UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
CAMPUS JATAI
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

VARIABILIDADE GENETICA DE GUARIROBA (Syagrus
oleracea Becc.) DETERMINADAS POR DESCRITORES
MORFOLOGICOS E MARCADORES RAPD

Jefferson Fernando Naves Pinto
Bidlogo

JATAI — GOIAS — BRASIL
Julho de 2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
CAMPUS JATAI
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

VARIABILIDADE GENETICA DE GUARIROBA (Syagrus
oleracea Becc.) DETERMINADAS POR DESCRITORES
MORFOLOGICOS E MARCADORES RAPD

Jefferson Fernando Naves Pinto
Bidlogo

Orientador: Prof. Dr. Edésio Fialho dos Reis
Co-orientador: Dr. Fabio Gelape Faleiro

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Goias (UFG), Campus Jatai, como parte das
exigéncias para a obtencao do titulo de Mestre em
Agronomia (Producéo Vegetal).

JATAI — GOIAS - BRASIL
Julho de 2009



Dados Internacionais de Catalogag¢ao-na-Publicagdo (CIP)

(GPT/BC/UFG)

Pinto, Jefferson Fernando Naves.

P659v Variabilidade genética de guariroba (Syagrus oleracea Becc.)
determinadas por descritores morfoldgicos e marcadores RAPD
[manuscrito] / Jefferson Fernando Naves Pinto. —2009.

xii, 81 f. : il., color., figs.

Orientador: Prof. Dr. Edésio Fialho dos Reis; Co-Orientador:
Prof. Dr. Fabio Gelape Faleiro.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal de Goias,
Campus Jatai, Programa de Pés-Graduacio em Agronomia,
2009.

Bibliografia: f. 70-81.
Inclui lista de quadros, figuras e tabelas.

1. Guariroba - Variabilidade Genética — Estado de Goias
2. Marcadores Moleculares RAPD 3. Syagrus oleracea Becc 1.
Reis, Edésio Fialho dos II. Faleiro, Fabio Gelape. III.
Universidade Federal de Goias, Campus Jatai, Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia IV. Titulo.

CDU: 582.545(817.3)




JEFFERSON FERNANDO NAVES PINTO

TITULO: “VARIABILIDADE GENETICA DE GUARIROBA
[Syagrus oleracea BECC.] DETERMINADAS POR
DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES RAPD”

Dissertagio DEFENDIDA ¢ APROVADA em 14 de julho de 2009, pela
Banca Examinadora constituida pelos membros:

C) ' -

Prof. Dr. Edésig Fialho dos Reis
President& — CAJ/UFG

G
Prof. Dr. Fabio Gelape Faleiro
Membro Externo - EMBRAPA/CERRADOS

Prof. Dr. Vilmar Antoni‘z %agnin

Membro — CAJ/UFG

Jatai - Goias
Brasil



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

JEFFERSON FERNANDO NAVES PINTO, filho de Luiz Fernando Alves Pinto
e Stael Naves Ferreira Pinto, nascido em Jatai - Goids a 22 de janeiro de 1982.
Graduou-se em Ciéncias Bioldgicas na UFG em dezembro de 2004. Iniciou o curso
Pés-graduacdo strictu-sensu em nivel de Mestrado em Agronomia, area de
concentracdo em Fitotecnia/Producao Vegetal, na Universidade Federal de Goias
(UFG), em marco de 2007, concluindo-a em julho de 2009.



Tudo na vida é possivel, basta
saber como, e o que fazemos
nela ecoa na eternidade.

Autor desconhecido



Aos meus amados Pais e queridos irmaos.
Os quais sem eles, nada seria.

A minha namorada Eliane Alves dos Santos pelo amor,
carinho, companheirismo, incentivo e principalmente pela

enorme compreensao em todos momentos de nossa jornada.

Ofereco e Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Goias (UFG) pela oportunidade de realizagdo do
Ccurso.

Ao Dr. Edésio Fialho dos Reis a quem devo a orientacao desta dissertacao e,
particularmente pela confianga, pelo estimulo e pela grande atengdo amiga sempre
oferecida.

Ao Dr. Fabio Gelape Faleiro, da Embrapa Cerrados, por ter-me co-orientado e
ajudado em todos os momentos com apoio cientifico, tecnoldgico e, sempre que
necessario, com palavras de incentivo.

Ao Dr. Marco Aurelio Carbone Carneiro, Coordenandor do Curso de Pés
Graduagao em Agronomia da UFG — CAJ, pelo constante incentivo durante todo o
Ccurso.

A meus pais Luiz Fernando Alves Pinto e Stael Ferreira Naves Pinto pelo o
amor, a confianga, o estimulo e apoio durante a minha vida.

Aos meus irmaos Jenniffer Fernanda Naves Pinto e Jeeder Fernando Naves
Pinto pelo companheirismo em todos os momentos de minha jornada.

As minhas avés pelo constante incentivo para continuar sempre a estudar.

A todos os colegas de curso que juntos superamos varias dificuldades.

E a minha namorada, Eliane Alves dos Santos, por ser o meu ponto de apoio.



SUMARIO

Pagina
RESUMOL.......ooooiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nsnnneeeaeaaeeas viii
7Y = 2 I 17 Y O PR X
T —INTRODUGAOD .........oooeeeeeeeeeeee e nen e s e s 11
2 — REFERENCIAL TEORICO ........ooieieeeeeeeeeeeeeee et 13
2.1 — Aspectos gerais das PalMEeIras ......c.uueeeeeiiiiiiiiie e 13
P C 1T o 1= (o )= Vo | (U1 TR 14
2.2.1 — Syagrus oleracea (Mart.) BECC. .......oouiiiiiiiiiiiiieieiee e 15
P2 B Bl - V(o) [ 1 0 - SR 15
2.2.1.2 — DistribuiGa0 geOgrafiCa .......cooiueeiiiiiieee e 16
2.2.1.3. — Caracteristicas mMorfolOgiCas ........ceueeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.2.1.4 — Caracteristicas do palmito .......c.ueeiiiiieieiiicieeee e 19
2.2.1.5 — IMpOrtancia €CONOMICA ......cciiuuiiiiiieee e 20
2.2.1.6 — Caracteristicas genétiCas ........ccueeeeeiiiiiiiiiie e 21
2.3 — Marcadores mMoleCUIAreS ..o 23
2.3.1 — Marcadores moleculares em AreCaceas .........ccccceeeeririiiiiinmrieeeee e 24
2.3.2 — RAPD (Random Ampilified Polymorphic DNA).............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 26
2.4 — Divergéncia genética por andlise multivariada ...........cccoooiiiiiieiiinieienniee, 28
2.4.1 — Analise de agrupamentO........coeiiuuiiiiiiiee e 29
3 — MATERIAL E METODOS ......cocoooiiieieeeeeee ettt n e 31
3.1 — C0letas dOS ACESSOS ....cccveeiieieee et 33
3.2 — Analise de variancia Univariada...........cceeeeeeeeeieeiieieeeeeeeeeeeeeee e 34
3.3 — Analise multivariada ..........cooeeeeiiii e 34
3.3.1 — Distancia de Mahalanobis .............uuuiiiiieiiieeee e 34
3.3.2 — Variaveis candnicas e descarte de VariveisS.........ccccceeviieeiiiiiiiiee e 35

3.3.3 — Analise de agrupamentO........oooiuiiiiiiiiee e 35



3.3.4 — Correlacéao fenotipica entre os caracteres estudados .........ccceevevevveeeeeeeeneenn. 36
3.4 — Caracterizag@o MOIECUIAT.........coi i 36
3.4.1 — Material UtiliZadO ......coooeiiiiiieee 36
3.4.2 — EXtracao do DINA ... 37
3.4.3 — Quantificacdo do DNA ... 37
3.4.4 —Reacdo de RAPD ... 38
3.4.5 — Analise estatistica dos dados moleculares............cccccevieeiiiniiieee e 39
3.4.5.1 — Analises MOIECUIArES .......cooeieiieieee e 39
3.4.5.2 — Porcentagem de polimorfiSMO........cooiiiiiiiiiiiiii e 40
3.4.5.3 — Coeficiente de similaridade (Sij) ....eeeeeeeeeeeiiiiieiiiiiee e 40
3.4.5.4 — Coeficiente de dissimilaridade .........cccceoeiiiciiiiiiiieie e 41
3.4.5.5 —BOOTSTRAP ... e e e e e e e e e e e e e annnaees 41
4 - RESULTADOS E DISCUSSAOD ...t 42
i R Y o P [ Y= 4 T 0] (oY [ o= PP 42
4.1.1 — Estatistica univariada ............ooooiiiiiiiie e 42
4.1.2 — Herdabilidade .......ccoeeeeeeeeeeeeeee e 47
4.1.3 — Correlagoes fEeNOLIPICAS ..ooiiiiiiiiiiiie e 48
4.2 — ANAlise MUITIVAIAAA .....uveeiiieeee e e e e e 52
4.2.1 — SeleGa0 de dESCIIOIES ...oiiiiii it 52
4.2.2 — Divergéncia feNOtPICA .. .cueeei i 57
4.2.3 — Analise de agrupamentO........ooiiuiiiiiiieee e 58
4.2.3.1 Método de Otimizagdo de TOChEr ......cceviiiiiiieee e 58
4.2.3.2 — MEt0AO UPGIMA ...ttt e e e e e e e 60
4.2.3.3 — VariQveis CanONICAS.......ccceeieeeeeeee et 61
4.3 — ANAlISE MOIECUIAN .....cceeeeeeeeeeeeeee e 62
431 —Ensaio de RAPD ... 62
4.3.1.1 = BOOTSTRAP ...t e e e e e e e e e nnnneees 64
4.3.2 — Diversidade gENELICA . .....ccuui i 65
4.3.3 — Analise de agrupamento pelos métodos de Tocher e UPGMA ..................... 67
B— CONCLUSOES ..ottt 69

BIBLIOGRAFIA ...t s e e 70



il

LISTA DE QUADROS

Pagina

Quadro 1: Niumero de cromossomos e férmulas cariotipicas dos parentais e de
seus respectivos hibridos dentro do género Syagrus segundo Lam

(1998). ..ot e 22
Quadro 2: Matriz de Distancias Euclidianas obtidas por Lam (1998). ..........ccc....... 22
Quadro 3: Descricdo dos pontos de coleta dos acessos de guariroba. ................... 32

Quadro 4: Descritores morfoldgicos utilizados na caracterizagdo da guariroba. ...... 33

Quadro 5: Primers (Operon Technologies Inc.) testados nas amplificacdes de

DNA de Syagrus 0leracea. ............ccueeeueeeeeeeeeeciieeeeeeeeeeeeeiiieeaaa e 38



LISTA DE TABELAS

v

Pagina

Tabela 1: Resumo das analises de variancia obtidas para os 18 descritores

morfolégicos avaliados em 36 procedéncias de guariroba no

EStado e GOIAS. oo

Tabela 2: Comparacao de médias entre as 36 procedéncias de guariroba no

| XoY 2= (0 [ Jo [ € To - X- TT PR

Tabela 3: Coeficiente de variagdo genético (CVg), razdo coeficiente de
variacdo genético por coeficiente de variagdo experimental

(CVg/Cve) e herdabilidade em sentido amplo (h?) entre os 36

acessos de guariroba no Estado de Goias.........ceeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeen

Tabela 4: Correlagao linear simples ente os dezoito descritores morfoldgicos

avaliados em 108 acessos de guariroba no Estado de Goias..............

Tabela 5: Autovalores, Variancia, Variancia Acumulada obtidas a partir dos

dezoito descritores morfolégicos avaliados em 36 procedéncias de

guariroba no Estado de Goias..........cccceeeeeeeeieieiieieeeeeeeeeee,

Tabela 6: Autovalores, Variancia, Variancia Acumulada obtidas a partir dos

oito descritores morfoldgicos selecionados. .........cccoevveveeveeeeeieeeeeeeeeee,

Tabela 7: Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os

descritores morfolégicos selecionados e os descartados avaliados

em 108 acessos de guariroba no Estado de Goias.........cccceeeevveeeeeeennn.

.45

.54



Tabela 8: Teste de multicolinearidade entre os descritores morfoldgicos

selecionados € 0S deSCartadosS. ..ovuee e 56

Tabela 9: Contribui¢éo relativa dos descritores morfoldgicos selecionados. .......... 57

Tabela 10: Formacao de grupos das 36 procedéncias de Syagrus oleracea
Becc. estabelecidos pelo método de Tocher com base na distancia
Mahalanobis. .........ouuuuiee e 59

Tabela 11: Relacdo dos 16 Primers utilizados nas andlises moleculares de
Syagrus oleracea com os numeros de bandas amplificadas (NBA),
namero de bandas polimoérficas (NBP) e a porcentagem de
POIIMOITISMO (YoP). e 63

Tabela 12: Matriz de distancias entre os oito acessos de guariroba baseada
em 116 marcadores RAPD.........coo e 66

Tabela 13: Agrupamento dos acesos de guariroba pelo método de Tocher
utilizando o complemento aritmético de Nei & Li em marcadores
RAPND. ..ottt ———————————————————a———a———————————————————nn——_ 67



vi

LISTA DE FIGURAS
Pagina
Figura 1: Primeiro registro visual da Syagrus oleracea (Mart.) Becc., a qual foi

denominada de Cocos oleracea (Mart.): (A) Syagrus oleracea

(Mart.) Becc. em seu ambiente natural; (B) Estrutura reprodutiva e

folha (MARTIUS, 1826). ... 15
Figura 2: Guariroba (A) com + 20 anos de idade; (B) com % 2 anos de idade.......... 17
Figura 3: (A) Inflorescéncias de guariroba; (B) Flores masculinas. ..........cccccccceee. 18

Figura 4: Variacdo do tamanho e forma das sementes de guariroba obtidas no
municipio de Jatai — GO; (A) sementes com epicarpo e (B)

sementes sem epicarpO € MESOCANDO. ....c.cecveeeveeeueeeeeereeereeeeeeeeeseeaneens 19

Figura 5: Mapa do Estado de Goias indicando a area territorial e os grupos de
municipios onde foram realizadas as coletas dos acessos de
QUAKIFODA. . 31

Figura 6: Distribuicdo de frequéncia das estimativas de dissimilaridades
expressas pela distancia de Mahalanobis com base nos oito
descritores morfolégicos avaliados nas 36 procedéncias de
[0 U= U g (o] o - VAR RPR PP 58



vii
Figura 7: Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
dissimilaridades expressas pela distancia Mahalanobis entre as 36
procedéncias de guariroba obtidas a partir dos oito descritores

morfolégicos selecionados. A linha pontilhada indica o ponto de
(o701 (= TS 61

Figura 8: Dispersao grafica em trés dimensdes (3D) relativa as trés primeiras
variaveis candnicas que juntas explicam 63,80% da variacao total
das 36 procedéncias de guariroba. .........ccueeeeeeiiiiiiiniie e 62

Figura 9: Valores observados e estimados do coeficiente de variagao (CV%)(y)
em funcdo do numero de marcadores (x) obtidos no ensaio RAPD
com 0 DNA de guariroba. ... 64

Figura 10: Produtos de amplificacdo de DNA genbémico de oito acessos de
guariroba gerados com a utilizagao dos primers (A) OPA-01, (B)
OPJ-19 € (C) OPN-02. ...t e 66

Figura 11: Dendrograma de divergéncia genética entre os oito acessos de
guariroba obtido pelo método UPGMA com base em marcadores
RAPD. O ponto de corte foi determinado a uma similaridade relativa
a 65% (linha pontilnada). ......coooeeeeiieeee e 68



viii

VARIABILIDADE GENETICA DE GUARIROBA (Syagrus oleracea
Becc.) DETERMINADAS POR DESCRITORES MORFOLOGICOS E
MARCADORES RAPD

RESUMO: Neste trabalho, objetivou-se caracterizar a variabilidade genética de
guariroba proveniente de quatro regides do estado de Goias por meio de descritores
morfolégicos e moleculares, com o intuito de fornecer informagdes sobre a
diversidade genética da espécie e sua utilizacgdo em futuros trabalhos de
melhoramento genético. Na analise morfoldgica foram avaliados 18 descritores em
36 procedéncias de guariroba oriundas de quatro regides do Estado de Goias. A
caracterizacdo molecular foi realizada por meio de marcadores moleculares do tipo
RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA) gerados por 16 primers decameros em 8
acessos de guariroba provenientes das quatro regides de estudo. Os dados
morfologicos foram submetidos a andlise estatistica uni e multivariada, sendo
descartados os descritores que apresentaram autovalores inferior a 0,70. Os
marcadores moleculares obtidos foram convertidos em uma matriz de dados
binarios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os acessos.
Apés as analises morfolégicas e moleculares procedeu-se a analise de agrupamento
e de dispersao grafica. Verificou-se que 55% dos descritores analisados sao
desnecessarios para a caracterizacdo morfolégica da guariroba. Este descarte nao
ocasionou perda de informacées. No agrupamento das procedéncias nao foi
evidenciado agrupamento por regido de coleta, indicando que mesmo sendo
procedéncias geograficamente préximas, elas sdo geneticamente divergentes. Com
base nos dados moleculares obteve-se um total de 116 marcadores, sendo 20,69%
deles monomorficos. As distancias genéticas entre os acessos variaram de 0,27 a

0,48. Estes marcadores moleculares demonstraram a alta variabilidade genética dos



X
acessos, 0s quais nao foram agrupados por regidao de coleta. Com base em todas as
analises, conclui-se que nao é necessario coletar acessos de guariroba em uma
grade quantidade de regides. A coleta em regides proximas é suficiente, pois existe

boa representatividade da variabilidade genética entre acessos coletados em

regides geograficamente proximas.

