Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagao
Programa de Pds-Graduagdo em Biodiversidade Tropical
Mestrado e Doutorado
UNIFAP / EMBRAPA-AP / IEPA / Cl-Brasil

RAYANE DA MOTA RIOS

CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA E MOLECULAR DE ACESSOS
DE ACAI COLETADOS NA AMAZONIA ORIENTAL BRASILEIRA

MACAPA, AP
2020

. . ; & r-c,Y"
Universidade Federal do Amapéa



RAYANE DA MOTA RIOS

CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA E MOLECULAR DE ACESSOS
DE ACAI COLETADOS NA AMAZONIA ORIENTAL BRASILEIRA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Biodiversidade
Tropical (PPGBIO) da Universidade
Federal do Amapé, como requisito parcial
a obtencdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade Tropical.

Orientador: Dr. Lucio André Viana Dias
Coorientador: Dr. Wardsson Lustrino
Borges

Coorientador: Dr. Silas Mochiutti

MACAPA, AP
2020



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal do Amapa
Elaborada por Cristina Fernandes — CRB-2/1569

Rios, Rayane da Mota.

Caracterizagdo morfoagrondmica e molecular de acessos de acai
coletados na Amazonia oriental brasileira /; Orientador, Licio André
Viana Dias; Coorientador, Wardsson Lustrino Borges. — Macapa, 2020.

46 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Amapa,
Coordenacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Biodiversidade
Tropical.

1. Acai — Antocianinas. 2. A¢ai — Amazodnia. 3. Euterpe oleracea.

I. Dias, Lacio André Viana, orientador. 11. Borges, Wardsson Lustrino,

coorientador. Ill. Mochiutti, Silas, coorientador. V. Fundacéo
Universidade Federal do Amapa. V. Titulo.

615.4 R586¢

CDD. 22 ed.




RAYANE DA MOTA RIOS

CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA E MOLECULAR DE ACESSOS
DE ACAI COLETADOS NA AMAZONIA ORIENTAL BRASILEIRA

Dr. Lucio André Viana Dias
PPGBio-UNIFAP

F ' / ety
,\'/ (/_/v,/vf'f_, VLA L ¥

Dr. Wardsson Lustrino Borges
Embrapa Amapéa

(/,_,/ M

-

Dr. Marcelino Carneiro Guedes
Embrapa Amapéa

N
Dr. Gilberto/Ken Iti Yokomizo
Embrapa Amapa

Aprovada em 08 de junho de 2020, Macapéa, AP, Brasil



A minha avé Teresa Rios (in
memoriam) pela mulher incrivel
que era e a0 meu orientador Dr.
Silas Mochiutti (in memoriam) por
ter me concedido o prazer de
realizar esse trabalho e pela sua

trajetdria na pesquisa.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me permitido chegar até esse momento.

Ao0s meus pais, Francisco e Rilza, que desde sempre me incentivaram em tudo na
minha vida, independente do que fosse e que mesmo de longe durante esses ultimos anos,
sempre se orgulham de mim.

Ao0s meus irméos, Rilda e Walter, que foram meu porto seguro durante esses anos
e que sempre fizeram de tudo para que eu concluisse meu trabalho.

Ao meu namorado, Jodo, que mesmo estando na mesma situacdo que a minha, me
ajudou nas coletas de dados e em laboratdrio, além do apoio em todos 0s momentos.

As minhas amigas, Larissa e Danielle, que sempre estiveram dispostas a me
ajudar, tirando davidas ou mesmo me auxiliando em campo e laboratério, sei que esse
trabalho tem um gosto diferente para elas também.

Aos meus amigos Adriano, Aynna, Michelle e Raquel, pela amizade de anos que
construimos e por todo apoio e incentivo durante o curso.

Aos meus orientadores, Dr. Lucio Viana que me deu a possibilidade continuar
nesse trabalho e que sempre esteve disponivel quando eu precisei; ao Dr. Wardsson
Lustrino Borges que sem duvida foi uma peca muito importante para que esse trabalho
andasse e fosse finalizado, e que sempre com muita paciéncia e disponibilidade me tirou
davidas e auxilio em laboratério para tudo fosse finalizado no prazo; e ao Dr. Silas
Mochiutti (in memoria) que me agraciou com esse projeto, e durante toda a caminhada se
mostrou ser uma pessoa disponivel, gentil e compreensiva quanto as dificuldades
encontradas pelo caminho durante o tempo que convivemos, guardarei para sempre na
memoria 0s seus ensinamentos e exemplo, principalmente quanto ao seu trabalho, o qual
desenvolvia com muita paixao.

A equipe de campo da Embrapa Amapa em Mazagédo — Enoque, Barbosa, Jonas,
Adjalma e Adinomar — que sempre me receberam bem, me auxiliando em todos as
viagens e com 0s quais eu aprendi muito e tenho enorme admiragé&o.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, pelo suporte dado a
pesquisa ndo apenas durante o periodo do mestrado, mas também desde a graduacé&o,
assim como os demais funcionarios que direta ou indiretamente me ajudaram.

Ao CNPq pela concessédo de bolsa durante todo o periodo do programa.

Obrigada!



[

E tua fruta vai rolando
Para os nossos alguidares
Tu te entregas ao sacrificio
Fruta santa, fruta martir
Tens o dom de seres muito
Onde muitos ndo tém nada
Uns te chamam agaizeiro
Outros te chamam jucara...

[.]”

(Sabor acai — Nilson Chaves)



RESUMO

Rios, Rayane da Mota. Caracterizacdo morfoagronémica e molecular de acessos de acai
coletados na Amazoénia oriental brasileira. Macapd, 2020. Dissertacdo (Mestre em
Biodiversidade Tropical) — Programa de Pos-graduacdo em Biodiversidade Tropical —

Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo - Universidade Federal do Amapa.

O acaizeiro, Euterpe oleracea, € uma espécie tipicamente tropical, encontrada
principalmente em &reas de varzea e terra firme. Vem ganhando destaque em ambito
nacional e internacional devido ao conhecimento de suas propriedades nutricionais. Em
consequéncia as areas plantadas e o extrativismo vegetal da espécie vem aumentando nos
ultimos anos, principalmente no estado do Par4, e a caracterizacdo de acessos de acaiziero
em bancos de germoplasma € importante para conservacdo e selecdo de individuos com
elevado potencial produtivo.. O objetivo desse trabalho foi caracterizar acessos de
acaizeiro por meio de descritores fenologicos, morfoldgicos e agronémicos e marcadores
moleculares tipo RAPD, para selecionar conjunto de acessos com maior potencial
produtivo. Foram analisados 100 acessos atraves de 18 descritores morfoagronémicos e
13 iniciadores RAPD. Foi possivel observar a sazonalidade entre as fases de emisséo de
espata e inflorescéncia em floracéo e frutificacdo. Os valores de coeficiente de variagdo
e quadrado médio dos tratamentos (acessos) evidenciaram elevada variabilidade entre os
descritores morfoagronémicos e os acessos foram distribuidos em sete grupos. Massa de
fruto, massa de semente e massa de polpa foram descritores importantes para distingdo
dos grupos de acessos e identificacao de acessos de maior potencial produtivo. Os acessos
apresentaram similaridade superior a 85% e 85 acessos, distribuidos em nove sub-grupos,
ndo foram diferenciados, por meio do RAPD. N&o houve correlagdo entre os
agrupamentos baseados em descritores morfoagronomicos e marcadores RAPD. Quinze
acessos apresentam massa de cacho variando entre 3,9 e 9 kg e seis massa de polpa de
100 frutos variando entre 35-50 g, evidenciando que é possivel selecionar acessos com

elevado potencial produtivo.

Palavras-chave: Antocianina, marcador molecular, Euterpe oleracea.



ABSTRACT

Rios, Rayane da Mota. Morphoagronomic and molecular characterization of acai
accessions collected in the eastern Brazilian Amazon. Macap4, 2020. Dissertacdo (Mestre
em Biodiversidade Tropical) — Programa de P6s-graduagdo em Biodiversidade Tropical
— Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo - Universidade Federal do Amapa.

