serem quase inermes (CLEMENT et al., 1988) e
mais produtivas que outras populagdes (MORA URPI et al., 1999). Por sua vez, as
populacdes da raca Putumayo sdo oriundas do oeste da Amazonia, enquanto que as da raca
Guatuso sdo encontradas ao redor de San Carlos, Alajuela, Costa Rica (CLEMENT, 1997). A
raca Pampa Hermosa forma a base dos programas de melhoramento da maioria das
instituicdes Latino-Americanas, enquanto que a raca Putumayo é parte do programa da
Embrapa, no Brasil, e araca Guatuso € parte do programa em Costa Rica.

O Ingtituto Nacional de Pesguisas da Amazodnia (INPA) mantém um ensaio de
progénies coletadas em 1991 ao longo dos rios Cuiparillo, Paranapura e Shanusi, e no

mercado da cidade de Y urimaguas, Peru (CLEMENT et al., 2001). Avaliacdes morfométricas



dos componentes de producdo de palmito neste ensaio demonstraram tendéncias de diferencas
entre as populacdes, com maior vigor das plantas coletadas ao longo do Rio Shanusi. Estas,
guando comparadas as das outras trés populacles, apresentaram maior nimero de folhas
verdes e comprimento da raquis da terceira folha, bem como maior precocidade e didmetro do
estipe por ocasido da extracdo do palmito. O comprimento da haste, de onde se extrai o
palmito, foi maior na populacéo do Rio Paranapura e menor na do mercado. A populacéo do
Rio Cuiparillo apresentou valores intermediarios para todos os caracteres avaliados
(YUYAMA et al., 2002). Apesar de existirem tendéncias para diferencas morfométricas e
produtivas entre estas populagdes, seu uso sera dificil porque as herdabilidades destes
componentes de producéo sdo baixas (CLEMENT, 1995; FARIAS NETO & RESENDE,
2001).

As populacfes da raca primitiva Pampa Hermosa tém sido objeto de andlise genética
por diversos autores devido a sua importancia para o agronegocio. Analises isoenziméticas
(nove enzimas com 16 loci e 38 alelos) detectaram mais variabilidade na ragca Pampa
Hermosa (heterozigosidade observada de 0,14 e 69% dos loci polimorficos) que nas ragas
Putumayo (0,07 e 56%) e Guatuso (0,05 e 44%) (CLEMENT et al., 1997). A primeira andlise
direta do DNA realizada na raga Pampa Hermosa, com 97 marcadores RAPDSs, detectou uma
heterozigosidade observada (H,) de 0,26 e 75% de polimorfismo, enquanto que a raca
Putumayo apresentou 0,27 e 77%, e a raga Guatuso apresentou 0,23 e 67%, respectivamente
(Rodrigues et al., 20044). A andlise também mostrou que a raca Pampa Hermosa € claramente
diferente da raca Putumayo, geograficamente mais préxima, embora exista alto fluxo génico
entre essas ragas (Nm=11). E possivel que a maior variabilidade genética em Pampa Hermosa
contribui para sua maior produtividade, considerada a melhor das ragas primitivas testadas na

CostaRica (MORA URPI et al., 1999).



Marcadores RAPDs também foram utilizados para verificar se existiam outras ragas,
além da Pampa Hermosa, na regido proxima de Y uriméguas, como sugerido por Mora Urpi &
Clement (1988) numa tentativa de explicar a alta variabilidade genética observada. O estudo
comparou as populacdes existentes ao longo dos rios Huallaga, Cuiparillo, Paranapura e
Shanusi (base da proposta original da raca Pampa Hermosa) por meio da andlise de acessos
mantidos no Banco de Germoplasma de Pupunha do INPA. Os 73 marcadores detectaram
uma H, de 0,33 e 90% de loci polimérficos, mas ndo foi possivel detectar estrutura
populacional que refletisse o sistema fluvial, sugerindo que as populacbes sdo muito
relacionadas. As distancias de Nei (1978) evidenciam muita similaridade (todas menores que
0,027), sugerindo a existéncia de uma so raga naregido de Y uriméaguas (SILVA, 2004).

Adin et al. (2004) usaram marcadores AFLPs para analisar o fluxo génico entre as
populactes de pupunheiras existentes nas comunidades indigenas e tradicionais ao longo dos
rios Cuiparillo e Paranapura, e determinaram que o fluxo é téo ato que a diferenciacéo
populacional quase ndo ocorre, 0 que apdia a sugestdo de Silva (2004) de que a regido de
Y uriméguas contém somente a raca Pampa Hermosa. Os 133 loci polimérficos detectaram
heterozigosidades e polimorfismo ligeiramente maiores nas populagdes ao longo do rio
Paranapura (0,25 e 65,5%) que nas do rio Cuiparillo (0,24 e 61,6%), possivelmente devido ao
grande nimero de plantas amostrado nas comunidades indigenas ao longo do rio Paranapura
(ADIN et al., 2004).

Clement & Bovi (1999) e Yuyama et al. (2002) discutiram o estado dos programas de
melhoramento de pupunheira no Brasil e identificaram os componentes de producdo que
precisam ser modificados pelos programas. plantas inermes, perfilhamento, rapido
crescimento, comprimento do palmito > 45 cm. Considerando que a maioria destes
componentes de producéo de palmito possui herdabilidades baixas (CLEMENT, 1995;

FARIAS NETO & RESENDE, 2001), a selegéo assistida por marcadores moleculares



(STUBER, 1992) podera ser uma ferramenta poderosa para garantir os ganhos genéticos que
serdo necessarios para justificar os programas de melhoramento genético de pupunheira no
Brasil (CLEMENT, 2001). Para esta finalidade, marcadores microssatélites seréo mais
eficientes que as isoenzimas, os RAPDs e os AFL Ps usados até agora, pois sdo multi-alélicos
e tem expressdo co-dominante (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), todas
caracteristicas que facilitam a analise genética. Atuamente, existem cerca de 40 loci
microssatélites para pupunheira (MARTINEZ et al., 2002; BILLOTTE et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2004b), os quais estdo sendo usados em estudos de diversidade e
estrutura genética de populactes cultivadas e silvestres dessa palmeira (COUVREUR et al.,
2006; HERNANDEZ, 2005; COLE et al., 2007). Estes marcadores possibilitardo discriminar
com maior precisdo entre as populagdes, podendo orientar a selecéo de matrizes e a busca de
vigor hibrido, via maximizac&o de heterozigosidade dentro daragca Pampa Hermosa.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade e a estrutura genética de
progénies elites de pupunheira inerme de trés populagdes da raga primitiva Pampa Hermosa e
uma amostragem do mercado da cidade de Y urimaguas, usando marcadores microssatélites,

para apoiar 0s programas de melhoramento que utilizam estes recursos genéticos.

3.2MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal e extracdo de DNA

Amostras de progénies elites de trés populacbes da raca primitiva Pampa Hermosa e
do mercado da cidade de Yuriméguas foram coletadas no ensaio de progénies do INPA
(Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical, BR 174, km 38, Manaus, AM, Brasil), sendo
12 progénies do rio Cuiparillo (n=140), 12 do rio Paranapura (n=130), nove do rio Shanusi
(n=130) e 17 progénies do mercado de Yurimaguas (n=168) (Anexo 1). A maioria das

progénies é representada por 60 plantas no campo, e todas ja foram avaliadas em termos de



espinhos e componentes de produtividade de palmito (plantas inermes, perfilhamento, répido
crescimento, comprimento do palmito > 45 cm). A amostragem concentrou-se em plantas e
acessos selecionados para comprimento do palmito (122 plantas), sendo 79 plantas com
palmito > 45 cm, 23 plantas > 54 cm e 20 plantas > 60 cm; 446 plantas ndo selecionadas (< 45
cm) também foram analisadas para melhor entender a diversidade genética da raca Pampa
Hermosa, variando de 6 a 30 plantas por progénie. Para permitir a comparacdo entre as
populacdes e 0 mercado, utilizou-se seis a sete plantas em cada progénie, sempre incluindo as
plantas selecionadas e completando sete plantas ao acaso. Para a andlise de estrutura genética
(estatisticas F) e AMOVA, excluiu-se as progénies com menos de seis plantas, evitando-se
erros amostrais nas andlises de variancia.

O DNA foi extraido com o reagente DNAzol (Life Technologies), utilizando-se 100
mg de meristema apical de um estipe lateral, com praticado por Clement et al. (1997). Apds a

extracdo, o DNA foi quantificado em gel de agarose 0,9% corado com Brometo de Etidio.

3.2.2 Amplificagdo dos loci microssatélites

Oito dos dez pares de ‘primers microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al.
(2004b) foram selecionados para a genotipagem das plantas. Adicionou-se a extremidade 5’
do ‘primer forward’ de cada l6cus a seqiiéncia M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3), e
uma outra seguéncia M13 foi marcada com fluorocromo especifico (6-FAM, HEX e
TAMRA), segundo o protocolo de Schuelke (2000) com algumas modificagfes. A reacéo de
PCR foi conduzida utilizando-se um volume tota de 10 pl, contendo 1 ul de tamp&o 10X
(TrisHCI 200 mM, KCI 500 mM, pH 8.4), 1 ul dNTP (2,5 uM), 1 ul de MgCl, (25 mM), 0,25
ul Primer Forward M13 (5 uM), 0,25 ul Primer Forward M13 marcado com FAM, Hex ou
TAMRA (5 uM), 0,5 ul Primer Reverse (5 uM), 1,5 U Easy Tag DNA Polymerase (Lambda

Gene), e 15 ng de DNA gendmico. As amplificagbes foram realizadas em termociclador MJ



Research PTC-100 seguindo o programa: 94°C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 10 seg, a
temperatura de anelamento do primer (T,), segundo Rodrigues et al. (2004b) por 20 seg, 72°C
por 30 seg; um ciclo de 72°C por 10 min, 20 ciclos de 94°C por 10 seg, 50°C por 20 seg, 72°C
por 30 seg, e uma extensdo a 72°C por 30 min. Os produtos de PCR gerados foram
visualizados em sequienciador automatico (Mega Bace 1000). A estimativa do tamanho dos
alelos (pb - pares de bases) foi realizada com os programas Fragment Profiler (GE Healthcare,
England), auxiliado pelo marcador de peso molecular (Size Standard) ET-400-ROX (GE

Healthcare, England).

3.2.3 Andlise genética dos dados

Calcularam-se as freguéncias alélicas para cada l6cus com auxilio do programa
CONVERT (GLAUBITZ, 2004). O numero de alelos (A), a heterozigosidade observada (Ho)
e esperada (He), e o coeficiente de endogamia (f) foram calculados para cada |6cus e
populacdo com o programa FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET, 2002). O nimero de alelos privados
(P — definido como um alelo encontrado em uma Unica populacdo) foi calculado usando o
prograna CONVERT (GLAUBITZ, 2004). Os alelos foram classificados como comum
(frequéncia > 0,2), intermediario (> 0,05) ou raro (< 0,05), bem como privado (presente em
apenas uma populacéo), esporadico (presente em duas populagdes) ou difundido (presente em
trés ou quatro populagdes), smilar ao esquema de Marshall & Brown (1975).