Termos para indexacao: Variaveis Canlnicas, marcadores moleculares RAPD,

descarte de descritores, Gueroba.



GENETIC VARIABILITY OF GUARIROBA (Syagrus oleracea Becc.)
DETERMINED BY MORPHOLOGIC DESCRIBERS AND RAPD
MARKERS

ABSTRACT: This work proposed to characterize the genetic variability of guariroba
from four areas of Goias State using morphologic and molecular describers, with the
intention to provide information about the genetic variety of this specie and its
application in future works about genetic breeding. In the morphologic analysis, 18
describers have been evaluated, in 36 provenances of guariroba, derived of four
areas of Goias State. The molecular characterization has been performed by RAPD
markers generated by 16 decamer-primers, in 8 accesses of guariroba, from these
four study areas. The morphologic data has been submitted to a multivariate and
univariate statistic analysis. Describers that presented self-values lower than 0,70
has been rejected. The molecular markers obtained have been converted into a
binary data matrix, from which genetic distances between the accesses has been
estimated. After the morphologic and molecular analysis, graphic dispersion and
grouping analysis has been made. It has been verified that 55% of analyzed
describers are unnecessary to morphologic characterization of guariroba. This
discard didn’t cause lost information. In the provenances’ grouping, grouping by
collecting area hasn’t been observed, which indicates that even being from a close
geographic origin, they’re genetically divergent. Based in molecular data, it has been
obtained 116 markers and 20,69% of them are monomorphic. The genetic distances
between accesses ranged from 0,27 to 0,48. These markers demonstrated the large
genetic variability of accesses, which haven’t been grouped by collecting area. It has
been followed that it's not necessary to collect accesses of guariroba in a vast area,
because there is a good representation of genetic variability between accesses

collected at near extensions.

Index Terms: Canonic Variables, RAPD molecular markers, disposal of describers,
Gueroba.
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1 — INTRODUCAO

A Syagrus oleracea Becc. popularmente conhecida como guariroba, é a unica
palmeira que possui palmito de sabor amargo entre as exploradas comercialmente
no Brasil. A espécie é nativa do Cerrado e responsavel por boa parte do palmito
consumido nesta regiao.

Dentre as opg¢des de cultivo agricola, esta espécie € uma alternativa de renda
familiar e um agroneg6cio interessante e promissor que tem publico consumidor
garantido. Segundo Aguiar et al. (1996), a sua exploracao apresenta elevada relacao
de Custo/beneficio.

A exploracdo comercial da guariroba € vista como atividade extrativista
(TEIXEIRA, 1996) e vem sendo feita de maneira irracional, sem controle e
preocupacao com sua regeneragdo natural. Dessa maneira, as reservas naturais de
guariroba vém diminuindo drasticamente, o que podera acarretar em grandes
dificuldades para a exploracao devido ao seu uso indiscriminado e até mesmo leva-
la a extincdo. O agravante é que para a extracao do palmito, faz-se necessario
realizar o corte do estipe, 0 que ocasiona a morte da palmeira (PADILHA et al.
2001). O uso racional e sua caracterizagdo € uma necessidade, entretanto, a
caréncia de estudos constitui um “gargalo” em sua cadeia produtiva.

Um dos principais motivos que reduzem a expansdo da cadeia produtiva da
guariroba, segundo Nascente (2003), é a grande desuniformidade no
desenvolvimento da planta o que ocasiona um maior tempo de colheita refletindo em
maior espaco de tempo na ocupacao do solo, contribuindo para a menor atracao de
produtores para seu uso correto. Outro motivo é a variabilidade no sabor amargo do
palmito que segundo Nunes (2007), vai desde o levemente amargo até o amargo
bem acentuado. Este fato dificulta a padronizagdo do palmito tornando-o menos
atrativo em relacdo aos demais para a industria de conservas.

A guariroba é uma espécie incipientemente domesticada (CLEMENT, 2001) e,

por isso, informacdes sobre a caracterizacdo morfoldégica e molecular de acessos



12

que possam ser utilizados em programas de melhoramento sdo escassos, além do
conhecimento sobre caracteristicas importantes na discriminagdo da variabilidade
existente entre acessos.

A caracterizacao de plantas perenes, como as palmeiras, tem sido realizada
com o auxilio de uma lista de descritores boténicos, morfolégicos e agronémicos
(OLIVEIRA et al. 2006) e por técnicas moleculares. A coleta de acessos
“germoplasma” de espécies nativas e sua manutencao em colecdes garantem a
base genética para a selegdo e o melhoramento. Logo, o estudo da variabilidade
genética de guariroba, fornece subsidios para futuros trabalhos de melhoramento
genético, além de compreender os aspectos agronémicos de interesse para o
agricultor.

A variabilidade genética de um banco de germoplasma s6 pode ser
eficientemente utilizada se for minuciosamente avaliada e quantificada. A devida
descricdo das introducbes ou acessos em um banco de germoplasma é uma
necessidade para a manutencao e o potencial de exploragdo das futuras colegoes,
além de ser importante para conhecer a sua estrutura genética e quantificar aquelas
caracteristicas que sejam ligadas ao processo produtivo.

Neste trabalho, objetivou-se caracterizar a variabilidade genética de guariroba
proveniente de quatro regides do Estado de Goias por meio de descritores
morfolégicos e moleculares, com o intuito de fornecer informagdes sobre a
diversidade genética da espécie e sua utilizacgdo em futuros trabalhos de

melhoramento genético.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Aspectos gerais das palmeiras

As palmeiras sao plantas monocotiledéneas, da familia Arecaceae, a qual é
representada por cerca de 2.600 espécies distribuidas em mais de 240 géneros
(LORENZI et al. 2004). A subfamilia Cocosideae se divide em dois grupos: um com
espécies com n = 15 e outro com espécies com n = 16 cromossomos, sendo todas
dipl6ides (NUCCI, 2007).

Historicamente, as palmeiras estdo entre as primeiras Angiospermas e sao as
primeiras monocotiledéneas que se possuem registros fésseis que datam de mais de
120 milhdes de anos (LAM, 1998). Apresentam ampla ocorréncia geografica, o que é
explica as grandes variagdes genéticas encontradas. Este fato esta relacionado ao
seu surgimento o que pode ter ocorrido concomitantemente com o processo de
deriva continental (LAM, 1998), distribuindo-as de forma geral pelas regides tropicais
e subtropicais e proporcionando formas de selecéo diferenciadas que resultaram em
diferentes especiacoes. As regides Tropicais e Subtropicais sdo os habitats que
apresentam uma maior representatividade da grande variabilidade genética das
palmeiras.

As principais palmeiras que movimentam o mercado internacional em
conformidade com o que é produzido economicamente sdo: Dendezeiros (Elaeis
guineensis Jacq.), fonte de 6leo comestivel; Coqueiro (Cocos nucifera L.), 6leo
comestivel, coco ralado, agua in natura; Tamareira (Phoenix dactylifera L.) passa;
Pupunheira (Bactris gasipaes H. B. K.) palmito doce; Jucara (Euterpe edulis (Mart.))
palmito doce; Acaizeiro (Euterpe oleracea (Mart.)) palmito doce; Palmeira
Australiana (Archontophoenix alexandrae (F. Muell.) H. Wendl. & Drude.) palmito

doce; e Guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) palmito amargo (MELO, 2000).
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As palmeiras, sendo plantas de propagacdo sexuada, necessitam de seis a
nove anos para estarem aptas a producao de sementes (ANDRADE & PEREIRA,
1997; BOVI, 1993), ja o inicio da producdo de palmito varia de acordo com a
espécie, sendo que a variacao é de 2 a 12 anos (GISLENE & BOVI, 1991; BOVI,
1993; DINIZ & SA, 1995; STEGEMANN & RAMOS, 1997; LORENZI et al. 2004).

2.2 — Género Syagrus

A denominacdo Syagrus é uma derivacao do /atim que quer dizer “um tipo de
palmeira”.

O género Syagrus é restrito a América do Sul (CLEMENT et al. 2005) sendo
representado por 36 espécies, das quais 30 ocorrem no Brasil que € considerado o
seu centro de dispersdao (LORENZI et al. 2004).

Todas as espécies estudadas do género Syagrus apresentaram numero
dipléide de cromossomos, correspondendo a 2n = 32, sendo que somente a Syagrus
oleracea (Mart.) Becc. e a Syagrus quinquifaria (Barb. — Rodr.) Becc. possuem o0s
quatro tipos de cromossomos com base na posicdo do centrébmero: metacéntrico
(m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e telocéntrico (T) (LAM, 1998).

Podem-se encontrar hibridos interespecificos naturais entre algumas espécies
do género Syagrus, que geralmente sédo férteis e estdo presentes onde se encontra
a sobreposicao de populacdes de espécies distintas. Os exemplos de hibridos
comumente encontrados na literatura sdo o Syagrus costae Glassman (S. oleracea x
S. coronata), o Syagrus teixeriana Glassman (S. oleracea x S. romanzoffiana) (LAM,
1998) e o hibrido entre o Syagrus romanzoffiana e a Butia capitata (Butyagrus
nabonnandi) (ROSSATO, 2007).

Dentro do género Syagrus encontra-se somente trés espécies que possuem
estipes do tipo cespitoso: o Acuma (Syagrus flexuosa (Mart.) Becc.,); o Catolé
(Syagrus cearensis Noblick) e o Coco-da-pedra (Syagrus ruschiana (Bondar)
Glassman), sendo formados através de perfilhamento, tendo sua brotacao
subterrdnea a partir de gemas no estipe formando, assim, caules multiplos
(LORENZI et al. 2004; SODRE, 2005). Neste género estao as Unicas palmaceas que
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apresentam palmito de sabor amargo: a guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) e
o Jeriva (Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman) (FERREIRA, 1982).

Nos ultimos anos, as espécies do género Syagrus passaram por varias
mudancas de classificacao as quais eram incluidas dentro de outros géneros, como
o Cocos, Glaziova e Arecastrum (NEGRAO, 1999).

2.2.1 — Syagrus oleracea (Mart.) Becc.

2.2.1.1 - Taxonomia

A guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) pertence a familia Arecaceae, sub-
familia Cocosoideae e ao género Syagrus. Foi inicialmente descrita por Carol Frid
Fhil Martius, em meados de 1820, que publicou a sua descricdo morfoldgica
completa (Figura 1) em seu trabalho “Historia Naturalis Palmaum” (MARTIUS, 1826),
enquadrando erroneamente dentro do género Cocos, recebendo a denominacgéo de
Cocos oleracea (Mart.) (MARTIUS, 1826).

(A) A

Figura 1: Primeiro registro visual da Syagrus oleracea (Mart.) Becc., a qual foi
denominada de Cocos oleracea (Mart.): (A) Syagrus oleracea (Mart.) Becc. em seu
ambiente natural; (B) Estrutura reprodutiva e folha (MARTIUS, 1826).
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Posteriormente, em 1916, a guariroba sofreu uma revisao taxonémica sendo
inserida no género Syagrus, como Syagrus oleracea (Mart.) Becc. alterando ainda
uma possivel variedade descrita em 1881 (Cocos oleracea var platyphylla Drude),
passando a se chamar Syagrus oleracea (Mart.) Becc. var. platyphylla (Drude) Becc.
(MOBOT, 2007). Glassman e Gomes, realizando coletas em S&o Paulo, no ano de
1965, descreveram a guariroba com o nome de (Syagrus gomesii Glassman); quatro
anos mais tarde, Glassman e Costa descreveram-na no estado do Pernambuco; ja
em 1988 e 1991, Noblick descreveu a espécie no estado da Bahia (MOBOT, 2007).

A nomenclatura vulgar (popular) recebida pela Syagrus oleracea (Mart.) Becc.
varia de acordo com a regiao onde esta inserida, recebendo os seguintes nomes:
Guariroba, Gueroba, Gueiroba, Palmito-amargoso, Catolé, Coco-babao, Pati-
amargoso, Coco-amargoso (LORENZI et al. 2004).

2.2.1.2 - Distribuicao geografica

A guariroba é considerada uma palmeira natural do Brasil possuindo seu
centro de dispersdo no Brasil Central e leste brasileiro (LORENZI et al. 2004),
podendo ser encontrada mais frequentemente na regido sul do Cerrado e na
transicdo Cerrado — Mata Atlantica (CLEMENT et al. 2005).

O Cerrado vem passando por um avancado processo de fragmentacao desde
o langamento do programa “marcha para o oeste” do governo federal, caracterizado
por ocupag¢des humanas desorganizadas associadas a expansdo agricola no
Cerrado, fazendo com que pequenos e isolados fragmentos sejam os Unicos
representantes remanescentes da abundante diversidade vegetal nativa do Cerrado
(TELLES et al. 2001; TELLES, 2005).

Esse processo desorganizado de fragmentagcdo reduz tanto o tamanho das
subpopulacdes de guariroba, quanto dos seus agentes polinizadores (responsaveis
pelo aumento na intensidade da deriva genética), a qual deve estar contribuindo
para a reducao do alcance do fluxo génico entre as subpopulacdes. A preocupacao
com esse processo é que quanto maiores 0s danos a paisagem natural do Cerrado,
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maiores serao 0s recursos despendidos para a conservacdao da variabilidade

genética da espécie.