The acai, Euterpe oleracea, is a typically tropical species, found mainly in lowland and
upland areas. It has been gaining prominence in national and international scope due to
the knowledge of its nutritional properties. As a result, planted areas and plant extraction
of the species have been increasing in recente years, especially in the state of Para, and
the characterization of acai accessions in germplasm banks is important for the
conservation and selection of individuals with high productive potential. The objective of
this work was to characterize acai accessions by means of phenological, morphological
and agronomic descriptors and RAPD molecular markers, for joint selection of accessions
with greater productive potential. All told, 100 accessions were analyzed through 18
morphoagronomic descriptors and 13 RAPD markers. It was possible to observe
seasonality between the spathe and inflorescence emission phases in flowering and
fruiting. The values of the coefficient of variation and mean squared error of the
treatments (accessions) indicated high variability among the morphoagronomic
descriptors, and the accessions were distributed in seven groups. Fruit weight, seed
weight and pulp weight were important descriptors for distinction of accessions and
identification of those with greater productive potential. The accessions presented
similarity greater than 85%, and 85 accessions, distributed in nine subgroups, were not
differentiated by RAPD markers. There was no correlation between grouping based on
morphoagronomic descriptors and RAPD markers. Fifteen accessions presented panicle
weight ranging from 3.9 to 9.0 kg and six had hundred-fruit pulp weight varying from 35
to 50 g, indicating it is possible to select accessions with high productive potential.

Key-words: Anthocyanin; molecular marker; Euterpe oleracea.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 ORIGEM E PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DA ESPECIE

O centro de origem e diversidade do acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € o estuario
amazonico (Ducke 1946, Cavalcante 1974, Oliveira et al. 2007b), devido nessa regido
ocorrerem diversas e numerosas populacdes de agaizeiro. Variagfes bem acentuadas entre e
dentro das populagdes, no que tange as caracteristicas morfolégicas, fenoldgicas e fisioldgicas
das plantas s@o observadas (Oliveira et al. 2000).

A espécie é uma palmeira tipicamente tropical, e esta presente nos paises como: Panama,
Equador, Trinidad, Venezuela, Coldmbia, Suriname, Guiana, Guiana Francesa e Brasil
(Henderson and Galeano 1996). No Brasil é naturalmente encontrada nos estados do Maranhao,
Mato Grosso, Tocantins, Para e Amapé (Calzavara 1972).

Encontra-se classificada botanicamente na divisdo Magnoliophyta (=Angiospermae),
classe Liliopsida (=Monocotyledoneae), subclasse Arecidae (=Espadiciflorae), super-ordem
Arecanae, ordem Arecales (=Principes), familia Arecaceae (=Palmae), subfamilia Arecoideae
e género Euterpe (Henderson and Galeano 1996). No Brasil a familia Arecaceae compreende
38 géneros (Leitman et al. 2015), dentre esses destaca-se 0 Euterpe com cinco espécies: E.
oleracea, E. precatoria, E. edulis, E. catinga e E. longibracteata (Oliveira et al. 2000). Dentre
essas 0 E. oleracea é considerado atualmente a espécie de maior importancia, em funcéo da sua
utilidade e distribuicéo.

O acaizeiro pode ser encontrado em areas de varzea, igapd e em matas de terra firme,
principalmente quando estas estdo localizadas proximas a areas umidas (Cavalcante 1974). E
uma palmeira cespitosa que lanca até 25 estipes por touceira, chamados de perfilhos, sendo esta
a principal caracteristica da espécie, que a difere das demais do mesmo género (Ducke 1946,
Cavalcante 1974). Os estipes cilindricos, anelados e eretos podem alcancar até 20 m de altura
e 18 cm de diametro, e em toda extensdo dos estipes da planta visualiza-se cicatrizes,
decorrentes da queda da folhas, distanciadas entre si, em cerca de 11 cm, denominados de
entrenos (Cavalcante 1974, Oliveira et al. 2000). O sistema radicular é do tipo fasciculado,
relativamente denso, com raizes emergindo do estipe da planta adulta em altura de 30 cm a 40
cm acima da superficie do solo e, de coloragdo avermelhada (Henderson and Galeano 1996).

Em decorréncia do padrdo de florescimento do acaizeiro, que apresenta dicogamia do
tipo protandria, cujas inflorescéncias masculinas e femininas se abrem em periodos diferentes,
Ihe é assegurada assim a alogamia, dessa forma sendo esta espécie de polinizacdo cruzada. A

polinizacdo é realizada principalmente por insetos como abelhas, moscas, besouros e vespas e
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a dispersdo por aves de médio a grande porte, por alguns mamiferos e roedores, pela dgua e
peixes e até mesmo por humanos (Shanley and Medina 2005, Campbell et al. 2018).

Os eventos de floracdo e frutificacdo podem ocorrer durante o ano todo (Cavalcante
1974), porém dependendo da regido e dos fatores climaticos, apresentam picos em periodos
diferentes do ano. No estado do Amapa o periodo de frutificagdo mais intenso ocorre no
primeiro semestre do ano, que é o periodo mais chuvoso; ja no estado do Para a producgéo de
frutos ocorre no principalmente no segundo semestre (CONAB 2019).

O numero de cachos por estipe pode chegar a oito, porem sendo mais comum de trés a
quatro (Cavalcante 1974). O fruto € uma drupa globosa ou levemente depressa, com didmetro
variando entre 1 cm e 2 cm e pesando, em média, 1,5 g (Paula 1975), com coloragdo do epicarpo
de verde claro, passando a roxo quando maduro, no caso do acai roxo, e verde escuro para o
acai branco (Calzavara 1972).

A reproducédo pode ocorrer de duas formas, sexuada através de sementes e, assexuada
por meio da retirada de perfilhos emitidos na base da planta (Oliveira et al. 2000). O agaizeiro
é uma espécie diploide que possui 36 de cromossomos (2n=36), apresentando diferencas quanto
a morfologia (Oliveira 2011).

E. oleracea ndo apresenta variedades botanicas ou sub-espécies, porém caracteristicas
morfologicamente diferentes entre plantas de acaizeiro sdo frequentemente reportadas, séo
variacdes como coloracdo do epicarpo, tamanho do fruto, formato do cacho, entre outras. O
termo etnovariedade, que se refere as plantas que apresentam alguma caracteristica que as
diferenciam identificadas e definidas por povos tradicionais, indigenas e/ou pequenos
agricultores é frequentemente utilizado para o agaizeiro (Soleri and Cleveland 1993). Para o
acaizeiro sdo reportadas algumas etnovariedades: acai branco, acai tinga, acai espada, acai acu,
acai malhado, acai chumbinho (Pimentel and Jardim 2009, Jardim and Oliveira 2014).

O E. oleracea possui atualmente duas cultivares langcadas, BRS-Para e BRS-Pai d"égua,
desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa por meio da selecéo
massal com base em descritores morfolégicos e produtivas, e apresentam elevada
produtividade, principalmente no periodo de entressafra (Oliveira and Farias Neto 2004, Farias
Neto 2019). A etnovariedade denominada de acai branco se diferencia da etnovariedade preta
pela auséncia ou menor teor de antocianina no epicarpo dos frutos quando maduros (Mattietto
etal. 2016) (Figura 1). E muito apreciada pelas populacdes tradicionais, porém os determinantes

que envolvem a coloragao de seus frutos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.



12

Figura 1. Cacho de agai branco. Fonte: Rayane Rios

1.2 PRINCIPAIS USOS E IMPORTANCIA DA ESPECIE

Do seu fruto se produz o suco ou vinho, proveniente da polpa; das suas inflorescéncias
secas, pode-se fabricar vassouras; das raizes, pode-se produzir vermifugo e antidiarreico; do
seu caule, pode-se extrair palmito e celulose, construir casas e utilizar como lenha e como
isolamento elétrico e térmico; das suas folhas se obtém celulose e também se utiliza na
cobertura de casas; e as sementes sdo utilizadas para artesanato (Calzavara 1972).