O programa Genepop v.3.1d (RAYMOND & ROUSSET, 1995) foi utilizado para
testar 0 desequilibrio de ligacdo entre pares de loci (Opcéo 2, sub-opcdo 1 com 1000
desmemorizagdes, 10 lotes de dados e 1000 iteracdes por lote) e o teste exato para aderéncia
a0 equilibrio de Hardy-Weinberg (Opcdol, sub-opcdo 3 com 5000 desmemorizagdes, 500

lotes de dados e 5000 iteragdes por lote) para as amostras populacionais. Os niveis de



significancia foram ajustados usando 0 método de Bonferroni, para examinar os testes
multiplos na série de dados (RICE, 1989).

A estrutura genética molecular entre as populagtes foi investigada por meio da analise
da diversidade em populagdes subdivididas de Nei (NEI, 1987), sob modelo fixo para efeito
de populagdo, visto que as populagdes amostradas, por serem duplamente selecionadas
(durante a coleta e no ensaio de progénies), ndo se enquadram no modelo aleatdrio. A
estimacdo dos parametros genéticos Hr e Gsr, e 0s andlogos das estatisticas F (WRIGHT,
1951), 6 (similar a Fsr) estimativa de divergéncia entre populagdes, f (smilar a Fig) e F
(similar a F7) estimativa de excesso de heterozigotos (< 0) e deficiéncia (> 0) dentro de cada
populacdo e no conjunto de populagdes, respectivamente (WEIR & COCKERMAN, 1984),
foram calculados com os programas FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET, 2002) e GENETIX v.4.05.2
(BELKHIR et al., 2004). A significancia estatistica de f e 0 foi testada por ‘bootstrap’ para
todos os loci, com intervalo de confianca de 95%. Em adicdo a 0 e Ggr, a edatistica Rsr foi
estimada por assumir o modelo ‘stepwise’ (SLATKIN, 1995), usando o programa Rsy CALC
v.2.2 (GOODMAN, 1997), apbs padronizacdo dos tamanhos dos alelos pelo programa Rsr
Standardize v. 2.2 (GOODMAN, 1997), e testou-se sua significancia via teste de permutacéo
(10.000) e ‘bootstrap’ paratodososloci, com intervalo de confianga de 95%.

Para determinar a estrutura genética entre e dentro das populagdes, mercado e
progénies, uma andlise hierarquica da variancia molecular (AMOVA, MICHALAKIS &
EXCOFFIER, 1996) foi efetuada, usando o programa Arlequin v.3.01 (EXCOFFIER et al.,
2005). O grau de diferenciacéo das populagdes e mercado foi quantificado pela estimativa de
Fsrentre os pares com auxilio do Programa Arlequin v.3.01.

O fluxo génico médio foi estimado assumindo que Nm=(1/Fsr -1)/4 (WHITLOCK &

MCCAULEY, 1999) e o niumero absoluto de migrantes (M=2Nm) entre populacbes e



mercado também foi estimado com base em Fgr, usando o programa Arlequin v.3.01
(EXCOFFIER et al., 2005).

Para demonstrar que a amostragem de plantas ndo estava tendo impacto sobre as
estimativas de parametros genéticos, foi efetuada uma comparacéo entre as heterozigosidades
(Ho e He), 0 coeficiente de endogamia (f) e o nUmero de plantas por progénie (N), a partir de
gréfico plotado em Excel v.11.1, com andlise de Regressio linear (R?) entre a estimativa e o

namero de plantas.



3.3RESULTADOSE DISCUSSAO

3.3.1 Diversidade alélica dos loci microssatélites

Os oito loci microssatélites detectaram 121 alelos nas trés populaces e no mercado,
com uma média de 15,1 alelos por |6cus, confirmando o ato contelido de informacdo genética
desse tipo de marcador para estudos genéticos com a pupunheira (MARTINEZ et al., 2002;
BILLOTTE et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004b). O niUmero de alelos por |6cus variou de
10 (Bg02-10) a 22 (Bg02-19). A distribuicéo das frequéncias alélicas variou entre osloci e as
populacdes e o mercado (Figura 1).

Os alelos foram classificados de acordo com suas frequiéncias e distribuicéo entre as
populacbes (Tabela 1). Os alelos comuns e intermedi&rios superaram as expectativas de
Marshall & Brown (1975), certamente porque 0s microssatélites tém alta taxa de mutacéo
(SLATKIN, 1995). Os loci Bg02-08 e Bg02-10 apresentaram dois alelos com frequéncias
entre 0,3 e 0,4 nas trés populacbes e no mercado (Figura 1). Um total de 83 alelos foi
categorizado como raros, a maioria compartilhada pelas trés populages e o mercado, e
apenas 14 sendo privativos a populacdes especificas. Cole et al. (2007) encontraram seis
alelos raros privativos em quatro populacbes de pupunheira cultivada por comunidades
indigenas e de camponeses na regido de Iquitos (Peru), mesmo usando apenas trés |oci

microssatélites, o que sugere que alelos privados sdo freqlientes, como esperado pelas taxas de

mutagéo.

Tabela 1 - Classificacdo do nimero de alelos de acordo com sua freqliéncia e distribuicdo entre amostras de
pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) inerme de trés populagdes e do mercado (Yuriméguas, Peru),
considerando oito loci microssatéites.

Comum Intermediédrio Raro
(>0,2 (> 0,05) (<0,05) Total
Privados 0 0 14 14
Esporéadico 0 0 10 10
Difundido 12 26 59 97

Total 12 26 83 121
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Figura 1 - Histogramas de distribuicdo das freqiiéncias alélicas de oito loci microssatélites em amostras de
pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) de trés populagdes e do mercado (Y uriméguas, Peru)



Na comparacéo entre as estimativas de heterozigosidade observada (H,), esperada (He)
e coeficiente de endogamia (f) versus o nimero de plantas por progénie (Figura 2), observa-se
gue a amostragem nao teve impacto sobre as estimativas. Isto ndo era esperado, especialmente
guando o nimero de plantas foi pequeno, e sugere que as estimativas ndo estdo sendo infladas

pelo nimero de plantas por progénie.

R® = 0,0006 (He)
038 | 3 .
....... D S
A . A A
0,6 1 R? = 5E-05 (Ho)
0,5 1
8
2
T 031
E
&
0,2 1
- : -
[} . [} .
[] L) [} [
0,0 1 H "I | = = . . .
° ] L] . n
I - I . - -
L} [ ]
021 R? = 3E-05 (f)
-
-0,3 T T
0 5 10 15 20 25 30
Numero de plantas por progénie
A He * Ho = f = = 'Linear (Ho) Linear (f) Linear (He)

Figura 2 - Estimativas dos parametros genéticos, baseado em oito loci microssatélites versus nimero de plantas
por progénies analisadas de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) de trés populagdes e do mercado
(Yuriméaguas, Peru).

As estimativas de diversidade total (Hr) foram altas para todos os loci estudados
(Tabela 2), sendo similares as encontradas por Hernandez (2005) e Cole et al. (2007) com trés
loci microssatélites, e por Couvreur et al. (2006) com oito loci para populacfes de pupunheira
cultivadas e silvestres. Foram similares também as estimativas reportadas para outras

palmeiras cultivadas, como Cocos nucifera (oito loci SSR; PERERA et al., 2000), Elaeis

guineensise E. oleifera (21 loci SSR; BILLOTTE et al., 2001).



Tabela 2 - indices de diversidade genética, coeficiente de endogamia e diferenciacio genética de oito loci
microssatélites para amaostras de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) inerme de trés populagtes e do
mercado (Y uriméguas, Peru), e ainda do conjunto, considerado aqui como a raca Pampa Hermosa. A — NUmero
de aldos; P — Nimero de Alelos Privados; H, — Heterozigosidade observada; He — Heterozigosidade esperada;
Ht — Diversidade génica tota; f — coeficiente de endogamia de Weir & Cockerham (1984); Gsr— Estimador de
diferenciacdo genética de Nei. Equilibrio de Hardy Weinberg — He* ndo significativo a p > 0,05; endogamia— f*
nédo diferente de zero a p > 0,005.

Populag&o Bg02-05 Bg02-06 Bg02-08 Bg02-09 Bg02-10 Bg02-11 Bg02-12 Bg02-19 Toldoﬁos
A 1 10 10 16 9 14 13 16 99

Cuiparillo P 1 - - - - 1 - - 2
(N=140) H, 069 067 031 0,74 082 071 072 0,81 0,68
He 073 077 073 0,83 074 078 084 084 0,78

f 0063 0131 0580 0120 -0,104* 0,09 0,148 0,043* 0,132

A 10 10 11 14 8 14 14 17 98

Shanusi P - - 1 - - - - 1 2
(N=130) H, 077 061 044 0,74 071 053 064 0,71 0,64
He 082 077+ 081 08 079 083 090 089 0,79

f -0029* 0183 0468* 0155 0008 0339 0141 0205 0,190

A 12 10 11 15 8 14 16 19 105

Paranapura P 1 - 1 - 1 - - 1 4
(N=130) H, 077 075 048 0,73 078 076 083 0,81 0,74
He 075 074 0,83 087 071* 079 074 0,89 0,83

f 0059 0036* 0405 0128 0017+ 008 0076 0091 0111

A 12 10 10 16 9 15 16 19 107

mercado . P 1 - - - - 2 1 2 6
Yuriméguas H, 078 076 031 0,82 071 069 074 0,76 0,69
(N=168) H, 079 079 066 0,84 073 082 080 0,89 0,79
f 0017+ 005 0532 0033 0038 0165 0078 0146 0,124

A 15 11 12 16 10 18 17 22 121

P 3 - 2 - 1 3 1 4 14

pampa Ho 075 070 039 0,76 076 067 073 0,77 0,69
Hemosa H. 077 077 076 0,85 077 082 087 0,89 0,81

(N=568) Hr 0,78 0,78 0,78 0,86 0,77 0,82 0,87 0,90 0,82
f 0031* 0104 0508 0117 0,019 0176 0,15 0,135 0,155
Gsr 0003 0008 0023 0014 0028 0013 0,054 0,015 0,02




As estimativas das heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (He) na maioria dos
loci foram altas, com valores menores para os loci Bg02-08 e Bg02-11. Os valores de H,
apresentaram-se inferiores a0 He na maioria dos loci, com excecdo do l6cus Bg02-10 na
populacdo de Cuiparillo e quatro loci em Paranapura (Tabela 2). Diferencas claras entre H, e
He nos loci Bg02-08 e Bg02-11 (Tabela 2) indicam deficiéncia de heterozigotos, também
observado por Couvreur et al. (2006) e Cole et al. (2007). Considerando que poucos
individuos falharam na amplificag@o individual dos loci, aelos nulos sdo improvaveis para
explicar a deficiéncia de heterozigotos (SELKOE & TOONEN, 2006).