2.2.1.3. — Caracteristicas morfoldgicas

A populagdo da guariroba (Figura 2) no Estado de Goids apresenta uma
grande variabilidade com relacdo as caracteristicas morfolégicas (NASCENTE,
2003). De uma forma geral, a guariroba possui caule solitario do tipo caracteristico
de palmeiras (estipe) que pode alcancar uma altura de 5 a 20 metros e diametro
aproximado de 15 a 30 cm (LORENZI et al. 2004), sendo resistente, apresentando
medula central esponjosa envolta por um anel de protegédo fibroso que se liga ao
tecido vascular, nao possuindo o cambio (MELO, 2000).

As folhas sao verde-escuras variando em numero de 15 a 20 que podem
atingir 3 metros de comprimento, apresentando de 100 a 200 foliolos (LORENZI et
al. 2004).

(A) (B)

Figura 2: Guariroba (A) com £ 20 anos de idade; (B) com % 2 anos de idade.

As inflorescéncias (Figura 3) sao do tipo paniculado ou racemo axilar, sendo
as bracteas denominadas de espadice, apresentando raquis, raquila. A flor é



18

pequena unissexuada e em grande quantidade (MELO, 2000). Os cachos
apresentam comprimento de 20 a 40 cm, com produgéo variando entre 60 a 120
frutos por cacho.

(A)d (B)
Figura 3: (A) Inflorescéncias de guariroba; (B) Flores masculinas.

Segundo Melo (2000), o fruto € uma drupa constituida por: epicarpo (casca
verde amarelada); mesocarpo (carnoso, amarelado, fibroso); endocarpo (espesso,
lignificado, celuldsico, muito duro, de formato ovoide, impermeavel, de cor marrom,
com trés poros tendo somente um funcional, com didmetro variando entre 0,5 a 2,0
mm, que é utilizado para trocas gasosas, entrada de 4gua e saida do embriao).

A semente (coquinho ou améndoa) da guariroba esté inserida dentro do fruto
que apresenta um tegumento amarronzado. Este envolve o endosperma sélido,
branco, oleoso, carnoso, com cavidade interna, onde o embridao esta inserido. O
embridao € de coloragédo branca, cilindrico, com comprimento e didmetro médios de
2,5 e 1,2 mm, respectivamente, e uma extremidade direcionada para 0 poro
funcional de germinacao (MELO, 2000).

A massa e o tamanho das sementes sdo variados (Figura 4). A massa varia
de 10,1 a 60g apresentando em média 33,81 £ 3,29, sendo de 19 a 62 sementes por
quilograma (NASCENTE et al. 2000).
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Figura 4: Variacdo do tamanho e forma das sementes de guariroba obtidas no
municipio de Jatai — GO; (A) sementes com epicarpo e (B) sementes sem epicarpo e
mesocarpo.

A propagacao da guariroba é realizada por meio de sementes (coquinhos)
que devem ser colhidas maduras, o que, segundo Bovi (1998), ocorre durante os
meses de agosto a fevereiro tendo uma melhor viabilidade entre os meses de
setembro a outubro. Para Santelli (2005), a coleta dos coquinhos deve ser realizada
quando estes apresentam em sua coloragdo pequenas rajadas amarelas. As
sementes apresentam curvas de concentracdo de CO, e O, na atmosfera interna
indicando que é um fruto climatérico e, apresentam condutividade ao vapor d agua
semelhante a superficie de folhas de arvores (SANTELLI, 2005).

A raiz origina-se na base do estipe que € do tipo fasciculada, tendo
ramificacdes primarias e secundarias, sendo cilindrica e espessada (ALVES &
DEMATTE, 1987).

2.2.1.4 — Caracteristicas do palmito

O palmito é constituido basicamente pelo meristema apical. Sua estrutura
corresponde a um numero variavel de folhas internas, parcialmente desenvolvidas.
O coracao é constituido pela regiao tenra situada abaixo do meristema apical. Tanto
o palmito quanto o coracdo sao envolvidos e protegidos pela bainha das folhas
externas (FERREIRA, 1982; DINIZ & SA, 1995; ANDRADE & PEREIRA, 1997; LIMA
et al. 1999; VEJA et al. 2004).
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A porcao denominada de coracdo nao existe no palmito do género Euterpe
(Acai e Jussara), mas é encontrado no género Bactris (Pupunha) e no género
Syagrus (Guariroba) (CARNEIRO et al. 2003; YUYAMA et al. 2005).

O palmito da guariroba é caracterizado principalmente pelo seu sabor amargo
que é obtido pela acdo de compostos fendlicos e por apresentar teores de vitamina
“C” superiores aos encontrados no género Euterpe (Acai e Jucara) (FERREIRA,
1982). Com relacao a textura, € menos firme que os palmitos do género Euterpe
(Acaizeiro e Jucgara) e Bactris (Pupunha) (MELQO, 2000).

Energeticamente, o palmito e o coracdo apresentam valores alimenticios
baixos que variam de 3,437 a 3,664 Kcal/g, respectivamente (FERREIRA, 1982;
MONTEIRO et al. 2001;). A composicao mineral contida em 100 g de guariroba é de:
5,56 g de proteinas; 0,04 mg de caélcio; 0,19 mg de fésforo e 0,19 mg de ferro (DINIZ
& SA, 1995).

2.2.1.5 — Importancia econémica

O palmito é uma iguaria fina, valiosa e de grande aceitacdo no mercado tanto
no Brasil como no exterior (LIMA et al. 1999). Varias espécies de arecaceas podem
fornecer palmito de boa qualidade que se diferenciam pela precocidade, cor e pelos
sabores distintos.

A guariroba sendo a unica com palmito de sabor amargo entre as arecaceas
cultivadas (MELO, 2000) possui mercado garantido na regiao central do Brasil.

O cultivo da guariroba oferece boas perspectivas para a melhoria da renda
dos pequenos produtores, permitindo o estabelecimento de pequenas agroindustrias
nas propriedades (MELO & GUIMARAES, 2003; FERNANDES et al. [s.d]) e
disponibilizando os seus subprodutos (folhas, bainhas, estipe) para serem utilizados
na alimentacdo animal, reduzindo os gastos com ragdo no periodo da seca
(OLIVEIRA et al. 2004; FERNANDES et al. [s.d]).

O sistema de producdo da guariroba apresenta elevada relacdo de
custo/beneficio, sendo que na aplicagdo de cada real obtém-se em média um
retorno de R$ 8,33 reais (AGUIAR et al. 1996; AGUIAR & ALMEIDA, 2000;).
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O cultivo desta arecacea vem ganhado espaco na agricultura goiana: em
1996, possuia uma area plantada de 2.000 ha passando para 4.500 ha em 1999
(NASCENTE et al. 2000). As principais cidades goianas produtoras de palmito
proveniente da guariroba, com suas respectivas producoes e areas plantadas sao:
Goias com 180 ha, 4.500 t; Aurilandia com 120 ha, 1.200 t e Rio Verde com 70 ha,
270t (IBGE, 2005).

De acordo com os estudos de Nunes et al. (2007), ha uma tendéncia ao
regionalismo em ralacdo as preferéncias para as caracteristicas de tamanho,
coloragao e teor de amargo do palmito proveniente da guariroba. No municipio de
Jatai — GO, os consumidores preferem a parte comestivel do palmito também
denominada de cabeca, com tamanho variando entre 50 a 80 cm, de coloracéao
branca e com sabor bem amargo; ja para o municipio de Ribeirdo Cascaleira — MT,
os consumidores preferem uma cabeg¢a com tamanho variando entre 30 a 50 cm,

apresentando coloracdo amarelada e com sabor meio amargo.

2.2.1.6 — Caracteristicas genéticas

O numero de cromossomos que o material genético da guariroba e de outras
arecaceas pertencentes ao género Syagrus possuem € de 32 (2n = 32) (LAM et al.
1997), sendo 0 mesmo numero cromossémico do Coqueiro (Cocos nucifera L.)
(DAHER et al. 2002) e diferente das espécies Euterpe edulis (Mart.) e Bactris
gasipaes (Kunth) que apresentam 2n = 36 e 2n = 30 cromossomos respectivamente
(LAM et al. 1998).

A guariroba (Syagrus oleracea (Mart.) Becc.) pode cruzar com o Licuri
(Syagrus coronata (Mart.) Becc.) gerando o hibrido Syagrus costae Glassman e,
também pode cruzar com o Jeriva (Syagrus romanzoffiana (Chama.) Glassman)
formando o hibrido Syagrus teixeriana Glassman (LAM,1998). O numero de
cromossomos e a férmula cariotipica dos parentais e dos respectivos hibridos estao
contidos no Quadro 1.

Com relacao a férmula cariotipica tanto a Syagrus costae quanto a Syagrus
teixeriana apresentam-se diferentes das de seus parentais, sendo a Syagrus
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teixeriana a mais contrastante por nao apresentar cromossomos telocéntricos como

as demais espécies do género Syagrus (LAM, 1998).

Quadro 1: Numero de cromossomos e férmulas cariotipicas dos parentais e de seus
respectivos hibridos dentro do género Syagrus segundo Lam (1998).

N. Popular Nome Cientifico 2n Formula Cariotipica*
Guariroba  Syagrus oleracea (Mart.) Becc. 32 m+7sm+ 1st+ 1T
Jeriva Syagrus romanzoffiana (Cham.) 32 11m + 2st + 3T
Licuri Syagrus coronata (Mart.) Becc. 32 10m + 5sm + 1T
- Syagrus teixeriana (Guariroba x Jeriva) 32 11m + 5sm

- Syagrus costae (Guariroba x Licuri) 32 12m + 1sm + 3T

*: Metacénctrico (m), Submetacéntrico (sm), Subtelocéntrico (st), Telocéntrico (T).

Com base na matriz de distancias euclidianas obtidas por Lam (1998) em
estudos dos caridtipos (Quadro 2), pode-se concluir que a guariroba esta situada
mais préxima do Syagrus romanzoffiana e mais distante do hibrido Syagrus

teixeriana.

Quadro 2: Matriz de Distancias Euclidianas obtidas por Lam (1998).

S. romanzoffiana S. coronata S. teixeriana S. costae

S. oleracea 1,86 2,21 3,24 2,48
S. romanzoffiana - 2,63 2,21 2,23
S. coronata - - 4,09 3,27
S. teixeriana - - - 2,16

De acordo com os estudos realizados por Sawazaki et al. (1998) utilizando
marcadores moleculares RAPD, concluiu-se que a guariroba estd mais ligada
geneticamente ao género Euterpe apresentando coeficientes de similaridade que
variam de 0,11 a 0,34; enquanto o género Bactris esta mais distante por apresentar
coeficientes menores de similaridade 0,07.
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2.3 — Marcadores moleculares

Marcador molecular é definido por Ferreira & Grattapaglia (1998) como sendo
todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso, como isoenzimas,
ou de um segmento especifico de DNA que pode ser ou ndo uma regiao expressa
do genoma.

Os marcadores moleculares dao acesso ao genoétipo e a variabilidade do DNA
nas plantas, apresentando a vantagem de identificar o polimorfismo em qualquer
estadio de desenvolvimento (BICALHO, 2006) e ndo serem influenciados pelas
condi¢cées ambientais.

Atualmente, sdo muitos os tipos de marcadores moleculares utilizados,
podendo citar: Proteinas, Isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequences
Characterized Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
microssatélites e muitos outros (FALEIRO, 2007).

A sintese enzimatica de milhdes de copias de um segmento especifico de
DNA so6 foi possivel com o surgimento da técnica da Reacdo em Cadeia da DNA
Polimerase (PCR), criada em meados da década de 80 promovendo uma verdadeira
revolugdo nas técnicas de biologia molecular (SILVA, 2006). A automatizacdo da
PCR sé foi possivel gracas a Saiki et al. (1988) que realizou o isolamento da enzima
DNA polimerase (Tag polimerase) proveniente da bactéria termofilica Termus
aquaticus que vive em fontes termais.

A DNA polimerase € uma enzima termoestavel encontrada sob a forma
modificada geneticamente denominada AmpliTag™.. Esta enzima tem fungéo
polimerasica no sentido 5- 3° a uma temperatura que varia de 70 a 80 °C e
apresenta uma alta taxa de processamento que pode atingir até 150
bases/segundo/mol, possuindo vida média de 40 minutos a uma temperatura de 95
°C sem ser desnaturada (SAWAZAKI, 1995).

A PCR consiste na sintese enzimatica “in vitro” de cépias de um segmento
especifico de DNA utilizando um par de inicializadores (primers) na presenca da
enzima DNA polimerase (SOUSA, 2004). Basicamente, um ciclo de PCR envolve

trés etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo, que apresentam,
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respectivamente, as seguintes variagdes de temperatura: 92 °C a 95 °C, 35°a 60 °C
e 75 °C (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

De acordo com Schuster (2004), sao produzidos trés tipos de fragmentos
durante a amplificacdo do DNA: 01 — fragmentos que contém uma fita original do
genoma completo e outra fita que tem seu inicio no sitio de anelamento do primer,
ultrapassando o de outro primer; 02 — fragmentos que iniciam no sitio de anelamento
do primer e ultrapassa o sitio de anelamento de outro primer; e 03 — fragmento-alvo.
Expressando de forma matematica, pode-se concluir que apds o terceiro ciclo da
PCR obtém-se a producéo de: 2 fragmentos do tipo 01; 2(n-1) fragmentos do tipo 02;
e 2" — [2 + 2(n-1)] fragmentos do tipo 03, para cada molécula original, sendo que (n)
€ o numero de ciclos da PCR. Apds 20 ciclos da PCR é produzido mais de um
milh&do de cépias da sequéncia alvo.

Os primers sao sequéncias curtas de DNA (oligonucleotideos de 10 a 30 pb)
que possuem capacidade de parearem com o DNA-molde e conterem uma
extremidade 3°- OH livre, que possibilita a sintese da sequéncia complementar ao
DNA-molde, que é realizada através da acdao da enzima DNA polimerase, em um
meio contendo deoxinucleotideos (SAWAZAKI, 1995; YOTOKO, 1998;
ANCHORENA-MATIENZO, 2002).

Para Sawazaki (1995), o polimorfismo de marcadores moleculares através da
PCR depende de alteracdes nos sitios de ligacao do primer, que podem ser por meio
de insercdo, delecdo ou da amplitude da variacdo do numero de repeticbes de

sequéncia de bases repetitivas.

2.3.1 - Marcadores moleculares em arecaceas

Os marcadores moleculares tém sido indicados como os mais adequados nos
estudos de diversidade genética em arecaceas (MARTINS et al. 2003),
possibilitando a diferenciacdo entre géneros, espécies, ecotipos e hibridos
(SAWAZAKI et al. 1998).
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Os estudos utilizando marcadores moleculares em arecaceas iniciaram-se em
meados da década de 80 com as pesquisas de Ghesquiére, que utilizou isoenzimas
com o intuito de caracterizar o Dendé (Elaes guineensis (Jacq.)).

Nas pesquisas subsequentes, 0s pesquisadores seguiram a mesma linha de
trabalho, ou seja, a caracterizacao de populagdes naturais ou de bancos ativos de
germoplasma quanto a cruzamentos, endogamia, parentesco, origem, identificacédo e
variabilidade genética de populacoes.

A utilizacdo da técnica de RAPD para estudos de diversidade genética em
arecaceas foi realizada primeiramente por Shah no ano de 1994, com a espécie
Elaeis guineensis (Dendé€), no continente Africano. Ja no Brasil, as pesquisas
iniciaram-se em meados da década de 90 com o trabalho de Sawazaki (1995) que
caracterizou a diversidade genética de sete espécies de arecaceas, sendo uma
delas a Syagrus oleraceae (Guariroba). Apds os estudos realizados por Sawazaki
em 1995, a guariroba ndo sofreu nenhum estudo adicional utilizando marcadores
moleculares que pudessem quantificar a variabilidade genética contida nesta
espécie.