Além dos usos tradicionais, estudos voltados a espécie demonstram outras importantes
possibilidades. O suco do agai branco liofilizado apresenta potencial para prevenir cancer
oriundo do consumo de carne vermelha (Silveira et al. 2017), as suas sementes podem ser
utilizadas para producéo de etanol de segunda geracdo (Cordeiro et al. 2019) e o residuo do agai
(caroco e fibra) apresenta potencial para producdo de materiais compdsitos com uso na

construcdo civil (Barbosa et al. 2019).
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O acaizeiro faz parte do hébito alimentar das populacdes da regido Norte, sendo
consumido, em geral, duas vezes ao dia (Silva Junior et al. 2019), ou seja, nas principais
refeicdes. E a base do sustento de muitas familias ribeirinhas, principalmente com a extracio
dos frutos e palmito, gerando direta e indiretamente muitos empregos nas chamadas “ilhas do
Para”.

A renda liquida da extracao vegetal do agai por ha é de aproximadamente R$ 2.938 no
periodo de safra e na entressafra é de R$ 313,00 (Tagore et al. 2020). Com a introducdo das
praticas de manejo a produtividade pode subir de 20 a 30 sacas para até 100 sacas por ha,
aumentando também o tempo de colheita para até sete meses (Queiroz and Mochiutti 2012).

O fruto do acaizeiro vem ganhando destaque em ambito nacional e internacional nos
ultimos anos pois apresenta diversos beneficios a salde humana, sendo considerado um
alimento altamente funcional (Rocha 2015), tendo grande destaque pelo alto teor de antocianina
presente na polpa, por seu contetido caldrico e nutritivo, sendo fonte de lipideos, carboidratos,
proteinas, fibras e rico em minerais (Oliveira and Santos 2011, Cedrim et al. 2018).

Em vista do aumento do seu consumo em funcdo dos beneficios a salde, houve um
crescimento no extrativismo da espécie e também na area plantada. A producdo nacional de
acai no ano de 2018 alcancou 1.510,022 t de frutos, em uma &rea de 198,497 mil ha, um aumento
de mais de 170 mil t em relagdo ao ano de 2017, sendo que o estado do Para corresponde 99%
desse total (IBGE 2018). A producdo de frutos oriundos da extracdo vegetal no ano de 2018 foi
de 221,646 t de frutos, com um valor de producdo de R$ 592,0 milhdes (IBGE 2017).

O estado do Para é atualmente o maior produtor de frutos e exportador de produtos
oriundos do fruto do agai, como a polpa congelada, e cerca de 90% da exportacéo é feita para
0s mercados norte-americano e japonés (MAPA 2016). Esse mercado esta em franca ascenséo,
visto que os produtos gerados a partir da matéria prima, estdo cada vez mais diversificados,
principalmente por serem voltados a alimentacdo saudavel. Independente do mercado em outros
estados e paises, 0 acai ja possui mercado consolidado e de uso tradicional na regido Norte,
sendo considerado um produto essencial.

O acaizeiro faz parte do patrimonio tangivel e intangivel das populagdes tradicionais da
regido Norte. A coleta de fruto é uma atividade tradicional que passa entre geracdes (Chaves
et al. 2015), assim como o sistema de troca de sementes de agai branco que ocorre entre familias
(DuVal 2010). O agai é um simbolo da cultura nortista, sendo comum encontrar em feiras
populares e até mesmo em aeroportos diversos produtos, como pinturas, camisas e chaveiros
utilizando da espécie como tema para serem vendidas para turistas, ou até mesmo cangoes
(Chaves et al. 2015).
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A espécie também apresenta elevada importancia ecolégica e ambiental; além de
compor floristicamente as areas de varzea, que sdo &reas caracteristicas pela presenca de
numerosas populacdes de palmeiras (Batista et al. 2011), também é importante para a
manutencdo da fauna, com seus frutos servindo de alimento para muitos animais,
principalmente passaros, que por consequéncia sdo importantes dispersores de sementes. O
acaizeiro também oferece protecdo para as areas de varzea, diminuindo assim 0S processos
erosivos, que sdo comuns nesse tipo de ambiente, além de poder ser utilizado para recomposi¢édo

de areas degradadas (Guimaraes et al. 2011).

1.3 DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS

A conservacao de individuos de interesse, como o acaizeiro, pode ser feita em banco de
germoplasma (BAG), que faz referéncia ao patriménio genético de uma determinada espécie
(Oliveira 2005) sendo portadores da variabilidade total que pode ser transmitida de uma geracéo
para outra (Costa and Spehar 2012). Os individuos que compdem um BAG sdo denominados
de acessos, esse termo faz referéncia a toda amostra do banco que pode representar a variacao
genética de uma populacéo ou individuo (Carvalho and Vidal 2003).

O uso de BAG tem como principais objetivos diminuir a erosdo genética quando a
pressdao por uma determinada espécie esta alta, conservar genes que possam ser de interesse
futuro e possibilitar a utilizacao dos individuos ali depositados em programas de melhoramento.
As atividades realizadas em BAG sdo em geral coleta, caracterizacdo, avaliagdo, documentacéo
e conservagéo.

A caracterizacdo € uma etapa importante em colecfes de germoplasma, pois viabiliza
seu uso e justifica a conservacdo da espécie, possibilitando avan¢cos em estudos de variabilidade
genética, assim como facilita a identificacdo de individuos superiores em relacdo a alguma
caracteristica especifica, além de descrever semelhancas e diferencas entre acessos (Mata
2010). Espécies que pertencem ao género Euterpe apresentam sementes recalcitrantes e por este
motivo s6 permitem a conservacdo em BAGs mantidos em campo (Oliveira 2005).

Para realizar a caracterizagdo podem ser utilizados descritores morfologicos e
agrondmicos, os quais podem ser obtidos por mensuracdo (quantitativos) ou por observagédo
(qualitativos) (Oliveira 2005). A caracterizacdo morfoldgica é a primeira a ser realizada apés a
incorporacdo do acesso ao banco e deve fornecer a discriminacdo de maneira fécil entre
fenotipos e dar as primeiras estimativas de variabilidade, ja a agronémica esta diretamente

relacionada com a potencialidade dos acessos, ou seja, sdo caracteres produtivos, e as coletas
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sO sdo realizadas quando os individuos comegcam a produzir, € no caso do E. oleracea, s6 a
partir do terceiro ano (Oliveira 1998).

Na caracterizacéo de acessos em bancos de germoplasma a observacéo e avaliacao de
um grande numero de caracteristicas em um mesmo individuo é muito comum, principalmente
quando a quantidade de individuos é grande, e devido a isso langca-se médo de técnicas
multivariadas para andlise dessas caracteristicas. As técnicas multivariadas sdo métodos que
avaliam simultaneamente as multiplas caracteristicas de cada individuo, e as classificam de
forma que a interpretacdo seja mais rapida. Dentre estas estdo a analise de agrupamento, analise
de componentes principais, variaveis candnicas, analise fatorial, anélise discriminante e anélise
de correspondéncia (Mingoti 2005).

O uso de descritores morfoagronémicos € a base do melhoramento convencional, onde
0 mesmo se faz por meio da selecdo de caracteristicas desejaveis. No acaizeiro a selecdo de
descritores iniciou-se na década de 90, com a utilizacdo de descritores ja utilizados em outras
palmeiras (Oliveira 1998). Dentre esses descritores, altura, circunferéncia, comprimento de
entreno, peso do cacho, peso de frutos, peso da polpa, perfilhamento, entre outros, ja foram
utilizados para langamento de duas cultivares, BRS-Para e BRS-Pai d’égua (Oliveira and Farias
Neto 2004, Farias Neto 2019), altamente produtivas.