O teste exato de Fischer revelou que 50% dos loci ndo aderem ao equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) no conjunto de populacdes. Zehdi et al. (2004) demonstraram, usando 14
loci microssatélites, deficiéncia significativa de heterozigotos para dois grupos de populacdes
de tdmara (Phoenix dactylifera L.) na Tunisia e nenhum desvio ao EHW em outros dois
grupos, e sugerem que isto podera ser explicado pela forte selecdo operada nestes dois grupos
em relacdo aosoutros.

Em nosso estudo € possivel que esta ndo aderéncia seja devido a amostragem ser
viciada pela selecdo também, primeiro, pela selecdo de plantas inermes durante a prospeccao
paracriar 0 ensaio de progénies e, segundo, pela selecdo no ensaio para amostrar plantas com
maior comprimento do palmito, ambas, selecbes eliminando a casualidade da amostragem,
um dos pressupostos do modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HARTL, 2000). Os testes
de desequilibrio de ligagdo ndo foram significativos para os pares de loci em cada populagéo,
revelando 78% de independéncia dos loci em Shanusi, seguido de 75% e 68% em Paranapura
e Cuiparillo, respectivamente (p>0,05%, apoOs correcdo de Bonferroni). Isto sugere que a
maioria dos loci estd amostrada em regides independentes no genoma, como observado por
Couvreur et al. (2006) para os oito loci de Billotte et al. (2004) usados para analisar

populacdes cultivadas e silvestres de pupunheira no Equador.



Os valores dos estimadores de endogamia de Weir e Cockerman (1984) variaram para
os oito loci e foram significativamente diferentes de zero (p < 0,05) na maioria deles. O l6cus
Bg02-08 apresentou os maiores indices de fixacdo nas trés populacdes e no mercado, o que
concorda com a deficiéncia de heterozigotos observada. Esta endogamia no conjunto de
plantas é explicada em parte pela significativa endogamia biparental detectada na andlise do
sistema de cruzamento para as trés populaces agui analisadas (veja capitulo 5) e também é
esperada em populagdes pequenas sob influéncia de selecdo humana, dado a abundancia de
parentes numa area pequena e ainda pela prética agricola de plantar meios irméos nas rocas

(CLEMENT, 1988; HANCOCK, 2004).

3.3.2 Diversidade genética entre e dentro de populacdes

O nimero de alelos para todos os loci foi maior no mercado e em Paranapura, e menor
em Shanusi e Cuiparillo, mas sempre muito similar (Tabela 2). Os altos indices de diversidade
estimados pelas heterozigosidades observadas e esperadas foram similares nas trés
populagdes, sendo um pouco menor em Shanusi e Cuiparillo e maior em Paranapura.
Resultados semelhantes foram observados por Adin et al. (2004) com AFLPs em Cuiparillo e
Paranapura. Estas altas heterozigosidades indicam alta variabilidade nas populagdes, como
observado por Rodrigues et al. (2004a) e Silva (2004) com RAPDs para a raga Pampa
Hermosa como uma unidade, e por Adin et al. (2004) para as populagdes ao longo dos rios
Cuiparillo e Paranapura. 1sto sugere que as populacdes da regido de Y uriméguas mantém uma
base genética ampla, apesar da selecdo praticada pelos agricultores, e que 0 ensaio de
progénies também mantém, apesar da selecdo praticada pelos pesquisadores durante as
prospeccdes. Os altos indices de diversidade nas populacdes foram similares aos detectados
para outras palmeiras cultivadas, como coco (PERERA et al., 2001; MEEROW et al., 2003),

tamara (ZEHDI et al., 2004) e dendé (BILLOTTE et al., 2001).



Os coeficientes de endogamia (f) para todas as populagdes foram significativamente
diferentes de zero (p<0,05), sendo maior em Shanusi e menor em Paranapura (Tabela 2).
Cosficientes de endogamia similares foram detectados por Clement et al. (1997) com 16 loci
isoenziméticos e por Cole et al. (2007) com trés loci microssatélites. De acordo com Cole et
al. (2007), os niveis significativos de endogamia em populacbes de comunidades de
camponeses e indigenas sdo resultados de cruzamentos entre meios-irméos durante muitas
geracBes (como sugerido por Clement, 1988). Portanto, a prética agricola de plantar varios
meios-irmaos nas rogas podera estar contribuindo para niveis significativos de endogamia nas
populacfes, como sugerido por Rodrigues (veja capitulo 5) para as trés populacdes aqui
estudadas.

A andlise da variancia molecular estimou a particdo da diversidade genética total de
forma hierarquizada: entre as populacdes (rios) e o mercado; entre as progénies dentro dos
rios e 0 mercado; e dentro das progénies. A analise detectou que 83,7% do total da variacéo
genética foi encontrada dentro das progénies, 15% entre as progénies dentro das populaces, e
somente 1,2% entre as populagdes, com valores significativos (p<0,001). A proporgdo entre
as populagbes € similar para as estimativas de Gsr (0,019), 6 (0,025) e Rsr (0,018),
confirmando a estrutura genética minima entre as populacfes e o mercado, assim como
observado por Silva (2004) com marcadores RAPDs e por Adin et al. (2004) com marcadores
AFLPs entre populagdes da raca Pampa Hermosa. Resultados similares foram observados por
Perera et al. (2001) para populagdes de coco do Sri Lanka, o qual demonstrou 98,5% de
variagcao dentro das populagoes.

A diferenciac@o genética (Fsr) entre os pares de populacdes e mercado foi baixa, mas
significativamente diferente de zero (p<0,05) (Tabela 3). A diferenciacdo genética entre os
rios foi menor entre Paranapura e Cuiparillo, similar as observacfes de Adin et al. (2004) que

detectaram diferenciac@o significativa (Gsr = 0,0249), mas ndo foi observada nenhuma



relacdo entre diferenciacdo genética e isolamento por distancia das populacdes devido ao ato
fluxo génico. Considerando que a troca de material genético entre os rios poderia contribuir
para uma fraca diferenciacdo genética, como sugerido por Adin et al. (2004), a maior
diferenciacéo agui observada entre Shanusi e Paranapura provavel mente reflete baixatroca de
sementes pelas comunidades destes dois rios. Observou-se menor diferenciacdo entre as
progénies do mercado e de Shanusi, provavelmente pelo fato deste rio desembocar préoximo a
cidade de Y uriméaguas e ser geograficamente mais préximo, 0 que aumenta a probabilidade de
gue a maioria do material genético (cachos) comercializado no mercado seja proveniente do
rio Shanusi (veja capitulo 4).

As baixas estimativas de diferenciacdo genética entre as populagdes sdo consistentes
com as altas taxas de fluxo génico (Nm = 9,8 migrantes por geracdo, baseado na estimativa de
Fsr). O fluxo génico entre os rios foi menor com Shanusi, e maior entre Paranapura e
Cuiparillo, como observado por Adin et al. (2004). Entre as progénies do mercado e os rios
observou-se um fluxo maior com Shanusi e menor com Cuiparillo, refletindo a baixa
estimativa de Fsr (Tabela 3), e demonstra que provavelmente no mercado a maioria do

material comercializado é proveniente de Shanusi € menos dos outros dois rios.

Tabela 3 - Matriz de divergéncia (Fsr — diagonal abaixo) e fluxo génico [M(ndimero absoluto de migrantes) =
2Nm— diagonal acima] entre amostras de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) inerme de trés popul agdes
e do mercado (Y uriméguas, Peru), considerando oito loci microssatélites; valores de Fsr p< 0,05.

Cuiparillo Shanusi Paranapura mer cado
Cuiparillo - 135 36,9 16,6
Shanusi 0,035 - 15,4 34,3
Paranapura 0,013 0,034 - 18,5

mercado 0,029 0,014 0,026 -




3.4 CONCLUSAO

Os oito loci microssatélites utilizados neste estudo foram extremamente informativos,
com altas heterozigosidades e nimero médio de alelos. Os indices de diversidade genética
foram altos para todas as populagdes e 0 mercado. Curiosamente as progénies do rio Shanusi
apresentaram a menor diversidade, mesmo sendo consideradas boas produtoras de palmito, e
as progénies do rio Paranapura apresentaram maior diversidade. A andlise da estrutura
genética populacional demonstra uma pequena, mas significativa, diferenciacdo entre as
populacdes, certamente reduzida pelo alto fluxo génico. Esta estrutura pode ser utilizada no
programa de melhoramento, pois duas populagdes mostram caracteristicas morfométricas e
genéticas diferentes, o que permitiria a criacdo de populacdes divergentes para iniciar um
programa de melhoramento via selecdo reciproca e recorrente. Em geral, existe alta
variabilidade intrapopulacional nas progénies da raca Pampa Hermosa no ensaio, que pode ser
usada nos programas de melhoramento. A questdo agora € como orientar a selecdo e o
cruzamento de matrizes divergentes para maximizar a diversidade entre elas, reduzir os

efeitos de endogamia e, possivelmente, obter vigor hibrido.



4 RELACOES GENETICAS ENTRE PROGENIES SELECIONADAS DE
PUPUNHEIRA INERME DA RACA PRIMITIVA PAMPA HERMOSA
UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES: IMPLICACOES
PARA O MELHORAMENTO

RESUMO

Entre as palmeiras produtoras de palmito destaca-se a pupunheira (Bactris gasipaes Kunth). A
base genética para o agronegdcio no Brasil vem de populacdes da raca Pampa Hermosa, as
guais fornecem a maioria absoluta das sementes devido a serem quase inermes e mais
produtivas que outras populacfes. Este trabalho avaliou as relagdes genéticas entre 46
progénies selecionadas de pupunheira (usando 6 a 7 plantas/progénie) de trés populacbes da
raca Pampa Hermosa e do mercado de Yurimaguas, usando oito loci microssatélites, para
facilitar o planejamento do programa de melhoramento para palmito baseado na escolha de
progénies divergentes para cruzamentos controlados. As heterozigosidades observadas (H,) e
esperadas (He) foram altas para a maioria das progénies, variando de 0,48 a 0,82 e de 0,48 a
0,79, respectivamente, evidenciando alta variabilidade genética dentro das progénies. O
coeficiente de endogamia (f) para o conjunto de progénies ndo foi diferente de zero,
evidenciando quase panmixia na polinizagdo das progénies e confirmando a ata variabilidade
observada pelas estimativas de heterozigosidade. O dendrograma de disténcias genéticas de
alelos compartilhados (Das) das populagcdes mostra maior proximidade entre as populagdes de
Paranapura e Cuiparillo, e entre 0 mercado e Shanusi. No entanto, o dendrograma das
progénies mostra alta afinidade genética e formagdo de grupos independentes de sua &rea
geogréfica de origem, sugerindo a quase auséncia de estrutura populacional dentro da raca.
Dois planos de melhoramento sdo factiveis com essa informacdo: melhoramento
populacional, com cruzamentos entre plantas e progénies altamente divergentes;, e
melhoramento via selecdo recorrente reciproca, com a criacdo de populagdes divergentes em
termos morfométricos e genéticos.