Desde a publicacdo do primeiro trabalho cientifico utilizando marcadores
moleculares, 25 anos se passaram e é possivel verificar que pelo menos 50
trabalhos foram realizados abordando 18 espécies de arecaceas, utilizando-se
apenas cinco tipos de marcadores moleculares (Isoenzimas, RFLP, AFLP, RAPD e
Microssatélites), sendo que 44%, 30%, 17%, 7%, € 3% das espécies foram
analisadas molecularmente por RAPD, Isoenzimas, Microssatelites, RFLP e AFLP,
respectivamente.

Dentre as 18 espécies estudadas por meio dos marcadores moleculares as
mais estudadas foram: Cocos nucifera L. (Coqueiro Gigante) e a Bactris gasipae
(Pupunha) sendo foco de estudo em 16 e 13 trabalhos, respectivamente. Com
relacdo ao numero de marcadores utilizados em cada espécie merece destaque a
Bactris gasipae (Pupunha) e Elaeis oleifera (Dendé-do-Para) em que foram
utilizados quatro tipos de marcadores. Ainda em termos de uso de marcadores,
segue na sequéncia Elaeis guineensis (Dendé), Euterpe edulis (Jucara), Euterpe
oleracea (Acgai) e Phoenix dactylifera de fénix L (Tamareira) nos quais foram

testados trés tipos de marcadores moleculares.
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Na espécie Syagrus foram estudadas somente a Syagrus oleracea Mart.
(Guariroba) e a Syagrus romanzoffiana (Jerivd) nas quais foram testados somente
dois marcadores moleculares (Isoenzimas e RAPD). A Syagrus oleracea Mart. foi
inicialmente estudada por Sawazaki et al. (1998) com o objetivo de caracterizar
através das técnicas de Isoenzimas e RAPD as palmeiras do IAC. Em contra partida,
a Syagrus romanzoffiana foi estudada por Negrdao (1999) que utilizou Isoenzimas
para estudar a “Estrutura Genética de populagcbes naturais de Syagrus
romanzoffiana do continente (Serra do Mar, S.P) e da ilha dos alcatrazes”, e por
Leite (2001) que utilizou marcadores RAPD para avaliar a diversidade genética de

acessos de Jeriva provenientes de seis regides do estado de Minas Gerais.

2.3.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A PCR para certos tipos de andlises apresenta um grande fator limitante: o
uso em larga escala requer o conhecimento prévio das duas extremidades da
sequéncia de DNA que se deseja amplificar (SILVA, 2006). Devido a este fato, a
técnica da PCR sofreu uma alteracdo em seu protocolo no inicio da década de 90,
surgindo o marcador Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ou Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso.

A técnica RAPD ¢é basicamente uma reacdo de PCR que envolve a
amplificacdo simultadnea de varios locos anénimos do genoma utilizando um primer
curto com 10 nucleotideos de sequéncia conhecidas, mas arbitraria (SILVA, 2004). A
combinacdo dos dez nucleotideos possibilita a sintese de 5.040 primers,
combinando aleatoriamente os quatro nucleotideos em sequéncias aleatérias de 10
(SCHUSTER, 2004).

Para se obter uma uniformidade na temperatura de anelamento, Sawazaki
(1995) afirma que os primer’s devem conter propor¢des similares de guanina (G) e
citosina (C) variando entre 50% e 80% e estrutura secundaria minima para evitar a
auto-complementacao e ainda a concentracao dos quatro dNTPs deve ser a mesma

para nao ocorrer o desbalanceamento nucleotidico.
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A deteccdo da amplificacdo € feita, normalmente, em géis de agarose
separados por eletroforese em meio semi-sélido, corados com brometo de etidio e
com posterior visualizagado sob luz ultravioleta (BICALHO, 2006).

De acordo com Lacerda (2002), a quantidade de fragmentos que podem ser
produzidos durante uma analise genética utilizando a técnica RAPD varia de acordo
com a quantidade de primer’s que serdo utilizados, assim, o “perfii RAPD” sera
formado pelo conjunto de todas as amplificacbes dos diferentes primer’s utilizados
durante as analises. Em média, cada primer deve produzir cerca de 8 bandas, sendo
que cada primer decamero deve encontrar um sitio de anelamento a cada 410 pb e,
para que uma regidao seja amplificavel, o primer deve encontrar dois sitos em
sentidos opostos, em um intervalo maximo de 5.000 pb, gerando uma probabilidade
de (4,5 x 10° x G) (SCHUSTER, 2004).

Os marcadores RAPD sdo dominantes ao nivel de fendtipo, ou seja, o
fenétipo eletroforético, onde pode se identificar a presenca ou auséncia de uma
determinada banda, que é caracterizado pelo fato de um individuo heterozigoto para
um determinado loco ndo ser distinguido de um individuo homozigoto para o alelo
amplificado (SILVA, 2006).

O polimorfismo na técnica RAPD tem natureza binaria, ou seja, pode ser
detectado pela visualizacdo (presenca) de uma banda em uma amostra e da
auséncia da banda em outra amostra (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
LACERDA et al. 2002). Ja as bandas de tamanho distinto sdo consideradas como
sendo locos diferentes.

Bicalho (2006) afirma que o primeiro passo para a utilizacao desta técnica é a
selecéao dos primer’s a serem utilizados, levando em conta a seguinte ordem: revelar
diferengas, produzir bandas bem definidas e favorecer um padréo reproduzivel.

Os marcadores RAPD fazem uma amostragem arbitraria do genoma e tém a
capacidade de gerar um numero ilimitado de “loci” ou “marcas” especificas em
populacdes, racas ou espécies, viaveis em analises genéticas (YOTOKO, 1998;
SILVA, 2006). Além disso, o RAPD amplifica regides repetitivas do genoma nuclear
como regides nao codificadoras, as quais acumulam uma grande quantidade de
mutacdes que ocorrem em um pequeno intervalo de tempo quando comparadas com

as regides codificadoras que demoram a fixar uma mutacdo (YOTOKO, 1998).
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Contudo, a técnica de RAPD é polimorfica e de menor custo quando
comparada com outros marcadores moleculares por possuir menor numero de
etapas, necessitar de pouca quantidade de DNA por reacao (cerca de 10 a 25 ng),
possuir isencao dos efeitos ambientais e consumir um reduzido periodo de tempo
para se obter os resultados que sdo de grande validade pratica (WADT, 1997;
LACERDA, 2002; SILVA, 2004; FALEIRO, 2007).

2.4 — Divergéncia genética por analise multivariada

A diversidade genética entre gendtipos pode ser estudada por meio de
marcadores moleculares e bioquimicos, entretanto a variabilidade fenotipica s6 pode
ser obtida por caracteres morfolégicos, botanicos e agronémicos (GOMES, 2007)
avaliados por meio da estatistica multivariada.

Com o advento dos recursos computacionais, a metodologia de analise
multivariada tem sido amplamente utilizada (RIBEIRO, 1993), embora se devam a
Francis Galton (1983) as primeiras analises utilizando a estatistica multivariada.

A estatistica multivariada tem a capacidade de estudar todos os descritores
como um conjunto sinergistico, oferecendo a maneira mais adequada de selecionar
descritores morfolégicos (MARTEL, 2002) apropriados para se obter a variabilidade
entre 0os acessos, utilizada também para se estimar a dissimilaridade entre eles.
Segundo Ribeiro (1993), a eficiéncia da andlise multivariada depende da quantidade
de variagcdo que os descritores selecionados consigam explicar em relacdo a
variabilidade existente nos descritores originais.

As informagbes fornecidas pela analise multivariada sdo de fundamental
importancia em estudos de caracterizacdo de germoplasma e no melhoramento
genético, principalmente quando se considera a hip6tese de que quanto maior a
distancia genética entre dois gendtipos, maiores sdo as possibilidades de se ter a
ocorréncia de heterose (MARTEL, 2002).

Em arecaceas, o0 emprego da estatistica multivariada teve inicio com o
trabalho de Ribeiro et al. (1999) que analisou se as populacdes de Coqueiro Gigante

do Nordeste brasileiro pertenciam ao mesmo conjunto génico, chegando a
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conclusdo de que uma das populacdes, chamada de Santa Rita, era a mais
divergente geneticamente, principalmente em relacdo a populacdo de Merepe;
enquanto as populacao se Sao José do Mipibu e de Praia do Forte apresentaram-se
mais similares.

Na pupunha, Martel (2002) com o auxilio da estatistica multivariada
conseguiu, com apenas 15 descritores morfolégicos, diferenciar bem a trés
morforagas de pupunha.

Para o Acai, Oliveira et al. (2007) quantificaram a variabilidade genética do
banco de germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental, obtendo agrupamentos
consistentes dos acessos pelos métodos de agrupamento UPGMA e de Tocher.

O trabalho mais importante com andlise multivariada com a guariroba foi
realizado por Nunes (2007) que conseguiu comprovar estatisticamente a ocorréncia
de variabilidade do sabor amargo no palmito. Este estudo abriu inUmeras
perspectivas para futuros trabalhos de melhoramento visando a producéo de palmito

com diferentes “teores” de amargo.

2.4.1 — Analise de agrupamento

As técnicas de agrupamento sao utilizadas para reunir acessos por meio de
algum critério que apresente similaridade no padrdo de comportamento em relacao a
um conjunto de variaveis (CRUZ, 2006).

Os critérios de agrupamento podem variar de método para método, mas, no
geral, o principio de estabelecer grupos em que a homogeneidade seja maior que a
existente entre grupos € mantido.

Segundo Gomes (2007), a principal utilidade da analise de agrupamento
ocorre quando se utiliza uma grande quantidade de dados, os quais sao
transformados em pequenos subconjuntos de facil interpretacdo e manipulacao.

O método de Otimizacdo (Tocher) permite o estabelecimento de grupos
seguindo a premissa de manter a distancia média intra grupo sempre inferior a
qualquer distancia inter grupo (CRUZ, 1990). Esta metodologia foi utilizada na
espécie Syagrus, por Leite (2001) e Nunes (2007).
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Nos métodos hierarquicos, os acessos sao agrupados por um procedimento
que se repete em varios niveis até que seja estabelecido o dendrograma. Dentre as
varias metodologias disponiveis a que é mais utilizada para evidenciar as distancias
genéticas obtidas por marcadores moleculares e morfologicos é a de média
aritmética entre pares nao-ponderados ou UPGMA “unweighted pair-grup means
arithmetics” (MOURA, 2003). Esta metodologia foi utilizada na espécie Syagrus, por
Sawazaki et al. (1998) e Leite (2001).
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Para a realizacdo deste trabalho foram avaliadas 36 procedéncias de

guariroba, oriundas de 12 municipios do Estado de Goias divididos em quatro

regides (Figura 5). Dentro de cada municipio foram avaliadas trés propriedades

escolhidas ao acaso e analisadas trés plantas de forma casualizada em cada uma

delas. Cada planta dentro da propriedade foi considerada uma repeticao, utilizando-

se o delineamento inteiramente casualizado.
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Figura 5: Mapa do Estado de Goias indicando a area territorial dos grupos de municipios
onde foram realizadas as avaliagdes das procedéncias de guariroba. As regides foram
compostas pelos municipois: Regido 01 (Jatai, Caiapbnia, e Serranépolis), Regidao 02
(Aurilandia, Firminopolis, e Sao Jodo da Parauna), Regido 03 (Aparecida de Goiania,
Aragoiania, e Hidrolandia), e Regiao 04 (Cataldo, Ouvidor, e Trés Ranchos).
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No Quadro 3 encontram-se as quatro regiées onde foram coletados os
acessos. As quatro regides foram selecionadas através de sorteio, sendo os
municipios utilizados para discriminar as regides, os mesmos utilizados por Aguiar &
Almeida (2000).

Quadro 3: Descricdo dos pontos de coleta dos acessos de Guariroba.

x . A GPS

Regiao Cidade Procedéncias T W S Altitude

22 425344 8022760 655

Jatai 22 406254 8057940 811

22 431666 8024673 761

22 402755 7987996 823

1 Serranoépolis 22 400494 7978362 788

22 398647 7975232 736

22 408914 8113955 715

Caiapdnia 22 422357 8144140 674

22 413387 8126324 716

22 559023 8157883 584

Aurilandia 22 557153 8155950 515

22 557248 8155271 474

22 576130 8166645 660

2 Firminépolis 22 575222 8167061 702

22 570490 8169887 614
22 562959 8141900 565
22 562920 8141110 594
22 562877 8140334 620
22 665207 8119080 839

Sao Joao da Parauna

Aragoiania 22 666244 8120605 819

22 667148 8121162 814

22 686541 8122287 862

3 Hidrolandia 22 680600 8119924 852

22 681030 8118415 831
22 674152 8138597 847
22 684616 8144012 764
22 684198 814381 785
22 816830 7976278 798

Aparecida de Goiania

Catalao 23 184953 7981755 837

23 192284 7983362 762

23 200387 7983839 820

4 Ouvidor 23 200343 7982633 825

23 203881 7986062 826
23 206051 7967328 718
23 205996 7967417 703
23 206160 7967035 735

Trés Ranchos
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3.1 — Coletas dos acessos

Os acessos analisados constavam de plantas adultas (plantas em pleno
estagio reprodutivo e com no minimo 6 metros de altura). Para analisar as
caracteristicas morfolégicas de cada acesso foi confeccionado um passaporte com
18 descritores (Quadro 4).

Quadro 4: Descritores morfologicos utilizados na caracterizagdo da guariroba.

NFV Nimero de folhas vivas Contagem de todas as folhas completamente
abertas, desconsiderando a folha flecha.
NFLDF | Numero de foliolos do p
lado direito da folha Contagem de todos os foliolos.
NFLEF | Numero de foliolos do ‘
lado esquerdo da folha Contagem de todos os foliolos.

CF Comprimento da folha Mensurado do inicio da folha até o ultimo

foliolo (cm).

DCF | piametro central da Folha | Avaliado na posi¢do média da folha.

DIBF | Didmetro inicial da bainha | Avaliado na posi¢ao anterior ao primeiro foliolo

foliar da folha.

CFC Comprimento do foliolo Mensurado, da base da insergéo até a

central extremidade do foliolo do lado direito da folha.

DFC Didmetro do foliolo central Medida feita na posi¢ao central do foliolo, do

lado direito da folha.

DO Diametro do estipe no , .

nivel do solo Medido no nivel do solo.
D50 Diametro do estipe a 50cm | Medido a 50 cm do solo.
D100 | Diametro do estipe a Medido a 100 cm do solo.

A7A Altura da insercéo do 7° Determinada pela medi¢cdo da base da planta

anel até o centro do 7¢ anel.

E70 Espessura do 72 anel a0° | Determinada na regiao mais estreita do 7° anel.
E7180 5 ;g? ssura do 7°anel a Determinada, no local situado a 180° do D70
ENS70 | Espessura do no superior | Determinada na regido mais estreita do n6

ao 72 anel a 02 superior ao 7° anel.
ENS7180 | Espessura do né superior | Determinada, no local situado a 180° do
ao 7° anel a 180° DNS70.
ENI70 | Espessura do noé inferior Determinada na regido mais estreita do n6
ao 7% anel a 0° inferior ao 7¢ anel.
ENI7180 | Espessura do né inferior . . 0
20 72 anel a 180° Determinada no local situado a 1802 do DNI70.