Ao estimar a divergéncia genética entre 87 acessos de acaizeiro por meio de 22
descritores morfoagrondmicos, através de analises uni e multivariada foram observadas
diferencas significativas para quase todos os caracteres, demonstrando assim elevada
variabilidade entre os acessos e por meio das técnicas de agrupamento, UPGMA e Tocher,
foram formados cinco e 24 grupos, respectivamente, facilitando assim a observagdo dos
individuos mais divergentes que podem ser utilizados em cruzamentos (Oliveira et al. 2007c).

Ao desdobrar as correlagbes genéticas de caracteres relativos ao cacho e a producao de
frutos em 25 progénies de meios-irmaos de acaizeiro em efeitos diretos e indiretos sobre a
producdo total de frutos, a fim de verificar a melhor estratégia de selecdo para obtencdo de
progénies mais produtivas foi observardo que a producgéo de frutos apresentou correlagdo com
namero de meses em producdo, nimero total de cacho, peso de frutos por cacho e nimero de
raquilas por cacho, porém pela andlise de trilha, apenas o peso de frutos por cacho, o nimero
de cachos e o numero de raquilas por cacho mostram-se como 0s principais determinantes na
variacdo da producéo de frutos de acaizeiro. Dentre esses caracteres, 0 numero de raquilas por
cacho é que apresenta maior herdabilidadade (Teixeira et al. 2012).

Avaliando 26 acessos de acai branco coletados nas localidades de Breves, Muana, Ponta

de Pedras, Limoeiro do Ajurt, Curralinho e S&o Sebastido da Boa Vista pertencentes ao estado
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do Para, por meio de 13 descritores morfoagrondmicos foi bservad variabilidade em oito dos
descritores, exceto para 0 nimero de cachos por planta, comprimento de entrend e nimero total
de cachos. Por meio das analises multivariadas foi observada a formacéo de dois grupos pelo
método UPGMA e quatro pelo de Tocher. Também foi observado que o peso de cem frutos foi
0 que mais contribuiu para a divergéncia dos acessos (Sousa et al. 2017).

Ao avaliarem a dissimilaridade morfoldgica de progénies de acaizeiro oriundas do
municipio de Anajas no estado do Pard nos anos de 2010 a 2012, Yokomizo et al. (2018)
utilizando os descritores peso médio do cacho (PMC), peso total de frutos (PTF), peso médio
do cacho vazio (PMCV), tamanho médio da raquis/cacho (TMR), peso médio de 100 frutos
(PCF), nimero total de cachos (NTC) e; peso total do cacho (PTC), observaram variabilidade
para os descritores TMR e NTC. Além desse resultado, os autores também observaram que as
observacdes fenotipicas foram bastante influenciadas pelos anos de avaliacdo; no agrupamento
UPGMA baseado na distancia de Mahalanobis foi observada a formagé&o de quatro grupos sem
apresentar um padrdo na ordenacgéo dos acessos de forma sequencial.

1.4 MARCADORES MOLECULARES

Segundo Ferreira and Grattapaglia (1998) um marcador molecular é definido como todo
e qualquer fen6tipo molecular com origem através da expressdao de um gene ou de um segmento
especifico de DNA. Os marcadores moleculares podem ser aplicados em estudos filogenéticos,
construcdo de mapas de ligacdo, diversidade e variabilidade genética, fingerprinting, entre
outros. Apresentam vantagens quanto as técnicas tradicionais, pois podem ser detectaveis em
todos os tecidos, além de poderem ser utilizados em qualquer estagio de crescimento da planta
sem sofrerem influéncia ambiental.

Ha atualmente muitos marcadores moleculares, os quais podem ser classificados de
diferentes formas, uma delas é relacionada a sua técnica, podendo ser dividida em técnicas ndo
baseadas em PCR (Polymerase Chain Reaction), como no caso do RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism); e técnicas baseadas em PCR, como RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), Microssatelite-SSR
(Simple Sequence Repeat) e SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions).

O marcador RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) revela o polimorfismo
existente atraves da clivagem do DNA por enzimas de restri¢do, que irdo cortar o DNA gerando
um grande nimero de fragmentos, que serdo separados por eletroforese em gel, transferidos

para uma membrana de nitrocelulose e detectados atraves da hibridacdo de pequenos
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fragmentos de DNA, denominados “sondas”, previamente clonadas (Ferreira and Grattapaglia
1998). Os marcadores RFLP s&o codominantes, altamente polimorficos e reprodutiveis, porém
a técnica é trabalhosa e requer muitas etapas e recursos laboratoriais, além de grande quantidade
de DNA (Agarwal et al. 2008).

Os marcadores baseados em PCR se baseiam na amplificacdo exponencial do DNA em
trés etapas: desnaturacdo, anelamento e extensdo das fitas duplas de DNA; demandam
conhecimento prévio da sequéncia de nucleotideos alvo que se deseja amplificar para que sejam
desenhados os primers que serdo utilizados (Mullis and Faloona 1987). Apesar do grande
avanco que a técnica de PCR proporcionou, era justamente a necessidade de conhecimento
prévio da sequéncia alvo que a tornava limitada quanto a seu uso em individuos com 0 genoma
ainda desconhecido.

O marcador RAPD revela o polimorfismo presente através de “primers” ou
“iniciadores” curtos, de 9 a 10 bases e com alto contetido de guanina e citosina e de sequéncia
arbitraria (Williams et al. 1990), isso facilita o uso de marcadores em espécies que ndo tenham
seu genoma ainda conhecido. A técnica é uma variacdo da PCR, onde é realizada a amplificacdo
do DNA em um termociclador, os fragmentos de DNA sao separados por eletroforese em gel e
visualizados através da luz UV. E um marcador dominante e apresenta grande facilidade na sua
aplicacdo, além de apresentar um custo relativamente baixo em relagdo aos demais marcadores.

Vos et al. (1995) desenvolveram a técnica denominada de AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism), que pode ser considerada uma mistura do RFLP e RAPD. A AFLP
realiza a digestdo do DNA com duas enzimas de restricdo que clivam em sitios especificos, e a
amplificacio do DNA ¢ feita adicionando ‘“adaptadores” e primers complementares aos
adaptadores, e por fim é feita a eletroforese para visualiza¢do dos fragmentos. Assim como 0s
marcadores RAPD, o AFLP é considerado dominante, porém, nessa técnica € gerado um
numero grande de fragmentos em um Gnico gel, sendo essa considerada uma técnica rapida,
simples e sensivel (Ferreira and Grattapaglia 1998).

Os marcadores denominados de SSR (Simple Sequence Repeat) ou microsatélites sdo
baseados em sequéncias curtas, de 1 a 6 pares de bases, repetidas no genoma em tandem (Litt
and Luty 1989). Os marcadores SSR constituem um dos grupos de marcadores mais
promissores, pois apresentam diversas vantagens como serem codominantes, altamente
polimorficos, permitem a cobertura completa do genoma de quaisquer organismos, necessitam
de pouco DNA para as analises e seus primers podem ser transferiveis entre espécies do mesmo
género, porém o principal entrave quanto a sua utilizagéo € o custo elevado para obtencao dos

primers (Ferreira and Grattapaglia 1998).
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Marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) sdo amplificados com
primers especificos, mais longos, a partir de sequéncias dos fragmentos do RAPD e podem ser
de natureza codominante (Hernandez et al. 1999). Os marcadores SCAR séo derivados dos
marcadores RAPD, onde apds selecionados os fragmentos de RAPD, eles séo clonados e
sequenciados, e por fim sintetizados em um par de oligonucleotideos de mais ou menos 24
bases, e seu produto pode ser visualizado em eletroforese em gel, o marcador SCAR é utilizado
para amplificar regifes especificas do genoma (Paran and Michelmore 1993).

Na década de 90 foi realizado o primeiro estudo com marcadores moleculares em E.
oleracea. Utilizando marcadores isoenzimaticos ¢ RAPD foi feita a caracterizagdo genética
entre diferentes espécies da familia Arecaceae, dentre elas o agaizeiro, além de hibridos (E.
oleracea x E. edulis) com potencial para producdo de palmito e foi possivel fazer a
diferenciagdo das espécies por ambas as técnicas, além de que os hibridos entre E. oleracea e
E. edulis puderam ser diferenciados e apresentando maior proximidade genética com os
ecotipos de E. oleracea, espécie utilizada como progenitor feminino (Sawazaki et al. 1998).