Palavras-chave: ensaio de progénies, distancia genética, heterozigosidade, divergéncia



GENETIC RELATIONSHIPS AMONG SELECTED SPINELESS
PROGENIES OF THE PAMPA HERMOSA LANDRACE OF PEACH
PALM USING MICROSATELLITE MARKERS: IMPLICATIONS FOR
IMPROVEMENT

ABSTRACT

Peach palm (Bactris gasipaes Kunth) is currently the most important source of cultivated
heart-of-palm. The genetic base for this agribusiness in Brazil comes from populations of the
Pampa Hermosa landrace (Y urimaguas, Peru), which supplies the majority of seeds used due
to their spinelessness and greater productivity when compared to other populations. This
study evaluated the genetic relations among 46 selected progenies (using 6 or 7
plants/progeny) of three populations of the Pampa Hermosa landrace and collections from the
Market of Yurimaguas, using eight microsatellite loci, in order to facilitate the planning of the
improvement program for heart-of-palm based on the choice of divergent progenies for
controlled crosses. The observed (H,) and the expected (He) heterozygosities were high for
the mgjority of the progenies, varying from 0.48 to 0.82 and from 0.48 to 0.79, respectively,
demonstrating high genetic variability within the progenies. The inbreeding coefficient f for
the set of progenies was not different from zero, suggesting panmixia during pollination of the
progenies and confirming the high variability observed for the estimates of heterozygosity.
The dendrogram of genetic distances of shared alleles (Das) of the populations showed greater
proximity between the populations of Paranapura and Cuiparillo, and between the Market and
Shanusi. However, the dendrogram of the progenies showed high genetic affinities and the
formation of groups independent of their geographic origin, suggesting the absence of
population structure within the landrace. This information will be used to guide the selection
and combination of progenies and populations. Two improvement plans are feasible with this
information: population improvement, with crosses among highly divergent plants and
progenies, improvement by reciprocal recurrent selection, with the creation of divergent

populations based on morphometric and genetic information.

K ey-words: progeny trial, genetic distance, heterozygosity, divergence



4.1 INTRODUCAO

Entre as palmeiras produtoras de palmito destaca-se a pupunheira (Bactris gasipaes
Kunth var. gasipaes), cujo mercado encontrase em franca expansdo no Brasil, com
perspectivas para a ampliagdo de seu consumo interno e sua exportacdo (YUYAMA et al.,
2005). Para a agronegécio, a pupunheira possui grandes vantagens sobre outras espécies,
como o acai (Euterpe oleracea) e jucara (Euterpe edulis), principalmente no que se refere a
precocidade, perfilhamento e rusticidade, embora apresente algumas particularidades que a
torna bastante exigente em insumos e em propriedades fisicas e quimicas do solo (BOVI,
2000).

A base genética para 0 agronegocio na América Latina vem de populacdes de trés
racas primitivas de pupunheira inerme: as da raca Pampa Hermosa (ao redor de Y uriméguas,
Peru) fornecem a maioria absoluta das sementes usadas na expansdo do agronegdocio de
palmito no Brasil (BOVI, 1997), devido a serem quase inermes (CLEMENT et al., 1988) e
mais produtivas que outras populagdes (MORA URPI et al., 1999); as da raca Putumayo (no
oeste da Amazonia); e as da raga Guatuso (ao redor de San Carlos, Algjuela, Costa Rica)
(CLEMENT, 1997). A raca Pampa Hermosa forma a base dos programas de melhoramento da
maioria das ingtituicdes Latino-Americanas, enquanto que a raca Putumayo é parte do
programa da Embrapa, no Brasil, e araca Guatuso € parte do programa em Costa Rica.

O programa de melhoramento de pupunheira do INPA tem como objetivo obter
progénies com rdpido crescimento, mais de quatro perfilhos, alta freqliéncia do comprimento
do pamito > 45 cm e plantas inermes (YUYAMA et al., 2002). Este idebtipo vem sendo
usada para avaliar as 270 progénies das populacdes de pupunheira inerme da ragca Pampa
Hermosa, Y urimaguas, Peru, introduzidas em 1991. Egtas progénies sdo oriundas das bacias

detrésrios, Cuiparillo, Shanusi, Paranapura, e do mercado da cidade de Y urimaguas.



Avaliacbes morfométricas dos componentes de producéo de palmito neste ensaio
demonstram tendéncias de diferencas entre as populagdes, com maior vigor das plantas do
Rio Shanusi, devido ao maior nimero de folhas verdes e ao comprimento da raquis da terceira
folha, bem como maior precocidade e didmetro do estipe por ocasido da extragdo do pamito.
O comprimento da coluna da copa, de onde se extrai o pamito, € maior na populagdo do Rio
Paranapura e menor nas progénies do mercado. A populacdo do Rio Cuiparillo sempre é
intermédia (YUY AMA et al., 2002). Com base nas avaliacbes morfométricas mencionadas,
foram realizadas selegdes entre progénies para precocidade, perfilhamento e comprimento do
palmito, e dentro das progénies com base na repetibilidade do comprimento e peso de palmito
(>45cme> 200 g).

Provavelmente, a maior variabilidade genética em Pampa Hermosa contribui para sua
maior produtividade, considerada a melhor das ragas primitivas testadas (MORA URPI et al.,
1999). Apesar de existirem tendéncias para diferencas morfométricas e produtivas entre estas
populactes, seu uso sera dificil porque as herdabilidades destes componentes de producéo sdo
baixas (CLEMENT, 1995; FARIAS NETO & RESENDE, 2001). Nesta situacéo, a selecéo de
genitores e a caracterizacdo da variabilidade genética auxiliada por marcadores moleculares
poderdo ser decisivas para o incremento de eficiéncia nos programas de melhoramento
genético da espécie no Brasil (CLEMENT, 2001).

Marcadores microssatélites serdo ideais para este fim, pois exibem heranca
mendeliana, sdo multi-alélicos e tém expressdo co-dominante (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998), todas caracteristicas que facilitam a andlise genética. Hoje,
existem cerca de 40 loci microssatélites para pupunheira (BILLOTTE et al., 2004,
MARTINEZ et al., 2002; RODRIGUES et al., 2004b), os quais estdo sendo usados em
estudos de diversidade e estrutura genética de populacbes de pupunheira cultivadas e

silvestres (COUVREUR et al., 2006; COLE et al., 2007, HERNANDEZ, 2005). Estes



marcadores possibilitardo discriminar com maior precisdo entre acessos e populagoes,
podendo orientar a selecdo de matrizes e a busca de vigor hibrido a partir da maximizacdo de
heterozigosidade dentro da raca Pampa Hermosa.

Em programas de melhoramento de espécies aldégamas, como a pupunheira, a busca de
divergéncia genética dentro e entre populagdes, isto € a classificacdo de genitores em grupos
heterdticos, poderia ser usada na realizacdo de cruzamentos que iréo ampliar a variabilidade
genética nas populacdes segregantes (MESSMER et al., 1993). O progresso genético nessas
populactes esta diretamente ligado a manutencdo da variacdo genética, uma vez que quanto
menor a variabilidade, menor os ganhos genéticos com a selecdo (FALCONER, 1987). Dentre
0s métodos de melhoramento que poderiam ser utilizados para este fim, 0 método de
populacdo se baseia na associacdo entre a capacidade de competicdo ou agressividade dos
individuos e a produtividade em uma populacdo heterogénea. Mas 0 risco do uso deste
método é a perda de gendtipos desejaveis que mostram baixa capacidade de competicdo nos
ensaios de progénies (BOREM, 1998). Outro método € a selegdo recorrente reciproca, que
visa aumentar gradativamente a freqtiéncia de alelos favoraveis em grupos heteréticos, além
de manter a variabilidade genética a cada ciclo para selecionar em ciclos subsequientes
(SOUZA Jr., 2001).

Este trabalho tem como objetivo avaliar as relagdes genéticas entre as progénies de
pupunheira inerme da raca Pampa Hermosa, usando marcadores microssatélites, para facilitar
0 plangjamento dos programas de melhoramento para palmito baseado na escolha de

progénies divergentes para cruzamentos controlados.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal e extragdo de DNA

O Ingtituto Nacional de Pesguisas da Amazbnia (INPA) mantém um ensaio de
progénies de pupunheira inerme da raca Pampa Hermosa, oriundo da regido de Y uriméguas,
Loreto, Peru, na sua Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical, BR 174, km 38, Manaus,
Amazonas, Brasil, com 270 acessos, cada um representado por 60 plantas no campo, e
devidamente avaliado em termos de espinhos e componentes de produtividade de palmito.
Destes, 46 progénies com plantas selecionadas para comprimento do palmito foram
amostrados (6 a 7 plantas por progénie), sendo 11 acessos do rio Cuiparillo (n=75), oito do rio
Shanusi (n=55), 11 do rio Paranapura (n=77) e 16 do mercado de Yuriméaguas (n=108)
(Anexo 1). A amostragem concentrou-se em plantas selecionadas para comprimento do
palmito (117 plantas), sendo 78 plantas com palmito > 45 cm, 22 plantas > 54 cm e 17 plantas
> 60cm; 198 plantas ndo selecionadas ( < 45 cm) também foram analisadas para permitir
melhor comparacéo entre plantas selecionadas e ndo selecionadas na mesma populacéo e
progénie.

O DNA foi extraido com o reagente DNAzol (Life Technologies), utilizando-se 100
mg de meristema apical de um estipe lateral, com praticado por Clement et al. (1997). Apbs a

extracdo, o DNA foi quantificado em gel de agarose 0,9%, corado com brometo de etidio.

4.2.2 Amplificacdo dos loci microssatélites

Oito dos dez pares de ‘primers microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al.
(2004b) foram selecionados para a genotipagem das plantas. Adicionou-se a extremidade 5 do
‘primer forward’ de cada l6cus a seqiiéncia M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3), e uma
outra seqiiéncia M13 foi marcada com fluorocromo especifico (6-FAM, HEX e TAMRA),

segundo o protocolo de Schuelke (2000) com algumas modificagcdes. A reacdo de PCR foi



conduzida utilizando-se um volume total de 10 ul, contendo 1 ul de tamp&o 10X (TrisHCI 100
mM, KCI 500 mM, pH 8.4), 1 ul dNTP (2,5 uM), 1 ul de MgCl; (25 mM), 0,25 ul Primer
Forward M13 (5 uM), 0,25 ul Primer Forward M13 marcado com FAM, Hex ou TAMRA (5
uM), 0,5 ul Primer Reverse (5 uM), 1,5 U Easy Tag DNA Polymerase (Lambda Gene), e 15
ng de DNA gendmico. As amplificagbes foram realizadas em termociclador MJ Research
PTC-100 seguindo o programa: 94 °C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 10 seg, atemperatura
de anelamento do primer T, por 20 seg, 72 °C por 30 seg; um ciclo de 72 °C por 10 min, 20
ciclos de 94°C por 10 seg, 50 °C por 20 seg, 72 °C por 30 seg, e uma extensao a 72 °C por 30
min. Os produtos de PCR gerados foram visualizados em sequienciador automatico (Mega
Bace 1000). A estimativa do tamanho dos aelos (em pares de bases) foi realizada com o
programa Genetic Profiler e Fragment Profiler (GE Healthcare, England), auxiliado pelo

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

4.2.3. Analise genética dos dados

O nimero de aelos (A), a heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He) com
respectivo desvio padréo (SE), e o coeficiente de endogamia (f) foram calculados para cada
progénie, utilizando o programa GENETIX (BELKHIR et al., 2000). Para determinar a
relacdo genética entre as progénies foi estimada a distancia de alelos compartilhados (Das)
(CHAKRABORTY & JN, 1993) caculada com o programa Populations 1.2.28
(LANGELLA, 2002). As progénies foram agrupadas pelo método NJ (Neighbour Joining)
com o programa MEGA versdo 3.1 (KUMAR et al., 2004). Um histograma de distribuigéo de
frequiéncias das estimativas das distancias entre as progénies foi obtido a partir da matriz de

disténcias de alelos compartilhados (Das).