Para a caracterizagdo molecular foram coletados trinta foliolos da folha de

guariroba estando todos em estagio intermediario de maturagéo; foram lavados com
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agua e enxutos com folhas de papel toalha para serem armazenados em envelopes
devidamente identificados por dentro e por fora. Os foliolos dos acessos de
guariroba foram enviados para o laboratério de genética molecular da Universidade
Federal de Goias - Campus Jatai (UFG/CAJ), onde foram armazenados em freezer
(- 20 °C), até o momento de ser realizada a extracao do DNA.

3.2 — Analise de variancia univariada

Efetuou-se a analise de variancia com estimacao dos quadrados médios de
cada caracteristica morfologica avaliada. Foi verificada a significancia das mesmas
pelo teste de F e, para aquelas que apresentaram variabilidade entre os acessos 0s
mesmos foram agrupados pelo teste de Scott e Knott.

3.3 — Analise multivariada

Para a quantificacdo da divergéncia fenotipica entre as 36 procedéncias
realizou- se andlises multivariadas, estimando as distancias de Mahalanobis, como
medida de similaridade genética, analise por variaveis candnicas e agrupamento das

procedéncias pelo algoritmo de otimizacao de Tocher.

3.3.1 — Distancia de Mahalanobis

Foi obtida a partir das médias dos acessos avaliados nas diferentes
procedéncias para todos os descritores morfolégicos e da matriz de variancias e

covariancias residuais conforme descrito por Cruz, 2006.
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3.3.2 — Variaveis canonicas e descarte de variaveis

A partir da andlise de variancia multivariada obtiveram-se as matrizes de
médias e a de dispersao relativa as 36 procedéncias. As variaveis canlnicas
permitem resumir as “n” variaveis a um novo conjunto, que sdo combinagdes
lineares das variaveis originais e que nao apresentam correlagdo entre si.

A identificacdo dos descritores redundantes foi realizada por meio da
metodologia proposta por Jollife (1973), sendo indicado para descarte todo descritor
que apresentou maior coeficiente de ponderacdo em valor absoluto (autovetor) na
variavel canénica de autovalor menor, partindo-se da ultima variavel até aquela que
seu autovalor ndo excedeu 0,70.

Para auxiliar na decisdo de descarte foram estimados os coeficientes de
correlacdo de Pearson entre todos os descritores a fim de verificar a associacao
entre os descritores descartados e os remanescentes. A significancia do coeficiente
de correlacao foi verificada pelo teste de t. Em seguida realizou-se o teste de
multicolinearidade entre os descritores selecionados e os descartados.

Apés o descarte das variaveis redundantes procedeu-se a realizagdo de uma
nova anadlise para se identificar quanto da variacdo total estava diluida nas trés

primeiras variaveis canénicas.

3.3.3 — Analise de agrupamento

A analise de agrupamento foi processada em duas fases. Na primeira foi
estimada a medida de dissimilaridade entre os acessos utilizando a distancia de
Mahalanobis e, na segunda, empregou-se a técnica de identificacdo e agrupamento
dos mesmos pela similaridade.

Determinada a matriz de dissimilaridade entre as procedéncias foram
definidos os agrupamentos pelo algoritmo de otimizacdo de Tocher. Neste método
apresentado por Rao (1952), as médias das distancias intra grupos sao sempre

inferiores as distancias médias intergrupos, formando-se assim grupos exclusivos. A
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distancia intra grupo corresponde a média das distdncias entre os pares de
procedéncias que constituem o grupo. Ja as distancias intergrupos correspondem as
médias das distancias entre os pares de procedéncias pertencentes aos diferentes
grupos.

As distancias intergrupos fornecem informacdes importantes em relacao a

variacao fenotipica que incide sobre eles.

3.3.4 Correlacao fenotipica entre os caracteres estudados

As associagbes entre os dezoito descritores morfoldégicos foram analisadas
através das estimativas dos coeficientes de correlacao linear simples entre os 108
acessos estudados, utilizando o método de Pearson. Para tal, utilizou-se a seguinte

expressao:

F oy = COV (X,Y)/ [V (X) . V (Y)] 172

O nivel de significancia desses valores foi calculado pelo teste t (Steel &
Torrie, 1960).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do aplicativo computacional
GENES (CRUZ, 2006).

3.4 — Caracterizacao molecular

3.4.1 — Material utilizado

Para a realizagdao das analises moleculares utilizou-se dois acessos de cada
uma das quatro regides estudadas, totalizando oito acessos. Para a caracterizagao

molecular as procedéncias utilizadas foram representadas por um individuo, ou seja,
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foi utilizada somente uma planta por ponto de coleta. As procedéncias analisadas
foram: 01, 03, 10, 14, 19, 20, 28 e 36.

3.4.2 - Extracao do DNA

A metodologia utilizada para a extracdo do DNA dos foliolos de cada acesso
foi o método CTAB com algumas modificagdes propostas por Faleiro et al. (2003).

A extracao foi realizada a partir de aproximadamente 500 mg de tecido foliar,
o qual foi macerado com nitrogénio liquido. Parte do macerado foi transferido para
tubo de microcentrifuga de 2,0 ml, ocupando "4 do seu volume. Em seguida, foi
adicionado 800 ul de tampao de lise constituido por Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, EDTA
20 mM, CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) 2,8% (p/v), NaCl 1,3 M,
Polivinilpirrolidona 1% (p/v) e 2-mercaptoetanol 0,2% (p/v). O macerado foi
misturado ao tampao de lise e os tubos foram mantidos em banho-maria (70 °C) por
uma hora, sendo agitados a cada 10 minutos. Apds a incubacao foi realizada a
desproteinizacdo adicionando-se 700 pl de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v).
Posteriormente, as amostras foram agitadas, por suaves inversdes, por 10 minutos e
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi
transferido para tubos de 2,0 ml limpos, adicionado 55 ul de CTAB 7% (p/v) e 0
processo de desproteinizacao foi repetido.

3.4.3 — Quantificacao do DNA

A quantificagdo do DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm, na
qual a relacdo Asgy /Asgy foi utilizada para avaliar a pureza, a concentracéo e a
quantidade de DNA (Faleiro et al. 2003). Estes valores também permitiram a

estimativa da quantidade de proteinas presentes em cada amostra.
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3.4.4 — Reacao de RAPD

A fim de avaliar a diversidade genética dos acessos, amostras de DNA de
cada acesso foram amplificadas via PCR (Reacédo em cadeia da polimerase) para a
obtencdo de marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). Os

primers utilizados estdo contidos no Quadro 5.

Quadro 5: Primers (Operon Technologies Inc.) testados nas amplificacoes de DNA
de Syagrus oleracea.

Primer 5 para 3
OPA - 01 CAG GCCCTTC
OPA-04 AAT CGG GCT G
OPA -05 AGG GGT CTT G
OPA -08 GTG ACG TAG G
OPA-09 GGG TAACGCC
OPA - 11 CAATCGCCGT
OPA-18 AGGTGACCGT
OPA-19 CAAACGTCG G
OPA-20 GTT GCGATCC
OPB -02 TGATCCCTG G
OPB -03 CAT CCCCCT G
OPB - 04 GGACTG GAGT
OPB - 05 TGC GCCCTTC
OPB - 06 TGC TCT GCC C
OPB - 07 GGT GAC GCA G
OPB - 08 GTC CAC ACG G
OPB - 14 TCC GCT CTG G
OPJ - 05 GTC CGG AGT G
OPJ -19 GTGACCGAGT
OPM -02 ACA ACGCCTC
OPN - 02 TTC AGG GCAC
OPN - 05 ACT GAACGCC
OPW - 01 CTC AGT GTCC
OPW - 05 GGC GGATAAG
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As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme a metodologia de
Barros et al. (2005), em que se utiliza um volume total de 13 pL por reacao,
contendo: Tris-HCI (10 mM, pH 8,3), KCI (50 mM), MgCI2 (8 mM), 100 uM de cada
um dos desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP); 0,4 uM de um primer
decamero (Operon Technologies Inc.), uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA.

As amplificacées foram realizadas em termociclador programado de acordo
com Barros et al. (2005) para 40 ciclos, sendo cada um constituido pela seguinte
sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Apés
os 40 ciclos, realizou-se uma etapa de extensao de 6 minutos a 72°C e, em seguida,
reduziu a temperatura para 4°C.

Apoés a reacao de PCR adicionou-se, a cada amostra, 3 yL da mistura de azul
de bromofenol (0,25% p/v), glicerol (60% v/v) em agua (com o intuito de auxiliar a
visualizagdo do andamento da corrida do DNA na eletroforese).

O volume total de cada amostra foi aplicado em gel de agarose (1,2%),
corado com brometo de etidio (0,02 ug/ml), submerso em tampéao TBE (Tris-Borato
90 mM, EDTA 1 Mm).

A separacao eletroforética foi realizada durante trés horas a 90 volts. Ao
término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta (UV) para a
visualizagdo e caracterizacdo das bandas de acordo com a presenca ou auséncia

das mesmas.

3.4.5 — Analise estatistica dos dados moleculares

3.4.5.1 — Analises moleculares

Apos a leitura dos géis gerou-se uma matriz binaria em que os individuos
foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de bandas, sendo somente

consideradas para analise as bandas com forte intensidade.
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3.4.5.2 - Porcentagem de polimorfismo

Com a matriz de dados binarios calculou-se a porcentagem de polimorfismo

obtido com cada primer utilizando a seguinte expressao:

P = nbp / nbt

Onde:
P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);
nbp = numero de bandas polimorficas;
nbt = numero de bandas totais.

3.4.5.3 - Coeficiente de similaridade (Sij)

A partir da matriz de dados binarios utilizando o programa Genes (CRUZ,
2006) estimou-se as distancias genéticas entre os diferentes acessos por meio do

coeficiente de similaridade Nei e Li, conforme a expressao abaixo:

Sj=2a/(2a+b+c)

Onde:

a = numero de casos em que ocorre a presenca da banda em ambos os
individuos, simultaneamente;

b = nimero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no
individuo

C = numero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no

individuo j;
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3.4.5.4 - Coeficiente de dissimilaridade

As similaridades foram transformadas em médias de distancia genética (Dj)

pela seguinte equagao:

Dij = 1 = S

A partir da distancia de 1 menos a medida de similaridade foi confeccionada a
matriz de dissimilaridade, a qual foi utilizada para construir um dendrograma através
do método hierarquico aglomerativo da média aritmética entre pares nao
ponderados (UPGMA — Unweighted Pair-Group Method Average) utilizando o
programa STATISTIC, versao 5.0.

3.4.5.5 - Bootstrap

Para se determinar o nimero minimo de marcadores necessarios para uma
amostragem do genoma de guariroba foi estimado o coeficiente de variagao
associado ao numero de bandas utilizado através do procedimento bootstrap,
utiizando o programa Dboot desenvolvido por Coelho (2000) com 1000
permutacoes.

Os coeficientes de variagao obtidos foram relacionados com o numero de
locos ajustando-se uma funcgéo poténcia. O ponto de curvatura maximo da funcao

ajustada foi determinado quando o coeficiente de variacao alcanca-se 15%.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Analise morfoldgica

4.1.1 - Estatistica univariada

Os resumos das andlises de variancia para todos os descritores morfolégicos
utilizados sdo apresentados na Tabela 1. Foram detectadas diferengas significativas
ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F em dez descritores (NFV, CF, DIBF,
CFC, DFC, D0, A7A, E70, E7180 e ENI7180) e ao nivel de 5% somente em dois
descritores (NFLDF e D100), evidenciando a variabilidade entre os acessos.

A variacao do erro experimental contida nos 18 descritores morfoldgicos pode
ser constatada por meio da andlise dos coeficientes de variagdo (CV), os quais
variaram de 8,84 a 42,95%. Pode-se verificar que os maiores coeficientes de
variacdo estdo associados as caracteristicas que nao apresentaram diferencas
significativas pelo teste F, evidenciando que, para elas, as variagcdes ao acaso foram
mais evidentes.

O CV encontrado neste estudo é préximo do obtido por Ribeiro (1993), o qual
obteve uma variagao de 7,4 a 38,3% trabalhando com populacdes naturais de Cocos
nucifera L. distribuidas em cinco regides do nordeste brasileiro. Em virtude de ter
sido usado nas analises dos descritores morfolégicos da guariroba uma estrutura de
delineamento inteiramente casualizado em que as plantas de um mesmo local foram
escolhidas aleatoriamente, consideradas como uma procedéncia, pode-se afirmar

qgue estes coeficientes apresentaram magnitudes relativamente baixas.
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Tabela 1: Resumo das analises de variancia obtidas para os 18 descritores
morfolégicos avaliados em 36 procedéncias de guariroba no Estado de Goias.

FV Quadrado Médio ¢ iz Geral  'MerValode oo oy,
Acesso Residuo variacao

NFV 15,46** 5,52 11,19 5a21 20,99
NFLDF 389,96* 181,387 152,33 120 a 217 8,84
NFLEF 362,76 205,09 150,4 100 a 207 9,52
CF 0,26™* 0,11 2,4 1,4a3,5 14,09
DCF 0,15 0,11 1,11 0,4a2,0 29,42
DIBF 1,46** 0,56 3,85 2,1a8,7 19,43
CFC 337,06 134,81 54,68 25a105 21,23
DFC 0,587** 0,243 2,79 1,3a4,8 17,69
DO 68,23** 34,21 26,64 12,3a44,0 21,95
D50 23,54 13,52 19,225 11 a32 19,12
D100 17,01* 8,24 16,35 8,5a26,3 17,56
A7A 635,87** 255,42 62,09 12,82 106,0 25,74
E70 19,31** 6,88 8,31 1,0a217,5 31,55
E7180 19,79** 8,09 9,55 2,2a20,0 29,77
ENS70 0,223 0,199 1,041 0,3a25 42,95
ENS7180 0,74 0,62 1,96 0,6a5,2 40,09
ENI70 0,195 0,157 1,03 0,4a29 38,46
ENI7180 0,67** 0,31 1,83 0,7a4,5 30,32

* e ** significativo pelo teste F ao nivel de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLD) Numero de foliolos do lado direito, (NFLE) Numero de foliolos
do lado esquerdo da folha, (CF) Comprimento da folha, (DCF) Diametro central da Folha, (DIBF)
Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central, (DFC) Diametro do foliolo
central, (D0O) Didametro do estipe no nivel do solo, (D50) Didmetro do estipe a 50cm, (D100) Diametro
do estipe a 100cm, (A7A) Altura da inser¢ao do 72 anel, (E70) Espessura do 7° anel a 0°, (E7180)
Espessura do 7° anel a 180° (ENS70) Espessura do n6 superior ao 7° anel a 0°, (ENS7180)
Espessura do nd superior ao 7° anel a 180°, (ENI70) Espessura do né inferior ao 72 anel a 0°, e
(ENI7180) Espessura do n¢ inferior ao 7° anel a 180°.

O NFV apresenta CV de 20,99%, superior aos resultados encontrados para o
Acai e na Palmeira Real por Bovi et al. (1990), Bovi et al. (2003) e Oliveira et al.
(2007), os quais encontraram, respectivamente, 15%, 9,67% e 7,87% de coeficiente
de variagdo. Este fato mostra que para este descritor, embora o erro experimental
esteja acima dos valores encontrados para acai e palmeira real, a guariroba
apresenta grande variabilidade, pois existem diferencas significativas entre médias
das procedéncias avaliadas conforme detectado na significancia do teste F na
andlise de variancia.