Os demais trabalhos focados na espécie foram realizados entre os anos de 2001 a 2010.
Em 2001 utilizou-se pela primeira vez o0 marcador RAPD onde foi avaliada a variabilidade de
dez acessos de acaizeiro de diferentes procedéncias do estado do Pard (Breves, Benfica,
Mosqueiro, Muana e Sdo Jodo do Araguaia), Amapa (Oiapoque) e Maranhdo (Guimaraes)
sendo possivel observar que o acesso de Maranhdo apresentou maior distanciamento genético
em relacdo aos demais acessos, e a maior similaridade ocorreu entre acessos provenientes de
municipios proximos, apresentando uma correlagdo entre distancias geogréficas e distancia
genética (Costa et al. 2001).

Em 2001 ja havendo locus do marcador microssatélite para a espécie E. edulis foi
avaliada a transferabilidade dos locus para E. oleracea, obtendo sucesso com sete dos 18
transferiveis para o acaizeiro (Gaiotto et al. 2001). A partir dai foram realizados alguns
trabalhos com o marcador microssatélite além do marcador RAPD.

A divergéncia genética entre acessos de acaizeiros de coloragdo violacea e verde
oriundos dos municipios de Breves e Cameta no estado do Para foi avaliada com base no
marcador RAPD, havendo divergéncia entre acessos, porém ndo sendo possivel a discriminacéo
entre 0s mesmos com base na coloracdo dos frutos (Costa et al. 2004). Avaliando 116 acessos
de acaizeiro provenientes de diferentes localidades do estado do Amapa, Pard e Maranh&o o
marcador RAPD apresentou elevado polimorfismo, esse estudo refor¢ca que o centro de
diversidade esta localizado no estuario amazénico, em razdo da alta diversidade genética

encontrada (Oliveira et al. 2007a).
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Ao estudar a diferenciagdo genética de 107 acessos de E. oleracea oriundos dos estados
do Amapa, Para, Maranhdo e Espirito Santo por marcadores RAPD E SSR, foi observada alta
variabilidade entre procedéncias e principalmente dentro das procedéncias, para ambos 0s
marcadores. Os resultados mostraram que os acessos utilizados, constituidos de populagdes
naturais e pomares e propriedades rurais, principalmente quando se tratando de populagdes
naturais, apresentaram consideravel diferenciagdo genética (Oliveira and Silva 2008).
Utilizando sete marcadores microssatélites (SSR) foi observado polimorfismo em todos os
marcadores utilizados, inferindo-se que os marcadores apresentaram um bom poder
discriminatorio entre os acessos. Os autores sugerem assim, que pelo menos nove acessos
podem ser indicados para programas de melhoramento (Oliveira et al. 2010).

Nota-se que poucos séo os trabalhos envolvendo marcadores moleculares para a espécie
E. oleracea, até entdo apenas os marcadores baseados em DNA, RAPD e SSR, foram utilizados.
O acaizeiro vem sendo muito apreciado em ambito nacional e mundial e por isso tem se tornado
uma importante fonte de renda, principalmente para as populacdes da regido norte. Nas Ultimas
décadas foram lancados esforcos para tornar conhecidas as caracteristicas dessa espécie e dessa
forma gerar tecnologias visando o méaximo aproveitamento da mesma. Observa-se que 0S
esforgos até hoje empregados estdo voltados, principalmente, ao acai do preto, ocasionando

assim certa caréncia de conhecimento em relacdo a etnovariedade branca.
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2. HIPOTESE

Os acessos de acgai que compdem o banco de germoplasma da Embrapa Amapa apresentam
elevada variabilidade genética e fenotipica por serem oriundos do centro de origem e
diversidade da espécie podendo ser utilizados para selecdo de individuos com potencial para

incremento na produtividade de frutos.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar acessos de acai por meio de descritores fenoldgicos, morfoldgicos e
agrondmicos e marcadores moleculares tipo RAPD, visando conservacao e selecao de material

genético para incremento da produtividade de frutos.

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a variabilidade fenotipica dos acessos do BAG por meio de descritores
fenoldgicos, morfoldgicos e agronémicos;

e Detectar o polimorfismo presente nos acessos do BAG por meio do marcador molecular
RAPD;

e Estabelecer grupos com os individuos mais semelhantes, assim como 0s mais
divergentes por meio das duas técnicas;

e Verificar a existéncia de correlacdo entre a variabilidade fenotipica e genética dos
acessos oriundos da caracterizacdo morfoagrondmica e molecular; e

e Selecionar grupos de individuos com caracteristicas desejaveis voltadas a produtividade

de frutos.
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Morphoagronomic and molecular characterization among agai accessions from the

Eastern Brazilian Amazon

Abstract — The objective of this work was to characterize acai accessions by means of
phenological, morphological and agronomic descriptors and RAPD molecular markers, for
joint selection of accessions with greater productive potential. All told, 100 accessions were
analyzed through 18 morphoagronomic descriptors and 13 RAPD markers. It was possible to
observe seasonality between the spathe and inflorescence emission phases in flowering and
fruiting. The values of the coefficient of variation and mean squared error of the treatments
(accessions) indicated high variability among the morphoagronomic descriptors, and the
accessions were distributed in seven groups. Fruit weight, seed weight and pulp weight were
important descriptors for distinction of accessions and identification of those with greater
productive potential. The accessions presented similarity greater than 85%, and 85 accessions,
distributed in nine subgroups, were not differentiated by RAPD markers. There was no
correlation between grouping based on morphoagronomic descriptors and RAPD markers.
Fifteen accessions presented panicle weight ranging from 3.9 to 9.0 kg and six had hundred-
fruit pulp weight varying from 35 to 50 g, indicating it is possible to select accessions with high

productive potential.

Index terms: Anthocyanin; molecular marker; Euterpe oleracea.
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Caracterizagdo morfoagrondomica e molecular de acessos de acaizeiro da Amazonia

Oriental brasileira

Resumo — O objetivo desse trabalho foi caracterizar acessos de acaizeiro por meio de
descritores fenologicos, morfoldgicos e agrondmicos e marcadores moleculares tipo RAPD,
para selecionar conjunto de acessos com maior potencial produtivo. Foram analisados 100
acessos através de 18 descritores morfoagrondmicos e 13 iniciadores RAPD. Foi possivel
observar a sazonalidade entre as fases de emissdo de espata e inflorescéncia em floracdo e
frutificacdo. Os valores de coeficiente de variagdo e quadrado médio dos tratamentos (acessos)
evidenciaram elevada variabilidade entre os descritores morfoagrondmicos e os acessos foram
distribuidos em sete grupos. Massa de fruto, massa de semente e massa de polpa foram
descritores importantes para distin¢do dos grupos de acessos e identificacdo de acessos de maior
potencial produtivo. Os acessos apresentaram similaridade superior a 85% e 85 acessos,
distribuidos em nove sub-grupos, ndo foram diferenciados, por meio do RAPD. Nao houve
correlacdo entre os agrupamentos baseados em descritores morfoagronomicos e marcadores
RAPD. Quinze acessos apresentam massa de cacho variando entre 3,9 e 9 kg e seis massa de
polpa de 100 frutos variando entre 35-50 g, evidenciando que € possivel selecionar acessos com
elevado potencial produtivo.

Termos para indexacdo: Antocianina; marcador molecular; Euterpe oleracea.
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Introducéo

As espécies pertencentes ao género Euterpe, familia Arecaceae, sdo de elevada
relevancia econémica, social e ambiental para a regido Amazonica (Heijink et al., 2020).
Euterpe oleracea Mart. conhecida popularmente como acaizeiro, de ocorréncia natural no
estuario do rio Amazonas tem sido utilizada para producédo de polpa, palmito, celulose, lenha,
artesanato, vassoura, vermifugo, antidiarreico, etanol e biocompoésitos com aplicacdo na
construcdo civil (Barbosa et al. 2019, Cordeiro et al. 2019).