4.3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A variabilidade genética dentro das progénies selecionadas de pupunheira foi alta,
como observado pelas altas heterozigosidades observada e esperada e 0 niUmero de alelos de
cada progénie (Tabela 1). A heterozigosidade observada (H,) variou de 0,48 (Sh109) a 0,82
(Pall4) e a esperada 0,48 (Me393) a 0,71 (Cup335) para os oito loci microssatélites.
Considerando que as progénies aqui analisadas sdo de polinizagdo aberta e pelo fato de
pupunheira ser aldgama, altas estimativas de heterozigosidade eram esperadas para estas
progénies, 0 que pode ser confirmado pelas altas taxas de cruzamento observadas por
Rodrigues (ver capitulo 5).

A endogamia no conjunto de progénies ndo foi diferente de zero e variou entre as
progénies desde -0,122 (Pal43) a 0,154 (Sh109), mostrando valores negativos para a maioria
das progénies, 0 que é evidéncia de panmixia na polinizacdo das progénies. Essa alta
heterozigosidade podera ser resultado do impacto da prospeccdo que deu origem ao ensaio, 0
gual geralmente favorece individuos heterozigotos, como discutido por Hayati et al. (2004)
em populacbes de dendé (Elaeis guineensis L.) mantidas em colecOes de germoplasma na
Africa. Os valores positivos de endogamia detectados em algumas progénies si0 explicados

por cruzamentos entre parentes e autofecundacdes, como observado por Rodrigues (veja

capitulo 5).



Tabela 1 - Estimativa de diversidade genética e endogamia em 46 progéni es sel ecionadas de pupunheira (Bactris
gasipaes var. gasipaes) inerme da raca Pampa Hermosa (Y urimaguas, Peru), mantidas em ensaio de progénies
pelo INPA, Manaus, AM, Brasil, com oito loci microssatélites. N — niUmero de plantas; Ny — planta selecionada;
A — nimero de aldos; H, — Heterozigosidade esperada; H, - Heterozigosidade observada; f - Coeficiente de
endogamia; () — Desvio padrdo (SE); Cup —rio Cuiparillo; Sh—rio Shanusi; Pa—rio Paranapura; Me — Mercado
de Y uriméaguas.

Progénies N Ny A He Ho f

Cupl77 7 1 40 0,55(0,220) 0,63 (0,349) -0,066
Cup188 7 6 41 0,62 (0,086) 0,70 (0,205) -0,042
Cup295 7 3 45 0,60 (0,149) 0,63 (0,317) 0,025
Cup300 7 2 51 0,71 (0,111) 0,79 (0,275) -0,037
Cup302 7 2 41 0,61 (0,124) 0,64 (0,253) 0,018
Cup303 7 1 4.8 0,65 (0,077) 0,68 (0,183) 0,032
Cup310 7 1 45 0,65 (0,102) 0,71 (0,216) -0,023
Cup318 7 1 3,9 0,56 (0,169) 0,59 (0,269) 0,020
Cup319 7 4 4,6 0,63 (0,096) 0,74 (0,151) -0,096
Cup322 6 2 4.8 0,66 (0,126) 0,73 (0,217) -0,017
Cup335 6 3 4,3 0,62 (0,14) 0,70 (0,280) -0,037
Shi0 6 2 4,3 0,69 (0,062) 0,70 (0,280) 0,095
Sh73 7 3 3,6 0,58 (0,089) 0,70 (0,232) -0,117
Sh80 7 4 3,6 0,61 (0,124) 0,65 (0,200) 0,008
Sh81 7 4 4,1 0,61 (0,107) 0,61 (0,132) 0,072
Sh82 7 2 4,6 0,67 (0,071) 0,71 (0,200) 0,025
Sh107 7 3 40 0,64 (0,087) 0,72 (0,266) -0,052
Sh109 7 1 3,8 0,52 (0,271) 0,48 (0,280) 0,154
Shiill 7 1 40 0,54 (0,145) 0,56 (0,213) 0,056
Pall4 7 6 50 0,68 (0,070) 0,82 (0,210) -0,125
Pal117 7 2 3,6 0,57 (0,140) 0,68 (0,180) -0,104
Pal120 7 5 45 0,67 (0,096) 0,66 (0,317) 0,093
Pal43 7 2 4,3 0,62 (0,212) 0,82 (0,293) -0,240
Pal44 7 1 4,0 0,61(0,076) 0,71 (0,132) -0,100
Pal53 7 1 41 0,66 (0,086) 0,75 (0,146) -0,061
Pal57 7 1 49 0,64 (0,058) 0,65 (0,193) 0,060
Pal59 7 7 45 0,64 (0,087) 0,67 (0,202) 0,032
Pal63 7 2 4.8 0,66 (0,075) 0,77 (0,131) -0,079
Pal68 7 4 54 0,71 (0,074) 0,81 (0,182) -0,053
Pa344 7 2 49 0,68 (0,069) 0,80 (0,170) -0,092
Mel3 7 2 45 0,60 (0,150) 0,67 (0,261) -0,036
Mel9l 7 1 48 0,66 (0,129) 0,79 (0,228) -0,123
Me206 7 2 50 0,71(0,046) 0,81 (0,201) -0,045
Me218 7 3 4,6 0,66 (0,087) 0,71 (0,153) -0,008
Me275 6 2 3,6 0,56 (0,124) 0,58 (0,211) 0,063
Me276 6 1 3,8 0,59 (0,095) 0,69 (0,295) -0,052
Me277 7 3 4.4 0,63 (0,111) 0,76 (0,198) -0,132
Me280 7 1 4,6 0,61 (0,142) 0,66 (0,285) 0,002
Me362 7 5 44 0,56 (0,267) 0,67 (0,351) -0,106
Me369 7 4 3,6 0,58 (0,148) 0,70 (0,158) -0,126
Me382 7 4 49 0,66 (0,146) 0,74 (0,294) -0,042
Me384 7 1 3,6 0,62 (0,105) 0,73 (0,258) -0,100
Me387 6 3 3,9 0,62 (0,100) 0,73 (0,235) -0,085
Me393 7 2 3,8 0,48 (0,153) 0,50 (0,305) 0,032
Me394 6 1 45 0,63 (0,175) 0,68 (0,274) 0,031
Me409 7 3 50 0,66 (0,111) 0,70 (0,208) 0,02
Média 6,8 2,5 4,3 0,62 0,69 -0,030




As distancias genéticas de alelos compartilhados (Das) variaram de 0,03 a 0,76, com
distancia média de 0,42 (Tabela 2). A distribuicdo de freqiéncias das distancias genéticas
mostrou que 55% das distancias genéticas (Das) entre as progénies concentra-se num intervalo
de 0,30-0,50, seguindo um padrédo de distribuicdo normal (Figura 1) e mais uma vez
evidenciando a elevada variabilidade genética das progénies no ensaio, como observado por
Rodrigues (veja capitulo 3). Sousa (2003) avaliou clones de guaranazeiro (Paullinia cupana
var. sorbilis Mart.) com marcadores RAPD e observou o mesmo padréo normal de
distribuicdo de frequéncias das similaridades, concluindo que o germoplasma avaliado

representa a variabilidade da espécie, dentro da amplitude de variacdo observada.

Tabela 2 - Distancia de aelos compartilhados (Das) médias, minima e méxima entre as 46 progénies
sdecionadas de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) inerme da raca primitiva Pampa Hermosa
(Yuriméguas, Peru) mantidas em ensaio de progénies peo INPA, Manaus, AM, Bradl, com oito loci
microssatélites. Cup —rio Cuiparillo, Sh—rio Shanusi, Pa—rio Paranapura, Me — Mercado de Y urimaguas.

Progénie Minimo Méximo Média Progénie Minimo Méximo Média

Cupl77 0,17 0,62 0,42 Pal44 0,28 0,76 0,49
Cup188 0,25 0,7 0,49 Pal53 0,25 0,7 0,45
Cup295 0,05 0,64 0,31 Pal57 0,11 0,76 0,52
Cup300 0,09 0,64 0,34 Pal59 0,22 0,73 0,42
Cup302 0,09 0,71 0,36 Pal63 0,32 0,66 0,51
Cup303 0,05 0,65 0,33 Pal68 0,11 0,67 0,43
Cup310 0,2 0,71 0,41 Pa344 0,19 0,67 04
Cup318 0,27 0,76 0,53 Mel3 0,06 0,68 0,38
Cup319 0,18 0,67 04 Mel91 0,18 0,64 0,39
Cup322 0,21 0,6 04 Me206 0,15 0,6 0,39
Cup335 0,2 0,64 0,43 Me218 0,19 0,6 0,37
Shi10 0,02 0,52 0,33 Me275 0,09 0,62 0,33
Sh73 0,21 0,7 0,45 Me276 0,15 0,73 0,37
Sh8o 0,2 0,7 0,39 Me277 0,2 0,57 0,41
Shal 0,21 0,7 0,43 Me280 0,06 0,63 0,41
Sh82 0,16 0,52 0,34 Me362 0,21 0,71 0,46
Sh107 0,23 0,65 0,44 Me369 0,29 0,72 0,49
Sh109 0,18 0,7 0,49 Me382 0,02 0,56 0,38
Sh111 0,51 0,76 0,63 Me384 0,2 0,64 0,43
Pal14 0,18 0,7 0,42 Me387 0,15 0,6 0,38
Pall7 0,27 0,7 0,47 Me393 0,23 0,68 0,48
Pal20 0,18 0,62 0,38 Me394 0,13 0,72 0,35

Pal43 0,21 0,74 0,47 Med09 0,24 0,72 0,49
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Figura 1 - Distribuicdo de fregliéncias das estimativas de disténcia genética Das entre as 46 progénies
sdecionadas de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) inerme da raca primitiva Pampa Hermosa
(Yuriméguas, Peru) mantidas em ensaio de progénies pelo INPA, Manaus, AM, Brasil.