Com relacdo a morfologia da folha, os sete descritores (NFLDF, NFLEF, CF,
DCF, DIBF, CFC e DFC) apresentaram coeficiente de variacdo oscilando de 8,84 a
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29,42%. Verifica-se que, destes descritores apenas NFLEF e DCF néao
apresentaram significancia a 5% na analise de variancia, indicando que todos os
acessos avaliados sao iguais, assim, mostrando baixa variabilidade. Para os demais
existe variabilidade entre as procedéncias avaliadas.

Quanto ao estipe foram avaliados diametro, altura do 7° anel e espessura do
nd superior e inferior ao 7° anel. Pode-se verificar, pela andlise de variancia, que o
diametro do estipe a 50cm, a espessura do nd superior ao 72 anel a0° e a 180% e, a
espessura do no inferior ao 72 anel a 0° ndo apresentaram diferenca significativa,
indicando que para estes caracteres todas as procedéncias avaliadas séao
estatisticamente iguais, ou seja, ndo ha variabilidade para elas.

Para os 12 descritores morfolégicos que apresentaram diferencas
significativas (Tabela 1) as médias foram agrupadas pelo teste Scott-Knott (Tabela
2). Pode-se notar que os descritores CF e D100 mesmo tendo apresentado
significAncia na andlise de variancia, esta variabilidade nao foi evidenciada pelo
teste de agrupamento de Scott-Knott.

Analisando a forma de agrupamento das procedéncias pelo teste Scott-Knott
em relacdo aos 10 descritores morfolégicos (NFV, NFLDF, DIBF, CF, DFC, DO, A7A,
E70, E7180 e EN1780) que apresentaram a formacdo de grupos, verifica-se a
existéncia de variabilidade morfolégica entre as procedéncias oriundas de um
mesmo municipio.

As procedéncias 13, 14 e 15, naturais do municipio de Firminépolis,
apresentaram divergéncia de agrupamento nos descritores DFC, DO, E7180 e
EN7180, demonstrado uniformidade em 8 descritores 0 que ndo ocorre em outros
municipios. Em contrapartida, as procedéncias 34, 35 e 36 (municipio de Trés
Ranchos) nao apresentaram agrupamento similar das trés procedéncias em nenhum
dos descritores.

Salienta-se que no agrupamento pelo teste Scott-Knott, em todos os
caracteres que tiveram a formacéo de grupos, apenas dois foram formados gerando
um forte indicio de similaridade genética entre as procedéncias em estudo. Ainda,
neste sentido, verifica-se que as procedéncias pertencentes a um mesmo municipio
estdo agrupadas em grupos diferentes, o que possibilita afirmar que existe
similaridade genética entre procedéncias nas diferentes regides de estudo.
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Tabela 2: Comparacao de médias entre as 36 procedéncias de guariroba no Estado

de Goias.

Procedéncias NFV NFLDF CF DIBF CFC DFC
1 15,50 a 159,67 a 3,28 a 443 a 61,00 a 4,00 a
2 9,67 b 169,67 a 2,27 a 343 b 4733 b 273 b
3 13,00 a 157,33 a 2,03 a 590 a 5167 b 263 b
4 10,33 b 138,33 b 2,18 a 383 b 4667 b 273 b
5 16,33 a 14267 b 2,34 a 443 a 52,33 b 3,30 a
6 11,00 b 157,33 a 2,22 a 380 b 5433b 283b
7 12,00 a 14933 b 2,49 a 380 b 56,00 b 3,00 a
8 767 b 17233 a 2,65 a 267 b 4100b 223 b
9 12,33 a 165,00 a 2,41 a 37 0b 5200 b 237 b
10 11,33 a 157,00 a 2,35 a 413 b 4900 b 3,10 a
11 7,33 b 151,00 b 2,40 a 337 b 4333 b 253 b
12 11,33 a 150,00 b 2,53 a 427 a 5567 b 283 b
13 6,33 b 171,67 a 2,62 a 3,70b 4900 b 3,20 a
14 11,00 b 163,00 a 2,45 a 353 b 4433b 263 b
15 7,00 b 160,67 a 2,27 a 277 b 4233 b 207 b
16 13,33 a 148,00 b 2,07 a 337 b 4300b 190 b
17 12,00 a 153,33 a 2,50 a 400 b 5267 b 3,00 a
18 12,67 a 134,00 b 2,25 a 383 b 6500a 277b
19 13,00 a 150,00 b 2,54 a 383 b 6467 a 293 a
20 9,67 b 14500 b 2,13 a 343 b 5933 a 297 a
21 11,33 a 15233 b 2,18 a 293 b 4100b 277 b
22 10,67 b 165,33 a 3,04 a 407 b 7033 a 267 b
23 11,67 a 14733 b 1,86 a 2,77 b 46,67 b 253 b
24 12,67 a 14467 b 252 a 437 a 7133 a 3,27 a
25 14,67 a 14933 b 2,95 a 527 a 80,67 a 3,37 a
26 10,67 b 17567 a 2,24 a 383 b 4867 b 243 b
27 8,33 b 154,00 a 2,50 a 377 b 4700 b 273 b
28 10,00 b 14533 b 2,31 a 360 b 5967 a 237b
29 11,33 a 159,00 a 2,49 a 353 b 5700b 213 b
30 12,00 a 14550 b 2,80 a 510 a 8150 a 3,75 a
31 9,67 b 12767 b 1,94 a 290 b 46,73 b 223 b
32 10,67 b 137,00 b 2,18 a 350 b 4767 b 270 b
33 10,33 b 15533 a 2,21 a 3983 b 6367 a 290 a
34 11,33 a 13467 b 2,50 a 473 a 6567 a 3,00 a
35 9,67 b 139,67 b 2,26 a 360 b 4700 b 263 b
36 15,00 a 155,67 a 2,50 a 4,43 a 63,33 a 3,10 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLDF) Numero de foliolos do lado direito da folha, (CF)
Comprimento da folha, (DIBF) Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central

e (DFC) Diametro do foliolo central.
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Procedéncias DO D100 A7A E70 E7180 EN1780
1 29,77 a 22,40 a 74,00 a 11,47 a 13,43 a 2,80 a
2 2527 b 17,67 a 4233 b 450 b 483 b 1,87 b
3 30,67 a 14,83 a 5233 b 733 b 753 b 1,80 b
4 21,77 b 13,17 a 60,33 b 8,67 a 9,87 a 1,07 b
5 2220 b 16,93 a 4733 b 483 b 8,60 b 1,07 b
6 27,77 a 14,47 a 71,67 a 820 a 10,30 a 1,33 b
7 30,27 a 17,77 a 72,00 a 983 a 11,67 a 2,47 a
8 21,20 b 10,80 a 51,00 b 790 b 8,70 b 1,93 b
9 28,33 a 13,00 a 55,33 b 6,67 Db 787 b 1,80 b
10 26,27 a 15,83 a 59,67 b 11,17 a 11,60 a 1,60 b
11 27,53 a 19,33 a 50,00 b 6,73 b 780 b 3,17 a
12 37,60 a 20,60 a 52,00 b 9,70 a 10,63 a 1,90 b
13 27,83 a 16,37 a 35,00 b 8,47 a 9,60 a 1,53 b
14 26,83 a 17,33 a 63,33 b 1193 a 12,37 a 2,40 a
15 15,67 b 12,10 a 4533 b 6,77 b 8,73 b 1,83 b
16 30,83 a 16,50 a 60,00 b 13,07 a 14,13 a 2,07 b
17 21,10 b 17,83 a 4233 b 430 Db 517 b 2,00 b
18 19,80 b 13,40 a 5433 b 733 Db 8,43 b 1,77 b
19 20,17 b 16,43 a 79,00 a 9,20 a 10,53 a 1,50 b
20 2943 a 17,13 a 81,00 a 573 b 9,30 a 1,53 b
21 2550 b 16,10 a 63,00 b 780 Db 9,10 b 203 b
22 32,50 a 19,90 a 80,00 a 10,93 a 11,60 a 1,60 b
23 21,60 b 15,63 a 70,33 a 8,87 a 9,80 a 1,87 b
24 21,27 b 18,10 a 59,00 b 8,40 a 9,80 a 1,77 b
25 30,67 a 16,83 a 6467 b 780 Db 9,07 b 1,53 b
26 27,60 a 15,83 a 64,00 b 10,60 a 11,10 a 1,77 b
27 31,33 a 17,10 a 56,00 b 753 b 8,17 b 1,70 b
28 29,33 a 14,90 a 61,00 b 6,40 b 727 b 1,00 b
29 28,83 a 15,37 a 71,33 a 10,47 a 11,57 a 1,80 b
30 25,00 b 1760 a 104,50 a 10,60 a 11,00 a 1,95 b
31 29,27 a 16,57 a 74,00 a 8,57 a 9,70 a 1,50 b
32 28,17 a 15,83 a 66,27 a 13,13 a 14,77 a 2,80 a
33 21,33 b 13,10 a 82,33 a 823 a 1043 a 1,60 b
34 34,33 a 16,37 a 79,67 a 960 a 11,60 a 1,77 b
35 21,10 b 16,10 a 39,33 b 1,90 b 250 b 1,37 b
36 31,00 a 19,37 a 51,33 b 457 b 530 b 2,37 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

(DO) Diametro do estipe no nivel do solo, (D100) Didametro do estipe a 100cm, (A7A) Altura do 7° anel
partindo-se de Ocm, (E70) Espessura do 7° anel a 0° (E7180) Espessura do 7° anel a 180°,
(ENI7180) Espessura do né inferior ao 7° anel a 180°.
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4.1.2 - Herdabilidade

As estimativas de herdabilidade dos descritores morfolégicos avaliados
variaram de 10,51% para ENS70 a 64,32% para E70 (Tabela 3). De acordo com
Cruz (2005) o valor de herdabilidade pode variar de 0 a 100%, sendo considerado
alto quando os valores obtidos forem maiores que 40%. Com isto, pode-se afirmar
que somente os descritores morfoldgicos: ENS70 (h® = 10,51%), ENS7180 (h? =
16,37%), ENI70 (h? = 19,53%) e DCF (h? = 33,05%) ndo apresentam alta
herdabilidade, a qual foi obtida para os demais descritores estudados.

Tabela 3: Coeficiente de variagdo genético (CVg), razao coeficiente de variagao
genético por coeficiente de variagdo experimental (CVg/Cve) e herdabilidade em
sentido amplo (h?) entre os 36 acessos de guariroba no Estado de Goiés.

CVg CVg/CVe h?
NFV 16,27 0,775 64,32
NFLDF 05,47 0,619 53,48
NFLEF 04,82 0,510 43,46
CF 09,13 0,650 55,71
DCF 11,94 0,410 33,05
DIBF 14,19 0,730 61,55
CFC 15,02 0,707 60,00
DFC 12,16 0,690 58,63
DO 12,64 0,576 49,87
D50 09,51 0,497 42,58
D100 10,46 0,590 51,55
A7A 18,14 0,700 59,83
E70 24,49 0,780 64,37
E7180 20,68 0,690 59,15
ENS70 08,50 0,198 10,51
ENS7180 10,24 0,260 16,37
ENI70 10,94 0,284 19,55
ENI7180 19,04 0,630 54,19

(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLD) Numero de foliolos do lado direito, (NFLE) Numero de foliolos
do lado esquerdo da folha, (CF) Comprimento da folha, (DCF) Diametro central da Folha, (DIBF)
Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central, (DFC) Diametro do foliolo
central, (D0) Didametro do estipe no nivel do solo, (D50) Didametro do estipe a 50cm, (D100) Diametro
do estipe a 100cm, (A7A) Altura da inser¢ao do 72 anel, (E70) Espessura do 7° anel a 0°, (E7180)
Espessura do 7° anel a 180° (ENS70) Espessura do n6 superior ao 7° anel a 0°, (ENS7180)
Espessura do nd superior ao 7° anel a 180°, (ENI70) Espessura do né inferior ao 72 anel a 0°, e
(ENI7180) Espessura do né inferior ao 7° anel a 180°.
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A herdabilidade para o NFV (h? = 64,32%) foi superior a encontrada por Assis
et al. (2008) para a guariroba, que obteve um valor de h? de 24,05% em avaliacdo de
plantas jovens. De uma forma geral, a herdabilidade para o NFV é variavel em
arecaceas sendo encontrados valores de 99,0% (CARVALHO et al. 2008), 98,61%
(CASTRO, 2007), 95,8% (CARVALHO, 2006) e 30% (MARTINS et al. 2006) em
coqueiro ando. Na pupunha foram encontrados valores de h? de 35% (NISHIKAWA,
1995) e 10% (BOVI et al. 2004).

Os valores obtidos para a h? sdo um indicativo que a sele¢cdo com base no
comportamento fenotipico sera eficiente para os descritores que apresentaram altas
herdabilidade, o que proporcionara ganhos a cada ciclo de selecdo para o carater
em estudo.

A alta herdabilidade aliada aos valores relativamente altos da relagéao
CVg/CVe, superiores a 0,5 para os caracteres que apresentaram diferencas
significativas entre as procedéncias, evidéncia a possibilidade de selecao para estes
caracteres com boas expectativas de ganhos em virtude de selecdo, sendo
importante um estudo de associacao destes caracteres com aqueles de importancia
em termos de produto final da espécie, possibilitando assim, a selecdo indireta
nestes caracteres para obtencdo de ganhos em outros de importancia econémica,
produzindo progénies superiores. As relagdes obtidas para CVg/CVe foram melhores
gue as encontradas para pupunha que apresentaram magnitudes em torno de 0,35
(Yokomizo & Neto 2003).

De acordo com as estimativas de herdabilidade obtidas neste estudo, pode-se
obter ganhos consideraveis em trabalhos de melhoramento, obtendo individuos

superiores com caracteristicas agronédmicas favoraveis.

4.1.3 Correlacoes Fenotipicas

A tabela 4 mostra os coeficientes de correlagdo de Pearson entre os 18
descritores morfoldgicos avaliados. Pode-se observar que dos 153 coeficientes
obtidos, 79 mostraram-se estatisticamente significativos, sendo que destes 53 foram
significativos ao nivel de 1% de probabilidade. As correlacdes significativas
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negativas correspondem a 72,7%, demonstrando que na grande maioria das
associagdes elas ocorrem em sentido contrario, ou seja, a medida que a magnitude
aumenta num descritor reduz no outro. No entanto, pode-se notar que essas
associagdes nao sao tao fortes.

As maiores correlacdes significativas foram todas positivas, nas quais foram
encontradas os seguintes descritores morfolégicos: ENS7180 x ENI70 (r = 0,854),
CFC x DIBF (r = 0,838), NFLDF x NFLEF (r = 0,829), CF x DCF (r = 0,828), E7180 x
ENS70 (r = 0,830), D50 x D100 (r = 0,816), DFC x DO (r = 0,815), A7A x E70 (r =
0,805), DFC x ENI7180 (r = 0,595), CF x E7180 (r = 0,594), NFLDF x A7A (r =
0,550), e DIBF x ENS7180 (r = 0,543). Desta forma, pode-se inferir que tais
associagdes sao Uteis na selecdao de gendtipos superiores, principalmente quando
um dos caracteres avaliados apresentar dificuldades de mensuracdo ou
manipulacdo. Estas correlagdes sdo um indicativo da ndo necessidade de se avaliar
todas estas variaveis, uma vez que todas apresentaram altas correlacées. A reducao
no numero de varidveis traz beneficios tanto melhorando a coleta de dados no
campo, como a retirada de variaveis redundantes das andlises estatisticas,
tornando-as mais consistentes.

O ndmero de folhas vivas esta correlacionado com oito descritores
morfolégicos, sendo a correlagdo mais intensa com ENI7180 (r = - 0,31); estando,
também, correlacionado com o D50 que apresenta “r’ igual a 0,20. Este resultado é
similar ao obtido para guariroba por Assis et al. (2008) que obteve correlacéao
positiva entre 0 numero de folhas e o didametro do estipe a 50 cm do solo.