Com relagdo a coloracdo do fruto, trés tipos de acai sdo reportados. Acai violaceo
(imaturo e maduro) para a espécie tipo (acai preto) e para a etnovariedade espada; acai verde
(imaturo e maduro) para a etnovariedade branco, e acai verde quando imaturo e violaceo quando
maduro para a etnovariedade tinga (Pimentel and Jardim 2009). Maior teor de 6leo e menores
teores de antocianina e de ferro conferem sabor de abacate com leite e menor capacidade de
causar indigestdo a polpa do acai branco (DuVal, 2010). Além disso, a polpa de acgai branco
avaliada em sistema gastrico in vitro exibiu capacidade de reduzir a formacdo de compostos
nitrogenados, apresentando, potencial para combater a formacéo de cancer derivado da ingestéo
de carne vermelha (Silveira et al. 2017).

Nos ultimos anos tem sido observado aumento significativo no consumo e na producao
do acaizeiro. Este aumento se deve principalmente pela insercdo da polpa do acai preto no
mercado nacional e internacional ocasionada pela sua identificacdo como alimento funcional,
rico em antocianina, calérico, fonte de lipideos, carboidratos, proteinas, fibras e minerais
(Cedrim et al. 2018). O aumento de producéo tem sido alcancado por movimentos simultaneos
de expansdo do manejo das populagdes nativas e da expansao da area plantada (Lindolfo et al.,
2020).

O manejo das populacdes nativas € realizado através da alteracdo no numero e na
distribuicdo espacial de espécimes de agaizeiro, de outras espécies de palmeiras e de espécies
arbéreas florestais de outras familias botanicas. Este balanco otimiza o uso dos recursos,
nutrientes, espaco fisico, energia solar e 4gua na area e incrementa a produtividade de frutos
(Queiroz and Mochiutti 2012). Manejo excessivo, favorecendo o agaizeiro em detrimento das
demais espécies florestais tem ocasionado reducdo de diversidade nas areas de ocorréncia
natural, e prevaléncia do tipo preto em detrimento do tipo branco (Tagore et al. 2018). O
estabelecimento de &reas de cultivo com poucos materiais genéticos e a intensificacdo do

manejo das populagbes nativas pode ocasionar erosao genética.



32

Neste contexto, reveste-se de grande importancia a conservagdo e a ampliacdo do
conhecimento sobre a diversidade da espécie visando melhor aproveitamento desta
variabilidade e seu uso sustentavel. A implantacéo e a caracterizacdo de acessos em bancos de
germoplasma (BAG) € uma das alternativas para evitar perda de recursos genéticos. Descritores
morfoagrondmicos como perfilhamento e producdo de frutos, bem como marcadores
moleculares baseados em DNA para a detecgdo de polimorfismo vém sendo utilizados para
caracterizar acessos depositados em bancos de germoplasma e subsidiar programas de
melhoramento para incremento na produtividade de frutos (Galate et al., 2014; Yokomizo et
al., 2016; Farias Neto, 2019). O objetivo desse trabalho foi caracterizar acessos de acaizeiro por
meio de descritores fenoldgicos, morfoldgicos e agrondmicos e marcadores moleculares tipo

RAPD, para selecionar conjunto de acessos com maior potencial produtivo.

Material e Métodos

Frutos de acai tipo branco foram coletados, em outubro de 2001, em diversos pontos nas
comunidades de Curralinho (01°48°49”’S ¢ 49°47°43”0), Breves (01°40°56”’S ¢ 50°28°49”0),
Séo Sebastido da Boa Vista (01°43°03”S ¢ 49°32°2770), Muané (1°53°51”’S e 49°23°7170),
Limoeiro do Ajurt (01°53°42”S ¢ 49°22°51”0) ¢ Ponta de Pedras (1°39°28”S e 48°87°050),
localizadas no arquipélago do Marajé (Para, Brasil). As sementes foram utilizadas para preparo
de mudas no campo experimental da Fazendinha da Embrapa Amapéa (Macapéa, AP). O plantio
das mudas foi realizado no campo experimental da Embrapa Amapa do Mazagéo (00°02°33”S
e 51°15°24”0, Mazagao, AP), em junho de 2002, em ambiente de floresta de varzea. Adotou-
se 0 espacamento de 5 x 5 m, com 25 plantas por linha. Segundo a classificacdo de Koopen o
clima de Mazagao ¢ do tipo Am, com temperatura média anual de 27,3°C e precipitacdo média
anual de 2.410 mm.

Para caracterizacdo morfoagronémica dos acessos, realizada entre janeiro e dezembro
de 2019, foram considerados 18 descritores. Determinou-se o tipo de perfilhamento de estipes
(TE) e cor do fruto produzido (CF). O nimero de espata emitidas (EE) e inflorescéncia em
floragdo (IF) foram analisados quanto a sazonalidade. Altura (AE), circunferéncia (CAP) e
comprimento de cinco entrenos, da altura do peito para baixo (CEN) do estipe principal de cada
touceira foram analisados quanto a dispersdo. Diametro longitudinal (DLF, media 50 frutos),
diametro transversal (DTF, média 50 frutos), massa de 100 frutos (PF), massa de 100 sementes
(PS), massa de polpa de 100 frutos (PP), rendimento de polpa (RP), massa total do cacho (PTC),

massa de frutos por cacho (PFC), nimero de raquilas por cacho (NRC), comprimento da raquis
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do cacho (CRC) e rendimento de frutos por cacho (RFC) foram submetidos a analise de
variancia utilizando o modelo linear generalizado (GLM) em decorréncia do namero diferente
de repeticdes. Adotou-se 0s acessos como tratamentos, o0 nimero de cachos como repeticdes e
delineamento inteiramente casualizado. Os dados de rendimento de polpa (RP) e de frutos por
cacho (RFC), e de numero de raquilas por cacho (NRC) foram transformados em arco-seno da
raiz(x) e raiz(x) respectivamente.

Os dados foram padronizados (normalizados) segundo (Cruz et al. 2012) e submetidos
a analise de componentes principais (PCA). Com base na analise de componentes principais
oito variaveis, responsaveis por 86% da variancia total, foram selecionadas para anélise de
agrupamento. O agrupamento foi realizado utilizando a distancia euclidiana e 0 método de
agrupamento UPGMA.

Para caracterizacdo molecular, realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da
Embrapa Amapa, foram coletadas folhas jovens em dezembro de 2018. A extracdo do DNA
total a partir dos foliolos, macerados em nitrogénio liquido, foi realizada utilizando o kit
comercial Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp). O produto obtido foi diluido
em agua na proporcao de 1:20 para aplicacdo na reacdo de PCR. A reacdo de PCR foi realizada
utilizando tampé&o 1X (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM de KClI), 2,5 mM de MgClz, 200 pM
de cada dNTP, 0,3 uM de primer, 1 puL de Tween 20 (2%), 1 U de Taq polimerase e 2 yL da
diluicdo do DNA como molde, em um volume final de 25 pl.

As amplificacBes foram realizadas em termociclador (Amplitherm, modelo TX96+G),
adotando 94° C por 1 min para desnaturacao inicial, 35 ciclos de desnaturacéo a 92° C por 1
min, anelamento a 35° C por 1 min e alongamento a 72° C por 2 mim e, extensao final a 72° C
por 5 min. Os produtos amplificados foram separados eletroforeticamente em gel de agarose
(1,5% p/v), 120 V durante 120 mim. Os géis foram corados com brometo de etidio, visualizados
e fotografados sob luz UV. Os perfis de bandas visualizados nos géis de RAPD foram
convertidos em uma matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0). A partir desta matriz foi
calculada a similaridade utilizando o coeficiente Jaccard e o agrupamento foi realizado pelo
método UPGMA. O conteudo de informacéo polimorfica (PI1C) foi calculado conforme descrito
em Oliveira et al. (2010).