As progénies Sh111l, Pal44, Pal57 e Cup318 apresentaram as maiores distancias
(0,76), indicando uma maior divergéncia para estas progénies. Essas informacdes, associada
as caracteristicas produtivas exclusivas de determinadas populacdes, poderdo orientar o
planejamento dos cruzamentos entre e dentro das populagdes. As menores distancias (0,02-
0,09) foram detectadas nas progénies Sh10, Cup295, Cup300, Cup302, Cup303, Mel3,
Me275, Me280 e Me382, indicando que estas progénies sdo muito similares.

O dendrograma das populagtes baseado em Das agrupado por Neighbour Joining (NJ)
mostra maior afinidade entre Shanusi e 0 mercado, e entre Paranapura e Cuiparillo (Figura 2).
Em contraste, 0 dendrograma das progénies (Figura 3) mostra que a maioria dos grupos de
progénies € formada independentemente de sua origem geogréfica; a mesma auséncia de
estrutura populacional foi evidente quando as progénies do mercado foram eliminadas do
dendrograma (Figura 4), bem como quando as distancias de Nei (1978) ou de Rogers foram
usadas (dados ndo apresentados). Este resultado corrobora a quase auséncia de estrutura

genética e o alto fluxo génico detectados por Rodrigues (ver capitulo 3). Resultados similares



foram encontrados para acessos de tdmara (Phoenix dactilifera L.) de vérias populagdes na
Tunisia, 0s quais exibiram uma organizacdo genética independente de sua origem geogréfica

(ZEHDI et al., 2004).
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Figura 2 - Dendrograma baseado em disténcia genética Das mostrando as relacBes genéticas entre as trés
populagdes e do mercado (Yuriméguas, Peru) de amostras de pupunheira (Bactris gasipaes var. gaspaes)
mantidas em ensaio de progénies pelo INPA, Manaus, AM, Brasil

Conseqlientemente, nossos resultados demonstram o alto relacionamento genético das
progénies no ensaio de Yurimaguas, com algumas progénies e alguns grupos de progénies
mais divergentes que outros. A implicacdo para a escolha de um método de melhoramento
para a pupunheira é que o método de populagdio (BOREM, 1998) é o mais direito. Para
adocdo do método de selecdo recorrente, como praticado no dendé (PURBA et al., 2000),
seria necessario criar populacdes baseadas na informagdo morfométricas com a informagéo

das divergéncias genéticas sendo usada para adicionar progénies especialmente divergentes.



_i—LI\/IeiQ4 7] Mercado
Me3&2 | Mercado

Ql77 T aupailo
Qa2 T apailo
Mel9l ] Mercado

Pall14 7] Paranapua
4' Me3® ] Mercado
Quiparillo
[@¥ecoc]
QPER10 7] auiparillo
—| Pa144 7] Paranapura
Pa153 7] Paranapura
Me218 ] Mercado
Me334 ] Mercado
Q188 ] auiparillo
pg—
0.05

Figura 3 - Dendrograma baseado em distancia genética Das mostrando as relagBes genéticas de 46 progénies
selecionadas de pupunheira (Bactris gasipaes var. gasipaes) da raca primitiva Pampa Hermosa (Y urimaguas,
Peru) mantidas em ensaio de progénies pelo INPA, Manaus, AM, Brasil.
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Figura 4 - Dendrograma baseado em distancia genética Das mostrando as relagdes genéticas de 30 progénies
selecionadas das populagdes dos rios Cuiparillo, Shanusi e Paranapura de pupunheira (Bactris gasipaes var.
gasipaes) da raca primitiva Pampa Hermosa (Y uriméaguas, Peru) mantidas em ensaio de progénies peo INPA,
Manaus, AM, Brasil.



4.4. CONCLUSAO

As distancias genéticas mostram alto relacionamento entre as progénies selecionadas
do ensaio de Y uriméguas, apesar de algumas progénies terem se destacado como divergentes.
As analises de agrupamento evidenciam a formac&o de grupos de progénies independentes de
sua origem geogréfica, apesar do agrupamento de populacées demonstrarem maior afinidade
entre Shanusi e mercado, e Paranapura e Cuiparillo. Estas informacdes serdo Uteis no
programa de melhoramento da espécie para orientar cruzamentos controlados entre progénies
dentro de cada populacdo (método de populagdo) com base nas caracteristicas morfométricas
e nas divergéncias genéticas, paratentar maximizar a heterozigosidade dentro das populacdes,
e posteriormente entre populacdes (selecdo recorrente), permitindo a formagdo de grupos

heterdticos que poderdo ter maiores ganhos genéticos.



5 SISTEMA DE REPRODUCAO DE PUPUNHEIRA DA RACA
PRIMITIVA PAMPA HERMOSA INFERIDO DE PROGENIES
SEL ECIONADAS USANDO MICROSSATELITES

RESUMO

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes, Palmae) € uma palmeira domesticada e tem se
destacado no mercado pela producéo de palmito de alta qualidade, principalmente na regido
Sudeste do pais. O mercado encontra-se em expansdo, mais a demanda por sementes
melhoradas € um ponto critico. O objetivo deste trabalho foi definir o sistema de reproducéo
de B. gasipaes, usando oito l6cus microssatélites e 24 progénies de polinizacdo aberta de trés
populagdes da raca Pampa Hermosa mantidas em ensaio de progénies para fins de
melhoramento genético. O sistema de reproducdo foi analisado pelo modelo misto de
reproducdo e pelo modelo de cruzamentos correlacionados. As taxas de cruzamento
multilocus foram altas para as populacbes, variando de 0,95 a 0,99, indicando que a
pupunheira cultivada possui um sistema misto de reproducéo, com predominio de fecundacéo
cruzada. A taxa de cruzamento individual por progénie foi igualmente alta, variando de 0,9 a
1,0, confirmando o sistema misto da espécie. A taxa de cruzamentos entre parentes (tm, - ts) foi
significativa (variando de 0,101 a 0,202), mostrando a existéncia de individuos parentes
dentro das progénies, provavelmente decorrente da prética agricola de plantar sementes de
polinizagdo aberta de poucas matrizes na mesma roga. A estimativa da correlagdo de
paternidade foi baixa (variando de 0,051 a 0,112), indicando pequena proporcéo de irméos-
completos dentro das progénies e grande nimero de doadores de pélen (9 a 20) participando
dos cruzamentos individuais. Portanto, as progénies do ensaio de Y urimaguas séo compostas
em sua maioria por meios-irméos, evidenciada pela alta taxa de cruzamento, alto nimero de
doadores de polen e baixa correlacdo de paternidade, e que a estimativa de parametros
genéticos no ensaio de progénies pode ser baseada nos modelos cléssicos de genética

guantitativa aplicados para espécies exclusivamente aldgamas.

Palavras-chave: pupunheira inerme, ensaio de progénies, endogamia biparental, taxa de

cruzamento



MATING SYSTEM OF PEACH PALM OF THE PAMPA HERMOSA
LANDRACE INFERRED FROM SELECTED PROGENIES USING
MICROSATELLITES

ABSTRACT

The peach palm (Bactris gasipaes Kunth) is a domesticate and is currently important for the
production of high quality heart-of-palm, mainly in southeastern Brazil. The market is in
expansion and the demand for seeds of improved plants is a critical point. The objective of
this study was to define the mating system of peach palm, using eight microsatellite loci and
24 open-pollinated progenies of three populations of the Pampa Hermosa landrace maintained
in a progeny trial for genetic improvement. The mating system was analyzed by the mixed
mating model and by the correlated crosses model. The multilocus crossing rate was high for
al populations, varying from 0.95 to 0.99, confirming that peach palm has mixed mating
system in which allogamy predominates. The individual crossing rate for progenies was
equally high, varying from 0.9 to 1.0, confirming the mixed mating system. The outcrossing
rate among relatives (tn - ts) was significant, varying from 0.101 to 0.202, identifying the
existence of related individuals within populations, probably due to the farmers practice of
planting seeds of a small number of open-pollinated seed-sources in the same swidden-fallow
plot. The estimate of paternity correlation was low, varying from 0.051 to 0.112, suggesting a
small number of full sibs within the progenies and a great number of pollen sources (9 to 20)
participating in the progenies pollination. The progenies of this trial are composed principally
by half sibs, as shown by the high out-crossing rate, large number of pollen sources and low
paternity correlation. This suggests that the estimation of genetic parameters in the progeny
trail can be based on the classic models of quantitative genetics applied for exclusively
allogamous species.

K eywords. spineless peach palm, progeny trial, biparental inbreeding, outcrossing rate



5.1 INTRODUCAO

O modo de transmissdo dos alelos em plantas € determinado pelo sistema de
cruzamento (WRIGHT, 1921), o qual pode ser autofecundagédo, fecundagéo cruzada ou mista
de autofecundacdo e cruzamentos. O conhecimento sobre como o0s aelos poderdo ser
combinados na proxima geragdo permite o estabelecimento de estratégias de selecdo de
gendtipos superiores e a manutencéo da variabilidade genética para uso futuro em programas
de melhoramento. Assim sua caracterizacdo e a estimagdo das taxas de cruzamento s&0
importantes para o estudo da dinamica dos alelos em populagdes naturais e em programas de
melhoramento, bem como para a definicdo de estratégias de manejo e conservagdo (ALVES
et al., 2003).

Os niveis de diversidade genética entre e dentro das populagdes podem ser
influenciados pelo sistema de reproducdo e os mecanismos de dispersdo do pdlen e sementes
(HAMRICK & NASON, 1993). Por isso, estudos do sistema de reproducéo e fluxo génico
sdo fundamentais em programas de melhoramento e conservacdo genética. As estimativas das
taxas de cruzamento e o nimero de doadores de pdlen dentro e entre progénies e populacdes
podem elucidar melhor a estrutura genética destas populacfes e contribuir para a escolha do
método mais adequado para a estimativa de pardmetros genéticos, o estudo da heranca de
caracteres quantitativos, a selecdo de gendtipos superiores, e a definicdo de tamanhos
amostrais para a coleta de sementes.

A pupunheira cultivada (Bactris gasipaes var. gasipaes Kunth) € uma palmeira
domesticada que tem se destacado no mercado pela producdo de palmito de alta qualidade e
Seu agronegdcio encontra-se em expansdo, principalmente na regido Sudeste do pais. As
sementes disponiveis no mercado hoje sdo oriundas da raca primitiva Pampa Hermosa,

Y uriméguas, Peru (BOVI, 1997), por serem inermes e mais produtivas que outras populacbes



(MORA URPI et al., 1999). A propagacao de pupunheira é geralmente realizada por sementes
obtidas a partir de polinizagdo aberta.