A correlagao entre didmetro do estipe com o numero de folhas vivas também
foi encontrada na Bactris gasipaes e Archontophoenix alexandrae (BOVI et al. 1991;
YUYAMA et al. 1994; NISHIKAWA, 1995; BARBOSA, 1997; UZZO et al. 2002; UZZO
et al. 2004). Nas palmeiras Bactris gasipaes e Euterpe edulis estes descritores
também estdo correlacionados com a resposta da planta ao efeito do estresse
hidrico e adubacao (REIS, 1996; CLEMENTE & BOVI, 2000).

O numero de folhas vivas, o comprimento da folha e o didametro do estipe a 50
cm do solo na planta em pleno periodo de colheita do palmito estdo diretamente
correlacionados com o diametro, comprimento e com o peso total do palmito (Nunes,
2007). De acordo com Nunes (2007), o diametro do estipe a 50 cm esta

correlacionado com a coloragdo, com os sabores muito amargo, amargo e
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levemente amargo do palmito e também com a textura do palmito na planta em
pleno periodo de colheita.

O estudo de correlagbes entre descritores morfoldégicos que apresentam
importancia agronémica servem de base para o melhorista decidir sobre o material
que deve ser selecionado ou descartado. A determinacdo das relacdes dos
componentes da producao com outros descritores € de suma importancia, pois
permite definir estratégias a serem adotadas num programa de melhoramento e, no
caso de plantas perenes, como é a guariroba, permite antecipar a obtengdo de
resultados sem a necessidade de destruir a palmeira para obté-los, ganhando com

isto possiveis reducdes nos ciclos de selecao.
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Tabela 4: Correlacao linear simples entre os dezoito descritores morfolégicos avaliados nos 108 acessos de guariroba no Estado

de Goias.
NFV  NFLDF NFLEF CF DCF DIBF CFC  DFC DO D50 D100 A7A E70 E7180 ENS70 ENS7180 ENI70

NFLDF -0,176

NFLEF -0,223* 0,829**

CF 0,062 -0,196* -0,173

DCE 0,192 -0,319** -0,203* 0,828

DIBF -0,165 -0,235** -0,067 -0,186* -0,165

CcFc  -0,157 0,089 0,191* -0,311** -0,217* 0,838**

DFC  -0,177 -0,244** -0,130 -0,238** -0,051 -0,175 -0,172

DO -0,198* -0,085 -0,158 0,097 0,206* -0,300** -0,220* 0,815*

D50 0,196* -0,077 -0,181* -0,250** -0,146 -0,235** -0,066 -0,192* -0,173

D100  -0.215* -0,116 -0,216* -0,058 -0,132 0,110 0,214* -0,321** -0,207* 0,816**

A7A 0,116 0550 0,173 -0,075 -0,172 -0,248* -0,132 -0,242** -0,056 -0,192* -0,190*

E70  -0,210* 0,129 -0,252** -0,105 -0,198* -0,073 -0,147 0,105 0,231* -0,318** -0,226* 0,805*

E7i80 -0,096 -0,111  -0,129 0,594** 0,202* -0,095 -0,182* -0,252** -0,131 -0,245** -0,047 -0,183* -0,176

ENS70 -0,157 -0,180* -0,200* 0,172 -0,227* -0,113 -0,206* -0,073 -0,139 0,042 0,162 -0,314** -0,212* 0,830**
ENS7180 0,062 -0,253** -0,091 -0,076 -0,103 0,543** 0,179* -0,093 -0,178* -0,253** -0,136 -0,248** -0,055 -0,194* -0,170

ENI70  0,205* -0,168 -0,139 -0,158 -0,181* 0,161 -0,208* -0,106 -0,203* -0,076 -0,161 0,005 0,133 -0,312** -0,205* 0,854**
ENI7180 -0,310** -0,238** 0,104 -0,256** -0,055 -0,064 -0,101 0,595** 0,192* -0,101 -0,191* -0,263** -0,134 -0,248** -0,057 -0,187* -0,170

**, *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t.
(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLD) Numero de foliolos do lado direito, (NFLE) Numero de foliolos do lado esquerdo da folha, (CF) Comprimento da folha,
(DCF) Diametro central da Folha, (DIBF) Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central, (DFC) Diametro do foliolo central, (D0)
Diametro do estipe no nivel do solo, (D50) Diametro do estipe a 50cm, (D100) Diametro do estipe a 100cm, (A7A) Altura da insercédo do 7¢ anel, (E70)
Espessura do 72 anel a 0°, (E7180) Espessura do 7° anel a 180°, (ENS70) Espessura do nd superior ao 7° anel a 0%, (ENS7180) Espessura do n6 superior
ao 72 anel a 180°, (ENI70) Espessura do n¢ inferior ao 72 anel a 0°, e (ENI7180) Espessura do né inferior ao 72 anel a 180°.
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4.2 - Analise multivariada

4.2.1 - Selecao de descritores

Os resultados obtidos para as variaveis canbnicas, os autovalores e as
percentagens da variancia explicada pelas variaveis canfnicas obtidas a partir dos
dezoito descritores morfoldgicos avaliados sdo apresentados na Tabela 5.

Em estudos de divergéncia genética utilizando a metodologia das variaveis
canbnicas tem-se o propésito de identificar acessos similares por meio da
ferramenta gréafica (graficos de dispersdo bi ou tridimensionais) que possibilitam
simplificar a interpretagdo dos resultados (NEGREIROS et al. 2008). Dessa forma &
desejavel que a variancia acumulada nas duas primeiras variaveis canénicas exceda
80% da variacao total (CRUZ et al. 2004).

No presente estudo, pode-se verificar que a variancia acumulada entre as
variaveis ndo demonstrou distribuicdo concentrada nas duas primeiras variaveis.
Pode-se constatar que somente a partir da oitava variavel canénica que foi possivel
acumular uma porcentagem satisfatéria, com 81,92% da variabilidade total das
procedéncias. As trés primeiras variaveis candnicas explicaram 45,31% da variacao
total, sendo que a primeira variavel explicou 18,39%, a segunda 15,47% e a terceira
somente 11,45%. A utilizacdo destas varidveis candnicas para a construcdo da
dispersao grafica bi ou tridimensional ndo se justifica, pois as trés primeiras variaveis
canbnicas pouco explicam a real variabilidade entre as procedéncias.

Segundo Pereira et al. (1992), a distribuicAdo da varidncia esta plenamente
associada ao numero de descritores utilizados na andlise, estando concentrada nas
primeiras variaveis apenas quando se utiliza um numero reduzido de descritores de
interesse agrondmico ou que estejam em um mesmo grupo (folha, floracao, frutos e
etc.). A analise através de variaveis candnicas permite realizar a reducéo (descarte)
de descritores morfoldgicos eliminando, desta forma, aqueles que oferecem pouca
importancia (contribuicdo) no estudo de divergéncia.

A redugdo no numero de descritores morfolégicos é relatada por outros

pesquisadores que utilizam inUmeras técnicas de descarte das variaveis com o
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intuito de otimizar o trabalho de coleta dos dados (BALAKRISHNAN &
NAMBOODIRI, 1987; RIBEIRO, 1993; MARTEL et al. 2003; OLIVEIRA, 2005).

Tabela 5: Autovalores, Variancia, Variancia Acumulada obtidas a partir dos dezoito
descritores morfolégicos avaliados em 36 procedéncias de guariroba no Estado de
Goias.

Variaveis Canonicas Autovalores Variancia (%) Variancia Acumulada (%)

1 2,4176 18,39 18,39
2 2,0338 15,47 33,86
3 1,5052 11,45 45,31
4 1,3954 10,61 55,93
5 1,1749 8,94 64,86
6 0,8538 6,50 71,36
7 0,7508 5,71 77,07
8 0,6373 4,85 81,92
9 0,5826 4,43 86,35
10 0,4281 3,26 89,61
11 0,3214 2,45 92,05
12 0,2616 1,99 94,04
13 0,2519 1,92 95,96
14 0,1693 1,29 97,25
15 0,1287 0,98 98,22
16 0,1025 0,78 99,00
17 0,0738 0,56 99,56
18 0,0572 0,44 100,0

Segundo Balakrishnan & Namboodiri (1987) e Ribeiro et al. (1999) para o
coqueiro (Cocos nucifera L.) é necessario utilizar somente trés e quatro descritores
morfolégicos respectivamente; para o acai (Euterpe oleracea) sao necessarios
apenas quatro descritores (OLIVEIRA, 2005) e, para a pupunha (Bactris gasipaes K.)
€ necessario avaliar dez descritores morfolégicos para poder discriminar as ragas
contidas nesta espécie (MARTEL et al. 2003).

Para o descarte das variaveis adotou-se a metodologia proposta por Jolliffe
(1973) que estabelece a eliminacao dos descritores de maior peso nas variaveis
canbnicas cuja associacao entre autovetores e autovalores € inferior a 0,7. Foram
descartados dez descritores morfolégicos sendo cinco relacionados a morfologia da
folha (NFV, NFLDF, NFLEF, CF e DCF) e cinco relacionados a morfologia do estipe
(D50, D100, E70, E7180 € ENS7180).



54
Essas exclusbes indicam que 62,5% dos descritores morfoldgicos

relacionados a morfologia da folha sdo desnecessarios para a caracterizacdo das
procedéncias de guariroba. Em relacdo aos descritores do estipe, 50% sao
redundantes. No conjunto, este descarte traz uma reducao de 55% dos descritores
morfolégicos avaliados, o que facilita o processo de avaliagdo. Percentuais de
descarte préximos a estes foram encontrados por Pereira (1989), Cruz (1990), Daher
(1993), Cury (1993), Strapasson (1997), Martel et al. (2003); e por Oliveira et al.
(2006).

Ap6s o descarte realizou-se uma nova analise com os 8 descritores
remanescentes (Tabela 6). Pode-se constatar que as quatro primeiras variaveis
canbnicas explicam cerca de 76,84% da variabilidade morfologica contida na
guariroba, sendo 26,76%; 21,54%; 15,49% e 13,03% respectivamente na 1¢, 22, 3% e
49 variaveis canénicas. Isso gera um ganho adicional de 20,91% em relagdo as
obtidas anteriormente com base nos 18 descritores morfoldgicos avaliados
(Tabela 1).

Tabela 6: Autovalores, Variancia, Variancia Acumulada obtidas a partir dos oito
descritores morfol6gicos selecionados.

Variaveis Canonicas Autovalores Variancia (%) Variancia Acumulada (%)

1 1,452 26,76 26,76
2 1,169 21,54 48,31

3 0,841 15,49 63,80
4 0,707 13,03 76,84
5 0,430 7,92 84,76
6 0,414 7,63 92,40
7 0,235 4,33 96,74
8 0,177 3,25 100,00

Percentuais préoximos aos obtidos neste estudo foram registrados em analise
por componentes principais por Daher et al. (1997), Strapasson et al. (2000),
Crochemore et al. (2003,) Oliveira et al. (2006), Gomes (2007) e Karia (2008). Estes
resultados justificam a utilizagdo desta metodologia por proporcionar uma
simplificacdo na estrutura dos dados analisados (Karia, 2008; Negreiros et al. 2008).

As estimativas da correlacdo de Pearson entre o conjunto de descritores
redundantes e o dos selecionados demonstram que o descarte nao revelou perda



55
consideravel de informacao, pois os descritores eliminados apresentam no minimo

trés correlacbes significativas com os descritores selecionados (Tabela 7). Isso
indica que é possivel a eliminagdo de descritores sem perda de informacao, pois 0s

mesmos estao correlacionados a outros que permaneceram na analise.

Tabela 7: Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os
descritores morfolégicos selecionados e os descartados avaliados em 108 acessos
de guariroba no Estado de Goias.

Selecionados

Descartados — b~ GFC  DFC D0 A7A ENS70 ENS7180 ENI7O
NFV 0,165 0157 0177 -0.198° -0116 0157 0062  0,205"
NFLDF  -0,235" 0,089 -0,244" -0,085 0550 -0180* -0,253"* -0,168
NFLEF  -0067 0,91* -0,13 -0,158 0,173 -0,200° -0,091  -0,139
CF 0,186* -0,311* -0,238" 0097 -0,075 0172 -0,076 -0,158
DCF 0,165 -0217* -0051 0208 -0,172 -0,227* -0,103 -0,181%
D50 -0,235 -0,066 -0192* -0,173 -0,192* 0042 -0,253 -0,076
D100 041  0214* -0321* -0,207* -0190* 0,162 -0,136  -0,161
E70 0,073 -0,147 0105 0231* 0,805 -0,212* -0,055 0,133
E7180  -0095 -0,182" -0,252** -0,131 -0,183" 0830 -0,194* -0312*

ENI7180 -0,064 -0,101 0,595* 0,192* -0,263** -0,057 -0,187* -0,17

** *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t.

(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLD) Numero de foliolos do lado direito, (NFLE) Numero de foliolos
do lado esquerdo da folha, (CF) Comprimento da folha, (DCF) Diametro central da Folha, (DIBF)
Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central, (DFC) Diametro do foliolo
central, (D0) Diametro do estipe no nivel do solo, (D50) Diametro do estipe a 50cm, (D100) Diametro
do estipe a 100cm, (A7A) Altura da insergao do 79 anel, (E70) Espessura do 7° anel a 0°, (E7180)
Espessura do 7° anel a 180° (ENS70) Espessura do n6 superior ao 72 anel a 09, (ENS7180)
Espessura do nd superior ao 72 anel a 180°, (ENI70) Espessura do né inferior ao 72 anel a 0°, e
(ENI7180) Espessura do né inferior ao 7° anel a 180°.

Com o intuito de testar a colinearidade entre os descritores redundantes e
selecionados procedeu-se a analise de multicolinearidade, em que se detectou,
segundo a classificaggdo de Cruz & Carneiro (2006), no minimo quatro
colinearidades, com magnitude severa entre os descritores redundantes e os

selecionados (Tabela 8).
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Tabela 8: Teste de multicolinearidade entre os descritores morfolégicos
selecionados e os descartados.

Selecionados

Descartados —5 e ——cFc ™ DEC D0 A7A ENS70 ENS7180 ENI70
NFV 0 62391 0 191827 0 17701 0 198079
NFLDF 0 210306 0 95655 0 205098 0 309671
NFLEF 196478 0 319498 0 89288 0 84993 0
CF 129313 0 110863 0 252509 O 238416 0
DCF 0 203415 0 6682 0 157523 0 181133
D50 0 227206 0 103288 O 165153 0 234691
D100 i 0 838015 0 300427 0 109585 0
E70 838015 1 0 172335 0 213595 0 131589
E7180 0 178858 0 207987 0 24436 0 130229
ENI7180 0 202541 0 191609 0 181133 0 249719

(NFV) Numero de folhas vivas, (NFLD) Numero de foliolos do lado direito, (NFLE) Numero de foliolos
do lado esquerdo da folha, (CF) Comprimento da folha, (DCF) Diametro central da Folha, (DIBF)
Diametro inicial da bainha foliar, (CFC) Comprimento do foliolo central, (DFC) Diametro do foliolo
central, (D0) Diametro do estipe no nivel do solo, (D50) Diametro do estipe a 50cm, (D100) Diametro
do estipe a 100cm, (A7A) Altura da insercao do 79 anel, (E70) Espessura do 7° anel a 0°, (E7180)
Espessura do 7° anel a 180° (ENS70) Espessura do n6 superior ao 72 anel a 09, (ENS7180)
Espessura do nd superior ao 72 anel a 180°, (ENI70) Espessura do né inferior ao 72 anel a 0°, e
(ENI7180) Espessura do né inferior ao 7° anel a 180°.