Calculou-se a correlacdo de Mantel entre os dados morfoagrondmicos e moleculares
(Mantel 1967). As analises foram realizadas utilizando os programas Past (Hammer et al. 2001)
e Rstudio (R Core Team 2015).

O acesso ao patrimdnio genético foi cadastrado no sistema nacional de gestdo do

patrimonio genético e do conhecimento tradicional associado, do Ministério do Meio Ambiente
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(SISGEN, MMA Brasil) sob o nimero AB88CF5 de acordo com a Lei 13.123/2015 (BRASIL
2015) e seus regulamentos.

Resultados e Discussao

Um total de 100 acessos, 50 pares de meios-irméos, foram caracterizados no presente
estudo. Para os acessos 1B336 e 11B01 néo foi possivel obter dados relativos aos cachos e frutos
em funcao de aborto prematuro dos frutos. Com relacéo ao tipo de perfilhamento observou-se
que 11 acessos ndo apresentaram perfilhamento, sendo, plantas de estipe solteiro. Caule
cespitoso é uma caracteristica particular da espécie em relacdo as demais do género Euterpe.
No entanto, individuos pertencentes a E. edulis com perfilhamento ja foram observados (Silva
et al., 2014). A porcentagem de hibridos interespecificos entre E. edulis x E. oleracea com
perfilhamento foi mais elevada quando E. oleracea foi o progenitor feminino, indicando que
esta caracteristica possivelmente tem origem materna (Bovi et al., 1987). Caule cespitoso
permite a selecdo de material genético para exploracdo continua da planta, por meio de colheita
de frutos e de palmito quando se elimina os estipes mais velhos. Por outro lado, o tipo solteiro
pode permitir um nimero maior de combinagGes em termos de espagamento e idade das plantas
para renovacao dos plantios.

Embora todas as plantas tenham sido originadas de sementes de fruto branco, 46 acessos
produziram frutos de coloracéo verde (tipo branco), 46 produziram frutos de coloracéo violacea
(tipo preto), e um produziu fruto de coloracdo verde amarronzado. Para cinco acessos,
observou-se, em estipes diferentes da mesma planta, cachos com frutos de coloragéo verde e
cachos com frutos de coloracdo violacea. Este € o primeiro relato deste tipo de variacdo de cor
de fruto em uma mesma planta. A compreensdo dos determinantes genéticos da cor de fruto do
acaizeiro ainda € limitada (DuVal, 2010). Cento e dezoito genes diferencialmente expressos
foram observados entre acai branco e preto durante a maturacgdo, e aqueles relacionados a via
de sintese das antocianinas foram hipoexpressos nos frutos brancos (Santos 2017).

A emisséo de espata e a presenca de inflorescéncia em floracdo foi mais intensa no
primeiro semestre, coincidindo com o periodo de maior intensidade de chuvas (Figura 1) e a
frutificagéo (safra) ocorreu no segundo semestre, corroborando a observacéo de Lindolfo et al.
(2020). Vale ressaltar que o acesso 11B02 apresentou inflorescéncias em floracdo durante todo
0 ano e o0 acesso IB37 emitiu espatas durante todo o ano, exceto para 0 més de outubro.
Observou-se elevada variabilidade entre os acessos para altura (AE), circunferéncia (CAP) e

comprimento de entrends (CEN) do estipe principal e diferenca estatistica significativa entre os



35

acessos para todos os descritores analisados, exceto para RFC (Tabela 1). Para 50% das
variaveis com diferenca estatistica significativa foi observada uma relacdo entre QM acessos €
QMerros superior a 5. Os maiores valores de coeficiente de variagdo foram encontrados para
massa de frutos por cacho (PFC) e massa total do cacho (PTC). Diferencas estatisticas
significativas entre 129 matrizes de agaizeiro foram observadas para 17 descritores
morfoagrondmicos (Galate et al., 2014).

Foi possivel observar a formacao de sete grupos distintos no dendrograma gerado com
os descritores morfoagronémicos (Figura 2A). Trés grupos foram formados por acesso Unico,
e nos demais 0 nimero de acessos variou entre 7 e 41 (Figura 3). Os grupos 6, 7, 3 e 5 foram
formados por acessos que apresentaram massa de 100 frutos (PF), massa de 100 sementes (PS)
e massa de polpa de 100 frutos (PP) variando entre 142-178 g, 118-156 g e 21-43 g; 153-194
g, 131-167 g e 28-37 g; 180-223 g, 147-192 g e 24-49 g e 204-247 g, 176-218 g e 35-56 g,
respectivamente. O didmetro do fruto esta relacionado com o rendimento de polpa e peso total
do cacho, nimero de raquilas por cacho, distancia entre entrends, perfilhamento e peso de frutos
por cacho foram utilizados com sucesso em processo de selecdo massal visando produtividade
de frutos no estado do Para (Teixeira et al. 2012, Yokomizo et al. 2016, Farias Neto 2019). O
descritor massa de 100 frutos (PF) € uma caracteristica importante para selecdo de acessos para
compor programas de melhoramento dado que apresenta elevada herdabilidade (Teixeira et al.
2012). Os acessos pertencentes ao grupo 5 apresentam massa de polpa de 100 frutos (PP)
variando entre 35-56 g e 0s acessos pertencentes ao grupo 7 apresentam massa total do cacho
(PTC) variando entre 3,9 e 9 kg, se destacando dos demais.

Um total de 50 fragmentos foram amplificados no ensaio RAPD, e 76% destes foram
polimorficos (Tabela 2). Marcadores RAPD tém evidenciado polimorfismo para o agaizeiro
entre 43% (Costa et al., 2001) e 100% (Oliveira et al., 2007). Apesar do elevado percentual de
fragmentos polimérficos observado, o conteddo de informacdo polimérfica (PIC) foi baixo,
variando entre 0 e 0,23 por iniciador. Os acessos foram distribuidos em seis grupos, com
similaridade de 87%, com base no ensaio RAPD (Figura 2B). O nimero de acessos por grupo
foi de 1, para 0s grupos 2 e 6; 3 para 0 grupo 5; 9 para os grupos 1 e 4 e 79 para o grupo 3.
Oitenta e cinco acessos, distribuidos em nove sub-grupos, apresentaram 100% de similaridade,
28 destes sdo 14 pares de meios-irméos. A similaridade média baseada em marcadores RAPD,
entre acessos de acaizeiros de coloracdo violacea e verde (branco) oriundos dos municipios de
Breves e Cameta no estado do Par4, foi de 36,88% (Costa et al., 2004).

Assim como observado para o0 agrupamento morfoagronémico, ndo houve tendéncia de

formacdo de grupos de acordo com as procedéncias dos acessos. A variabilidade
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morfoagrondmica observada nédo foi correlacionada com a variabilidade revelada pelos
marcadores RAPD (Teste de Mantel r = - 0,01506, p<0,5356). Os descritores
morfoagrondmicos sdo em sua maioria quantitativos, controlados por multiplos genes e sofrem
influéncia ambiental, ao passo que os marcadores RAPD avaliam regides dispersas por todo o
genoma e a ndo concordancia entre eles tem sido frequentemente reportada (Fajardo et al. 2018,
Rohini et al. 2020). Os acessos apresentaram elevada variabilidade morfoagrondmica e baixa
variabilidade baseada em marcadores RAPD. Este tipo de resultado ja foi reportado para outras
espeécies vegetais como as espécies do género Arachis (Choudhary et al., 2019; Ma et al., 2020)
e 0 mel&o-de-séo-caetano (Momordica charantia) (Pandey et al., 2019).

Considerando que a coloracdo dos frutos foi o Unico critério adotado na coleta das
sementes para implantacdo do BAG e que a regido de coleta € o centro de diversificacdo da
espécie elevada variabilidade morfoagrondmica era prevista. Esta variabilidade é extremamente
importante para o desenvolvimento de cultivares mais produtivos e a implantacdo da colegéo
da Embrapa Amapa, como estratégia de conservagdo se mostrou eficiente. Por outro lado, a
variabilidade observada por RAPD foi significativamente mais baixa do que o previamente
reportado para acessos da espécie (Oliveira et al., 2007).