A inflorescéncia monodica aparece nas axilas de folhas senescentes, com flores
unissexuadas masculinas e femininas. Devido a diferenca entre a antese masculina e feminina
numa mesma inflorescéncia (24 horas), a pupunheira € predominantemente aldgama (MORA
URPI et al., 1997). Existem trés mecanismos de polinizagio na pupunheira: 0 primeiro
efetuado por Curculionidea pertencente aos géneros Andranthobius e Phyllotrox, que séo
pequenos besouros com autonomia de voo reduzida (entre 100 e 500 m; MEXZON et al. apud
MORA URPI et al., 1997); o segundo pelo vento; e o terceiro pela gravidade (MORA URPI
& SOLIS, 1980).

Apesar de ser aldgama a autopolinizagdo pode ocorrer e, conseglentemente, a
endogamia pode ser mais ou menos freqiente. Um sistema de auto-incompatibilidade
genética que garantiria a alogamia foi sugerido (MORA URPI, 1982), mas Clement & Arkcoll
(1984) observaram que a auto-incompatibilidade varia de 0 a 88% na populagcdo de Benjamim
Congtant (raca Putumayo) quando a polinizagdo foi manual. Também, quando a pupunheira
cresce em touceira, existe a possibilidade de autopolinizagdo entre estipes da touceira.
Clement (1988) observou que a prética agricola tradicional € de plantar vérias mudas de
polinizac&o aberta oriundas da mesma matriz selecionada (meios-irméos) na mesma roga, 0
gue permite cruzamentos entre parentes, resultando em endogamia biparental igual ao
coeficiente de coancestria entre os individuos cruzados. Cole et al. (2007) detectaram niveis
significativos de endogamia nas populaces de comunidades de camponeses e indigenas no
Peru, como resultado de cruzamentos entre este tipo de progénie de polinizagéo aberta durante
muitas geracBes (como sugerido por CLEMENT, 1988). No capitulo 3, observaram-se

coeficientes de endogamia significativos nas trés populagdes de pupunheira da raca Pampa



Hermosa na regido de Y urimaguas, as quais sao a base genética do melhoramento genético
para producéo de palmito em diversas instituicdes latino-americanas.

Atualmente os marcadores tipo microssatélites apresentam grandes vantagens para
determinar o sistema de reproducéo, pois exibem heranca mendeliana simples, sdo multi-
alélicos e tem expressdo codominante (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). Estudos do
sistema de reproducdo baseados em microssatélites tém sido realizados em vérias espécies
tropicais, como Saetenia macrophylla (LEMES, 2000), Cariniana legalis (SEBBENN et al.,
2000), Theobroma grandiflorum (ALVES et al., 2003) e Euterpe edulis (GAIOTTO et al.,
2003, SEOANE et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi investigar o sistema de reproducéo de pupunheira com o
uso de l6cus microssatélites avaliados em progénies de polinizacdo aberta oriundas de trés
populacbes da raca Pampa Hermosa mantidas em ensaio de progénies. A intencdo € gerar
informagdes sobre o0 sistema de reproducdo para entender a estrutura genética das progénies e
populactes a fim de possibilitar o planejamento de cruzamentos de forma rapida e eficiente

em programas de melhoramento da espécie.

52 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal e extragdo de DNA

As analises foram feitas em progénies coletadas em comunidades ao longo de trés rios
na regido de Yuriméguas, Peru, e instaladas em ensaio de progénies no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia (Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical, BR 174, km 38,
Manaus, AM, Brasil). A amostragem concentrou-se em progénies selecionadas para
comprimento do palmito, sendo nove progénies do rio Cuiparillo (n=121 plantas), sete do rio

Shanusi (n=133) e oito do rio Paranapura (n=105) (identificacdo das plantas no Anexo 1).



O DNA foi extraido com o reagente DNAzol (Life Technologies), utilizando-se 100
mg de meristema apical de um estipe lateral, com praticado por Clement et al. (1997). Apbs a

extracdo, o DNA foi quantificado em gel de agarose 0,9% corado com brometo de etidio.

5.2.2 Amplificacéo dos |6cus microssatélites

Oito dos dez pares de iniciadores microssatélites desenvolvidos por Rodrigues et al.
(2004b) foram selecionados para a genotipagem das plantas. Adicionou-se a extremidade 5’
do ‘primer forward’ de cada l6cus a seqiiéncia M13 (5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3), e
uma outra seguéncia M13 foi marcada com fluorocromo especifico (6-FAM, HEX e
TAMRA), segundo o protocolo de Schuelke (2000) com algumas modificagfes. A reacdo de
PCR foi conduzida utilizando-se um volume tota de 10 pl, contendo 1 ul de tamp&o 10X
(TrisHCI 100 mM, KCI 500 mM, pH 8.4), 1 ul dNTP (2,5 uM), 1 ul de MgCl, (25 mM), 0,25
ul Primer Forward M13 (5 uM), 0,25 ul Primer Forward M13 marcado com FAM, Hex ou
TAMRA (5 uM), 0,5 ul Primer Reverse (5 uM), 1,5 U Easy Tag DNA Polymerase (Lambda
Gene), e 15 ng de DNA gendmico. As amplificagbes foram realizadas em termociclador MJ
Research PTC-100 seguindo o programa: 94 °C por 2 min; 25 ciclos de 94°C por 10 seg, a
temperatura de anelamento do primer T, por 20 seg, 72 °C por 30 seg; um ciclo de 72 °C por
10 min, 20 ciclos de 94°C por 10 seg, 50 °C por 20 seg, 72 °C por 30 seg, e uma extensdo a 72
°C por 30 min. Os produtos de PCR gerados foram visualizados em seqlienciador automatico
(Mega Bace 1000). A estimativa do tamanho dos aelos (em pares de bases) foi realizada com
o programa Genetic Profiler e Fragment Profiler (GE Healthcare, England), auxiliado pelo

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



5.2.3 Andlise genética

A taxa de cruzamento foi caracterizada a partir das taxas unilocus e multilocus por
meio de estimativas de méxima verossimilhanca (RITLAND & JAIN 1981), utilizando o
programa MLTR - Multilocus Mating System Program (RITLAND, 2004), baseado no
modelo de cruzamento misto de Ritland & Jain (1981) e cruzamentos correlacionados de
Ritland (2004). Utilizou-se o algoritmo EM (Méximas Esperancas) devido ao pequeno
namero de progénies por populacdo, conforme sugere Ritland (2004). Foram estimadas. 1) a
taxa de cruzamento multilocus (ty); 2) ataxa de cruzamento média unilocus (t5); 3) ataxa de
cruzamento entre individuos aparentados (tm, — ts); 4) a correlacdo da taxa de cruzamento (ou
autofecundagdo) entre as progénies (r); 5) a correlacéo de paternidade de cruzamento entre
dois irméos, ou a propor¢do de irmaos-completos entre irmaos de cruzamento dentro das
progénies (rp); e 6) a correlacdo de cruzamento (ou autofecundag&o) entre l6cus dentro das
progénies (rs). O erro padréo 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 1.000 reamostragens entre e dentro das progénies (RITLAND, 2004).

O coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies (4,,) foi estimado do

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

~

Ritland (1989), f,, =0,25(1+ F,)[48+ ({,, +,&.)A+F,)], em que, S é a taxa de

autofecundagéo (§= 1- fm). Os demais parametros ja foram previamente definidos. Como

~

em espécies dipldides o coeficiente de coancestria € a metade do coeficiente r,, 6, =1, /2

Ay R
(LYNCH E WALSH, 1998), tem-se que ©,, = 01251+ F,)[4s+ (t,,” +1,S)A+T1,)].
O tamanho efetivo de variancia foi estimado de acordo com Cockerham (1969) por,

Ny = 0.5/0,,



53 RESULTADOSE DISCUSSAO

As estimativas da taxa de cruzamento multilocus (tm) e unilocus (ts) usando oito I6cus
microsatélites foram altas para todas as populacdes de pupunheira, variando de 0,95 a 0,99,
sugerindo um sistema misto de reproducéo com predominio de fecundagdo cruzada (Tabela
1). Altas estimativas de cruzamento tém sido encontradas para outras palmeiras, como
Astrocaryum mexicanum (EQUIARTE et al., 1992), Euterpe edulis (GAIOTTO et al. 2003;
SEOANE et al., 2005) e Cocos nucifera (AKUBA, 2006), assim como para espécies arboreas
tropicais (WARD et al., 2005). A taxa de cruzamento individual por progénie (Tabela 1)
também foi alta em progénies das trés populacdes, com baixa variagdo entre as progénies. A
julgar pelo erro padréo da média entre os | écus, apenas a progénie 7 da populacéo Shanusi e a
progénie 2 da Paranapura apresentaram valores estatisticamente diferentes de 1,0. A
estimativa da correlacéo de autofecundacdo confirma a baixa variagdo observada na taxa de
cruzamento entre progénies dentro de populagdes, confirmando que a maioria das progénies
nas populagdes foram oriundas de exocruzamentos.

Considerando que as taxas de cruzamento foram proximas a 1,0 em todas as
populactes, a autofecundacdo em estas progénies (s = 1 - ty) € muito baixa (maximo de 5%
em Cuiparillo). De acordo com Ritland (2002) para baixos niveis de autofecundacéo (s < 0,2),
a correlacdo de t entre l6cus (rg) corresponde a fracdo de endogamia devido a endogamia
uniparental, e (1 - rs) a fracdo da endogamia devido a endogamia biparental. Sendo assim, a
baixa endogamia aqui detectada esta fracionada em cruzamentos uniparentais e biparentais,
Com uma pequena variagao entre as populagdes (Tabela 1).

Em pupunheira estas altas taxas de cruzamento podem ser explicadas por um ou
ambos dos seguintes fatores: a) pelo fato das sementes terem sido coletadas durante o pico da
safra (informacdo verbal)', o que aumentaria a possibilidade de varias plantas contribuirem

para os cruzamentos devido ao grande niUmero de insetos visitando as inflorescéncias durante

"WANDERS CHAVEZ, 2006



0 pico da floragéo; e b) pela fenologia de floragdo de pupunheira (sincronismo de floracéo)

associado a0 comportamento do polinizador, favorecendo a exogamia (MORA URPI &

SOLIS, 1980).

Tabela 1 - Par@metros de endogamia, parentesco e sistema de reproducdo em trés populagdes de pupunheira

cultivada Bactris gad paes var. gasipaes.