Em um estudo com agai branco em uma comunidade rural no Estado do Amap4, DuVal
(2010) reportou a existéncia de um sistema dindmico de semente entre agricultores familiares.
Neste sistema, para o componente uso e desenvolvimento de variedades os agricultores
reportaram uso de progapacdo vegetativa (perfilhos - vegetative cutting); para 0 componente
producdo e estocagem de sementes em condicéo local os agricultores reportaram plantio de
mudas originadas de sementes de acai branco espacialmente afastada do acai violaceo para
evitar polinizacdo cruzada, e para o componente mecanismo de troca de sementes 0S
agricultores reportaram uso preferencial de sementes proprias ou de outros agricultores em
compracdo com uso de sementes do mercado local ou mercado formal de sementes de cultivares
registradas. Baseado na metologia de bola de neve, onde os agricultores entrevistados indicam
0s proximos agricultores para serem entrevistados, a autora pode observar que o acai branco foi
introduzido na comuniade em um ou dois eventos, em 45 anos 0 material passou por 36
agricultores, e por meio de um processo gradual de selecdo o material melhorado era adotato
por muitos agricultores e foi difundido para outras cinco comunidades.

No presente estudo n6s ndo temos registro da origem das sementes ou mudas utilizadas
pelos agricultores para plantio das plantas matrizes. Por outro lado, sabe-se que as plantas
estabelecidas em quintais agroflorestais dos agricultores sdo geralmente oriundas de plantas

matrizes selecionadas por eles (Oliveira et al. 2007b). Adicionalmente, em funcdo da baixa
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frequéncia de ocorréncia do acai branco, da preferéncia deste tipo por muitos consumidores
locais e pelo preco da polpa mais elevado quando comparado com o agai violaceo imagina-se
que a baixa diversidade genética observada pode estar relacionada aos sistemas de selecédo e
intercdmbio de sementes de acai branco adotados pelos agricultores na regido. Marcadores
microssatélites desenvolvidos para Euterpe edulis tém sido testados em outras espécie do
género e representam alternativa viavel para identificar maior variabilidade genética entre
acessos (Oliveira et al., 2010; Azévedo et al., 2017).

Conclusodes

1. Os acessos de acai apresentam elevada variabilidade para os 18 descritores
morfoagrondmicos avaliados e esta variabilidade permite selecionar acessos para introducao
em programa de melhoramento.

2. Os acessos pertencentes ao grupo morfoagrondmico 5 e 7 séo indicados para compor
programas de melhoramento, dado que se destacam quanto aos descritores massa de polpa de
100 frutos (PP) e massa total do cacho (PTC).

3. Os acessos de acai apresentam baixa variabilidade baseada em marcador RAPD.
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Tabela 1. Minimum, mean and maximum values, coefficient of variation and summary of

analysis of variance (ANOVA) of 14 morphoagronomic descriptors evaluated in the acai

accessions.
Mean squared Values
Descriptor : CV (%) :

Accessions Error Min Mean Max
PH - - 13,30 6,48 9,77 13,21
CIRC - - 13,39 23,00 37,40 50,00
INL - - 17,18 27,50 61,53 92,00
LFD 1,2835™ 0,1336 4,92 12,69 14,77 17,03
TFD 1,0753" 0,1379 5,25 11,43 12,91 14,91
HFW 1453,1™ 169,10 13,74 109,74 180,07 266,04
HSW 1181,5™ 121,35 14,39 101,72 153,33 233,04
HFPW 146,90 76,93 28,88 9,53 34,80 85,75
PY 0,0039" 0,0028 25,33 5,25 19,35 39,55
TPW 6,5156 2,7768 45,84 0,48 4,39 11,61

FWPP 5,5027"" 2,1462 51,54 0,13 3,52 9,79

NRPP 1,3757" 0,2286 16,40 36 91,27 139

LRP 108,66 29,93 14,78 5 51,10 74

FYPP 0,0054" 0,0049 13,25 13,16 77,31 98,62

Plant height (PH), circumference (CIRC), five-internode length (INL) of the main stipe of each

clump; longitudinal diameter (LFD, mean of 50 fruits), transversal diameter (TFD, mean of 50
fruits), hundred-fruit weight (HFW), hundred-seed weight (HSW), hundred-fruit pulp weight
(HFPW), pulp yield (PY), total panicle weight (TPW), fruit weight per panicle (FWPP), number
of rachillas per panicle (NRPP), length of rachillas of the panicle (LRP) and fruit yield per

panicle (FYPP). "™: not significant. * and **: significant at 5 and 1% probability by the F-test.

Tabela 2. RAPD markers used, total number of fragments (NTF); total number of polymorphic

fragments (NTP); percentage of polymorphism (P%) and polymorphic information content

(PIC) observed among the agai accessions.

Markers Sequence (5°-3) NTF NFP P% PIC
OPB-01 GTTTCGCTCC 4 4 100 0.09
OPB-10 CTGCTGGGAC 4 4 100 0.16
OPB-18 @ CCACAGCAGT 4 4 100 0.23
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OPBA-01 TTCCCCACCC 3 2 66.6 0.01
OPBA-02 TGCTCGGCTC 2 2 100 0.02
OPBA-03 GTGCGAGAAC 5 4 80 0.02
OPBA-05 TGCGTTCCAC 5 5 100 0.02
OPBA-06 GGACGACCGT 5 5 100 0.05
OPBA-07 GGGTCGCATC 6 1 16.66 0.00
OPBA-08 CCACAGCCGA 2 0 0 0.00
OPBA-09 GGAACTCCAC 4 4 100 0.08
OPBA-10 GGACGTTGAG 4 1 25 0.00
OPF-1 ACGGATCCTG 2 2 100 0.06
Total 50 38 - -
Mean 3.84 2.92 76.02 -
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Figura 1. Mean number of spathes emitted (NSE) and flowering inflorescences (NFI) per lump

in function of months by the acai accessions. Bars represent the standard error of the mean.
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Figura 2. Dendrograms of distance and similarity among the agai accessions generated using
the Euclidean distance and UPGMA cluster method (A) based on the descriptors number of
rachillas per panicle (NRPP), hundred-fruit weight (HFW), hundred-seed weight (HSW), stipe
circumference (CIRC), hundred-fruit pulp weight (HFPW), total panicle weight (TPW),
longitudinal fruit diameter (LFD) and transversal fruit diameter (TFD); and (B) based on the
RAPD band profiles, and (B) Jaccard similarity index and UPGMA cluster method based on
the RAPD markers. In bold, accessions that did not present tillering (solitary stipe).
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Figura 3. Mean values of number of rachillas per panicle (NRPP), hundred-fruit weight (HFW),
hundred-seed weight (HSW), stipe circumference (CIRC), hundred-fruit pulp weight (HFPW),

total panicle weight (TPW), longitudinal fruit diameter (LFD) and transversal fruit diameter

(TFD) in function of the morphoagronomic group defined in the cluster analysis (n — number

of accessions in each group).
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CONCLUSOES FINAIS

A caracterizacdo morfoagronémica possibilitou a observacdo de elevada variabilidade
fenotipica com base nos 18 descritores morfoagrondmicos utilizados, sendo possivel por meio
da anélise de agrupamento UPGMA observar a formacédo de sete grupos, podendo deles obter
individuos que podem ser indicados para compor programas de melhoramento genético para
producdo de frutos.

Na caracterizagdo molecular os 13 primers RAPD utilizados demonstraram baixa
variabilidade genética baseado no baixo polimorfismo observado para os acessos estudados.
Por meio do agrupamento UPGMA foi possivel a formagdo de seis grupos com elevada
similaridade entre e dentro grupos.

A variabilidade morfoagronémica néo teve relacdo com a variabilidade observada pelos

marcadores RAPD.