Shanusi

Paranapura

Taxa de Cruzamento Cuiparillo
Progénie 1 1,0 (0,000) - [12]
Progénie 2 0,95 (0,047) -[20]
Progénie 3 1,0 (0,000) - [14]
Progénie 4 1,0 (0,000) - [15]
Progénie5 1,0 (0,000) - [12]
Progénie 6 0,92 (0,004) - [11]
Progénie 7 0,94 (0,051) - [16]
Progénie 8 1,0 (0,000) - [11]
Progénie9 1,0(0,000) - [10]
Taxa de cruzamento multilécus - tp, 0,95 (0,024)
Taxa de cruzamento unilécus - tg 0,85 (0,034)
Endogamiabiparenta - t, - ts 0,101 (0,020)
Correlacdo da estimativadet - r, 0,070 (0,037)
Correlacéo da estimativa de p multilcus - 0,066 (0,020)
Corrdlacdo det entr? l6cus (Frac;z—?lo de- 0,556 (0,068)
autofecundacdo devido endogamia uniparental) - rg
Fracdo de autofecundacéo devida Endogamia 0.44
biparental - 1-r ’
Numero de doadores de polén - 1/r,, 15,2
Taxa de autofecundacéo — § 0,05
Indice de fixag&o parental — F 0,00 (0,000)
Coancestria dentro das progénies — oxy 0,146
Tamanho efetivo de variancia - Ngy) 34
NUmero total de plantas— N 121

1,0 (0,000) - [30]
1,0 (0,000) - [27]
1,0 (0,000) - [24]
1,0 (0,000) - [17]
1,0 (0,000) - [15]
1,0 (0,000) - [10]
0,9 (0,075) - [10]

0,98 (0,012)
0,78 (0,040)
0,202 (0,033)
0,116 (0,021)
0,112 (0,022)

0,394 (0,071)

0,61

9
0,02
0,00 (0,000)
0,132
38
133

1,0 (0,000) - [10]
0,92 (0,076) -[12]
1,0 (0,000) -[12]
1,0 (0,000) - [12]
1,0 (0,000) - [25]
1,0 (0,000) - [12]
1,0 (0,000) - [10]
1,0 (0,000) - [12]

0,99 (0,010)
0,88 (0,030)
0,109 (0,028)
0,080 (0,022)
0,051 (0,018)

0,627 (0,093)

0,34

19,6
0,01
0,00 (0,000)
0,134
37
105

[ 1 —nUmero de plantas na progénie; ( ) Desvio padrao



A diferenca entre a taxa de cruzamento multilocus e unilocus (tmty) foi
significativamente diferente de zero para as trés populagdes (variando de 0,101 a 0,202),
evidenciando uma endogamia de origem biparental (causada por cruzamento entre parentes),
principal mente nas progénies da populacéo do rio Shanusi (Tabela l). A endogamia biparental
aqui detectada provavelmente é decorrente da pratica agricola de plantar progénies de
polinizac&o aberta de poucas matrizes na mesma rocga (como sugerido por CLEMENT, 1988,
e observado por COLE et al., 2007). Outra causa poderia ser a presenca de estruturacéo
genética espacial dentro das populacdes, como tem sido relatada em estudos do sistema de
cruzamento de populactes naturais e fragmentadas de outra palmeira tropical, Euterpe edulis
(GAIOTTO et al., 2003; SEOANE et al., 2005). Cruzamentos entre parentes tém sido
relatados em diversos estudos do sistema de reproducdo de espécies arboreas tropicais
(LEMES, 2000; SEBBENN et al., 2000; ALVES et al., 2003) e demonstram que certos niveis
de endogamia biparental podem ser esperados em populagdes naturais; em plantas cultivadas
a esperanca de que este ocorre € grande, pois é comum ter poucas fontes de sementes numa
parcela agricola.

A correlacdo de paternidade (rp) dentro das progénies foi baixa, variando de 0,051 a
0,112, sugerindo que a maioria das progénies foram oriundas de cruzamentos com vérias
fontes de pdlen, o qua corresponde ao ato nimero de doadores de pblen (Tabela 1). A
estimativa do nimero de doadores de pdlen variou de nove a 20 por populagéo. Este valor €
muito superior ao detectado em Euterpe edulis (méximo 9, SEOANE et al., 2005),
confirmando a hipétese de que vérias plantas participaram como polinizadoras das progénies
avaliadas. Isto pode ser explicado primeiramente pelo fato das sementes terem sido coletadas
durante o pico da safra, 0 que aumenta a possibilidade de vérias plantas contribuirem para os
cruzamentos, reduzindo a taxa de cruzamentos correlacionados que geram irméaos completos.

Baixas estimativas de correlacdo de paternidade implicam em um maior nimero de doadores



de pélen (RITLAND, 1989), como observado em Paranapura e Cuiparillo, € um pouco menor
em Shanusi (Tabela 1). Este fato podera ter relacdo direta com o comportamento do
polinizador associado ao sincronismo no florescimento, propiciando um maior nimero de
besouros visitando as flores femininas advindos de outras inflorescéncias (MORA URPI E
SOLIS, 1980). Edas baixas estimativas de correlacdo de paternidade sugerem que o nimero
de cruzamentos correlacionados (tm x rp) € baixo (méximo de 10,2%) e conseguentemente o
ndmero de cruzamentos aleatérios [tm (1- rp)] é ato (minimo de 89,8% em Shanusi). Isto
sugere ainda que as progénies sdo formadas quase gque exclusivamente por meios-irmaos.

A estimativa do coeficiente médio de coancestria dentro de progénies (Tabela 1) foi
préximo ao esperado em progénies de meios-irmdos (0,125), confirmando os resultados
anteriores. 1sto sugere que, sob cruzamentos aleatérios no presente teste de progénies, pode se
esperar uma endogamia variando de 13,2 a 14,6%. Contudo, esta endogamia pode ser
guebrada pela selecdo para genétipos superiores dentro de progénies, reduzindo os
parentescos dentro das parcelas, de forma que o0 presente ensaio pode ser usado futuramente
como fonte de sementes melhoradas (pomar de sementes). A estimativa do tamanho efetivo
de variancia reforca, mais uma vez, a hipétese de que as progénies sd0 compostas

predominantemente por meios-irmaos (N, = 4, SEOANE et al., 2005).

Logo, a constatacdo de que o0 ensaio de progénies de Y uriméguas € composto quase
gue exclusivamente por plantas advindas de exocruzamentos permite inferir que este
apresenta elevada variabilidade genética, evidenciada pelo alto nimero de doadores de pélen.
Também, a estimativa de pardmetros genéticos e selecéo para producéo de palmito poderéo
ser baseadas nos modelos classicos de genética quantitativa aplicados para uma espécie
exclusivamente aldgama, 0s quais pressupdem cruzamentos aleatérios, auséncia de
endogamia na geracdo parental (f=0) e progénies compostas exclusivamente por meios-

irmaos, visto que o nivel de endogamia detectado é muito baixo.



5.4 CONCLUSAO

Conclui-se que Bactris gasipaes € de reproducdo mista, predominantemente aldgama.
As altas taxas de cruzamento demonstram que as progénies analisadas sdo oriundas quase que
exclusivamente por individuos provenientes de exocruzamento, provavelmente devido ao
estagio fenoldgico (pico da safra) e ao sincronismo de floragcéo associado ao comportamento
do polinizador. Serd importante repetir este estudo no inicio e no fim da floracdo para
examinar como varia as taxas de cruzamento. A variagdo entre as taxas de cruzamento entre
progénies € baixa, o que pode ser constatado pela pequena variagdo nas taxas de cruzamentos
individuais por familia. As progénies sdo compostas predominantemente por meios irmaos.
Uma discreta endogamia foi detectada nas trés populagdes, sendo de origem uniparental e
biparental. Portanto, as progénies do ensaio s&0 compostas em sua maioria por meios-irmaos
com elevada variabilidade genética, evidenciada pelo alto nimero de doadores de pdlen, e
sugere que a selegdo para producéo de palmito podera ser baseada nos modelos cléssicos de

genética quantitativa aplicados para espécies exclusivamente aldgamas.



CONSIDERACOESFINAIS

O estudo aqui apresentado sugere algumas direcdes para a pesguisa com a pupunha:

v" Aumentar o nimero de acessos/progénies para a andlise de estrutura genética
populacional, amostrando uma planta ou no méximo trés plantas por progénie para incluir
toda araga Pampa Hermosa disponivel as instituicdes locais e nacionais;

v' Avaliar outros acessos/populacdes da raca Pampa Hermosa mantidas no
Banco Ativo de Germoplasma de Pupunha com o intuito de buscar novos alelos que possam
ser incluidos no programa para aumentar a divergéncia genética entre progénies e populagdes;

v" Ampliar o nimero de locos de marcadores microsatélites para cobrir maior
parte do genoma e possibilitar a melhor discriminacdo dos gendtipos individuais;

v" Como as andlises do sistema de reproducdo foram realizadas em progénies
oriundas do pico de floragdo, sugere-se uma nova analise a partir de coletas fora do pico de

florag&o, bem como incluindo a planta mée.
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ANEXO A - Numero de plantas selecionadas para comprimento de palmito, e ndo selecionadas amostradas
dentro de progénies e popul agdes do ensaio de progénies de Y urimaguas, Peru, para as andises genéticas. (A) —
Diversidade genética; (B) — Variacéo genética entre edentro ; * - Sistema de reproducdo.

Progénie No.plantas(A) No.plantas(B) No.Sel. >45cm >54cm  >60cm Populacdo

177* 12 7 1 1 Cuiparillo
188* 21 7 6 5 1 Cuiparillo
205* 13 7 3 1 1 1 Cuiparillo
300* 15 7 2 2 Cuiparillo
302* 12 7 2 1 1 Cuiparillo
303* 11 7 1 1 Cuiparillo
305 6 - 1 1 Cuiparillo
310* 14 7 1 1 Cuiparillo
318* 11 7 1 1 Cuiparillo
319* 10 7 4 2 1 1 Cuiparillo
322 6 6 2 1 1 Cuiparillo
335 9 6 3 3 Cuiparillo
10 6 6 2 2 Shanusi
73* 24 7 3 3 Shanusi
80* 26 7 4 2 2 Shanusi
81* 21 7 4 3 1 Shanusi
82* 13 7 2 2 Shanusi
100* 6 - 0 Shanusi
107* 14 7 3 3 Shanusi
109* 10 7 1 1 Shanusi
111* 10 7 1 1 Shanusi
114* 10 7 6 5 1 Paranapura
117* 11 7 2 2 Paranapura
120 10 7 5 1 3 1 Paranapura
125 7 - 2 2 Paranapura
143 7 7 2 1 1 Paranapura
144 7 7 1 1 Paranapura
153* 10 7 1 1 Paranapura
157* 12 7 1 1 Paranapura
159* 26 7 7 4 1 2 Paranapura
163* 10 7 2 2 Paranapura
168* 10 7 4 4 Paranapura
344> 10 7 2 1 1 Paranapura
13 10 7 2 2 mercado
191 10 7 1 1 mercado
206 10 7 2 1 1 mercado
218 14 7 3 2 1 mercado
258 8 - 2 1 1 mercado
275 6 6 2 1 1 mercado
276 6 6 1 1 mercado
277 10 7 3 1 2 mercado
280 14 7 1 1 mercado
362 19 7 5 2 2 1 mercado
369 9 7 4 4 mercado
382 10 7 4 3 1 mercado
384 10 7 1 1 mercado
387 6 6 3 3 mercado
393 10 7 2 1 1 mercado
394 6 6 1 1 mercado
409 10 7 3 2 1 mercado
Total 568 315 122 79 23 20