Com base na contribuicdo relativa dos descritores morfolégicos
remanescentes, tabela 9, utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), pode-se
verificar que para as procedéncias avaliadas tem-se que os oito descritores
selecionados A7A, ENI7180, DIBF, DO, CFC e DFC contribuiram de forma
semelhante para a divergéncia entre as procedéncias e, os descritores ENI70 e
ENS70 apresentaram menores contribuicées. Desta forma, pode-se afirmar que os
descritores selecionados sao importantes na caracterizacdo das procedéncias de
guariroba por apresentar contribuicées importantes na discriminagédo da divergéncia.

Tais resultados indicaram que o método de descarte das variaveis foi
eficiente na identificagdo e eliminagcado de variaveis redundantes. Fornecem, ainda,
informagdes para considerar que todos os descritores selecionados s&o importantes
no estudo de caracterizagdo da divergéncia genética entre as procedéncias de
guariroba. Estes devem compor a lista de descritores minimos para a espécie que
deve ser complementada por descritores relacionados com a producdo e com as
caracteristicas organolépticas do palmito.
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Tabela 9: Contribuicdo relativa dos descritores morfoldgicos selecionados.

Descritor S.j Valor em %
A7A 1074,28 15,72
ENI7180 1062,33 15,54
DIBF 1012,74 14,82
DO 969,10 14,18
CFC 910,33 13,32
DFC 867,60 12,69
ENI70 472,36 6,91
ENS70 466,94 6,83

(DCF) Diametro central da Folha, (DIBF) Didmetro final da bainha foliar, (CFC) Comprimento do
foliolo central, (DO) Diametro do estipe no nivel do solo, (A7A) Altura do 7¢ anel partindo-se de Ocm,
(ENS70) Espessura do nd superior ao 7° anel a 02, (ENI70) Espessura do né inferior ao 7° anel a 0°, e
(ENI7180) Espessura do n6 inferior ao 7° anel a 180°.

4.2.2 - Divergéncia fenotipica

Pelos resultados obtidos pode-se constatar que as procedéncias alcancaram
dissimilaridades variando de 0,68 a 32,56 com média geral de 10,85. As
dissimilaridades minimas foram encontradas entre as procedéncias 9 e 26 naturais
do municipio de Aurilandia e Aparecida de Goiania, respectivamente, os quais sdo
distantes geograficamente um do outro. Ja as procedéncias 11 e 30 foram os mais
divergentes.

A variacao fenotipica entre as 36 procedéncias de guariroba pode ser
analisada por meio da distribuicdo de frequéncia das dissimilaridades obtidas entre
os 630 pares formados na matriz de distancia fenotipica (Figura 6).

Para verificar se ocorre distribuicdo normal da dissimilaridade entre as
procedéncias nas seis classes de distancias formadas (Figura 6) realizou-se o teste
estatistico de Lilliefors. As distancias entre as 36 procedéncias apresentam
distribuicdo normal a 1% de probabilidade. Tal resultado refor¢ca, mais uma vez, que
as procedéncias estudadas possuem consideravel diversidade morfolégica
(genética) e que a amostra analisada deve representar a variabilidade existente na
espécie. Este resultado é diferente do encontrado para o agai por Oliveira et al.

(2007), o qual ndo possui distribuicao normal das dissimilaridades entre os acessos.
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Figura 6: Distribuicdo de frequéncia das estimativas de dissimilaridades expressas

pela distancia de Mahalanobis com base nos oito descritores morfolégicos avaliados
nas 36 procedéncias de guariroba.

Esta informacdo pode ser util para dar direcionamento a programas de
melhoramento da guariroba quando o foco for a avaliagdo morfolégica, visando

selecao para melhor adequacao da espécie ao sistema produtivo.

4.2.3 Analise de agrupamento

4.2.3.1 Método de Otimizacao de Tocher

A andlise de agrupamento de Tocher (Tabela 10) aplicado a matriz das
distdncias de Mahalanobis discriminou 15 agrupamentos ou grupos de
dissimilaridade entre as procedéncias estudadas, ndo evidenciando a formacao de
subgrupos inter ou intraregides, resultado este similar ao de Leite (2001) que

trabalhou com anélise Tocher com a palmeira Jeriva.
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Tabela 10: Formacao de grupos das 36 procedéncias de Syagrus oleracea Becc.
estabelecidos pelo método de Tocher com base na distancia Mahalanobis.

Grupos Acessos N2 acessos DMIG*
1 4 31 7 15 19 23 27 7 9,57
2 11 33 3 3 20,07
3 14 20 09 18 4 7,62
4 17 22 36 26 34 30 6 11,16
5 10 28 2 8,03
6 12 13 2 8,19
7 8 29 2 11,42
8 16 35 2 11,89
9 1 32 2 16,34
10 2 1 0
11 6 1 0
12 21 1 0
13 24 1 0
14 5 1 0
15 25 1 0

Média Geral 11,59

* DMIG = Dissimilaridade Média intragrupo.

Os quatro primeiros grupos representam 44% das procedéncias estudadas e
as demais foram distribuidas nos 12 grupos restantes, sendo constituidos por
apenas uma procedéncia do 112 ao 162 grupo.

A distancia média intragrupos apresentou variacdo de 7,62 a 20,07, sendo
que o segundo grupo foi constituido pelas procedéncias mais contrastantes,
possuindo médias de dissimilaridade de 20,07. O grupo mais similar foi o terceiro
que obteve média de 7,62. Os maiores grupos (12 e 4°) apresentaram distancia
média intragrupo de 9,57 e 11,16 respectivamente. Do 10% ao 15° grupos esta
distancia foram nulas devido a presenca de apenas uma procedéncia por grupo
(Tabela 10).

A distancia média intergrupo é de 10,83, sendo que as distancias maximas
foram encontradas entre os grupos 9 x 15, 12 x 15, 7 x 15 e, 9 x 14 com valores de
19,55; 19,34; 18,91 e 18,43 respectivamente. Pode-se destacar o 15° grupo sendo o

mais divergente apresentando as maiores distancias.
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A menor distancia (3,52) intergrupo foi observa entre os grupos 10 x 12, os

quais foram constituidos pelas procedéncias 02 (municipio de Jatai) e 21 (municipio
de Aragoiania) demonstrando que mesmo as procedéncias estando posicionadas
geograficamente distantes, a magnitude da dissimilaridade entre elas nao foi tao
elevada.

4.2.3.2 - Método UPGMA

Com base nos dados da matriz de dissimilaridade obteve-se o dendrograma
(Figura 7), utilizando como critério de agrupamento o método UPGMA que permite o
estabelecimento de grupos de tal forma que exista homogeneidade dentro do grupo
e heterogeneidade entre os grupos.

Para decidir o numero de grupos formados no dendrograma, adotou-se o
método de Oliveira et al. (2007) que utiliza a média geral da distancia genética entre
0s acessos. Este corte resultou na formacédo de 19 grupos, sendo que destes, 12
grupos foram formados por apenas uma procedéncia.

Assim como o método Tocher, este método também n&o agrupou as
procedéncias por local de coleta, o que reforca a evidéncia de grande divergéncia
entre as procedéncias.

Comparando os agrupamentos obtidos pelo método de Tocher e UPGMA
constata-se semelhanca entre os grupos formados por ambos os métodos, mesmo
estes tendo apresentado numeros de grupos contrastantes. Este resultado é similar
ao obtido por Oliveira et al. (2007), que conseguiu alguma semelhanca no
agrupamento de acessos de acai pelos métodos em questao.

Em trabalhos com espécies arbéreas também ndo foram encontrados o
mesmo numero de grupos gerados pelos dois métodos em questdo, mas foi
observado a coincidéncia na constituicdo de alguns grupos (ALVES, 2002). O
mesmo fato é relatado por Carvalho et al. (2003) entre acessos de algodao.
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Figura 7: Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das dissimilaridades
expressas pela distdncia Mahalanobis entre as 36 procedéncias de guariroba
obtidas a partir dos oito descritores morfolégicos selecionados. A linha pontilhada
indica o ponto de corte.

4.2.3.3 - Variaveis canonicas

A dispersao gréafica dos escores das trés primeiras variaveis canénicas esta
apresentada na Figura 8. Os escores foram plotados em um espaco tridimensional
(3D) onde a distancia desses pontos equivale proporcionalmente ao grau de
similaridade entre as procedéncias. As trés primeiras variaveis candnicas (Tabela 6),
utilizadas para estruturar a dispersao grafica, juntas conseguem explicar 63,80% da
variabilidade genética contida no material em estudo.

Pode se notar na Figura 8 que ocorreu a formacao de seis grupos os quais
nao foram constituidos por procedéncias predominantemente de uma Unica regiao
ou municipio, corroborando com os resultados das demais formas de agrupamento.

Comparando os resultados da dispersao grafica com o do dendrograma e
com o agrupamento de Tocher, observa-se que obteve concordancia parcial entre as
trés metodologias, sendo o0 método de Tocher o mais discrepante em relagdo aos
demais. Este resultado é similar ao de Gomes (2007) que nao obteve concordancia
no agrupamento de plantas adultas de pupunha pelos métodos de Tocher e pela

dispersao grafica.
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De modo geral, espera-se que os resultados obtidos possam ser Uteis na

identificacdo de procedéncias divergentes para a estruturacdo de um banco de
germoplasma.

v e D

Figura 8: Dispersdo grafica em trés dimensdes (3D) relativo as trés primeiras

variaveis canbnicas que juntas explicam 63,80% da variagdo total das 36
procedéncias de guariroba.

4.3 - Analise molecular
4.3.1 — Ensaio de RAPD

Inicialmente utilizou-se amostras de DNA de trés acessos escolhidos ao
acaso. Dos 24 iniciadores (Primers) testados 16 forneceram produtos nitidos para
amplificagdo. Estes foram utilizados em todos os acessos gerando 92 bandas
polimérficas e 24 monomorficas (Tabela 11), sendo amplificada uma média de 5,75

bandas polimorficas por iniciador. Os fragmentos polimérficos utilizados no estudo
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podem ser considerados suficientes para avaliacdo da diversidade genética na

espécie.

A natureza do polimorfismo de RAPD é dependente do tipo de iniciador
utilizado e de seus produtos de amplificagdo. Quanto maior for o numero de produtos
da amplificagdo maiores serdo as chances de se detectar a ocorréncia de
polimorfismo e a obtencdo de resultados mais confiaveis. Em contra partida, o
aumento no numero de bandas traz beneficios rapidos até um determinado ponto e
a partir deste, o ganho se torna menor.

Em termos de porcentagem tem-se que as bandas polimoérficas
corresponderam a 79,32% e as monomorficas a 20,68%. De acordo com a
porcentagem de polimorfismo encontrado perceber-se que a guariroba apresenta
alta variabilidade genética o que segundo Leite (2001), € comum em espécies ou

populacdes que apresentam pouca manipulacao.

Tabela 11: Relacao dos 16 Primers utilizados nas analises moleculares de Syagrus
oleracea com os numeros de bandas amplificadas (NBA), nimero de bandas
polimérficas (NBP) e a porcentagem de polimorfismo (%P).

Primer NBA NBP %P
OPA - 01 13 10 77%
OPA -04 5 2 40%
OPA-05 6 4 67%
OPA -08 7 7 100%
OPA-09 9 9 100%
OPA - 11 13 13 100%
OPA-18 8 8 100%
OPA-19 6 6 100%
OPB - 05 5 5 100%
OPB - 07 7 7 100%
OPJ-05 5 2 40%
OPJ -19 9 8 89%
OPM - 02 8 6 75%
OPN -02 6 3 50%
OPN -05 4 1 25%
OPW -05 5 1 20%

Total 116 92 79%
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Este resultado de polimorfismo é um pouco inferior ao encontrado por

Barbosa (1997) 92,5%, Rodrigues (2001) 89%, Sousa et al. (2001) 88%, Leite (2001)
82,9% e Silva (2004) 81,5% os quais estudaram a diversidade genética de
arecaceas. Dentre estes trabalhos merece destaque o de Leite (2001) que avaliou a
diversidade genética da palmeira Syagrus romanzoffiana, obtendo 92 bandas
polimérficas oriundas de 28 primers que corresponderam a 82,9% de polimorfismo, o
qual é préximo do obtido para a guariroba. Neste trabalho o mesmo autor relata que
o alto polimorfismo encontrado no Jeriva pode estar sendo influenciado por alguns
fatores como: distribuicdo geografica da espécie e o seu sistema reprodutivo. Estes
fatores podem também ser utilizados para caracterizar a diversidade encontrada na

guariroba.

4.3.1.1 - BOOTSTRAP

O numero minimo de marcadores foi determinado ajustando-se uma curva
aos valores do CV% obtidos pela metodologia BOOTSTRAP com o auxilio do
programa Dboot (COELHO, 2000). Na Figura 9 é apresentado os valores de CV%

observados, bem como a curva ajustada de fungéo y = 89,226 x 4%,
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Figura 9: Valores observados e estimados do coeficiente de variacdo (CV%) (y) em
fungcdo do numero de marcadores (x) obtidos no ensaio RAPD com o DNA de
guariroba.
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O coeficiente de determinacdo da funcao estimada foi de 0,99, mostrando

assim que os valores da curva apresentam um bom ajuste. Pode-se verificar na
Figura 9 que a medida que o numero de locos aumenta tem-se uma reducéo no CV,
como resultado de uma melhor amostragem do genoma. Em contra partida, chega-
se a um ponto em que o aumento do niumero de marcas proporciona uma redugao
muito pequena no CV, contribuindo pouco para a melhoria dos resultados. Segundo
Pequeno et al. (2003), uma maneira de se determinar o nimero minimo de marcas
necessarias para se obter uma boa precisdo dos dados é por meio do ponto de
curvatura maxima da fungéo.

O ponto de curvatura maxima da funcdo a partir do qual o aumento do
namero de marcadores nao representa um aumento consideravel na precisdo
experimental foi x. = 40. Este resultado indica que o aumento do numero de
marcadores a partir desse ponto nao justifica os acréscimos no esforco laboratorial.
Segundo Pequeno et al. (2003), o parametro (b) da equacéao proposta por Trindade
(2001) representa uma medida da heterogeneidade entre as bandas, obtendo valor
maximo de 0,5. Neste estudo encontrou-se um b = 0,498 que demonstra a alta
heterogeneidade das bandas em estudo.

4.3.2 — Diversidade genética

Verificou-se a ocorréncia de diversidade entre os oito acessos estudados
através da técnica de marcadores do tipo RAPD indicando que este método ¢é eficaz
para identificar a diversidade nas populagdes naturais de guariroba. O produto de
amplificagdo foi utilizado para o calculo de similaridade genética entre os acessos.
Na Figura 10 é ilustrado o padrao eletroforético obtido com os primers OPA-01, OPJ-
19 e OPN-02.

O complemento do coeficiente de Nei e Li forneceu a estimativa da
dissimilaridade genética entre os acessos avaliados (Tabela 12). As dissimilaridades
entre eles variaram de 0,27 a 0,48 apresentando distancia genética média de 0,39.
Este resultado é préximo ao do Jerivd em que foram encontrados valores variando
de 0,17 a 0,65 (Leite, 2001).
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(A) (B) (©)

Figura 10: Produtos de amplificacdo de DNA gendmico de oito acessos de guariroba
gerados com a utilizagao dos primers (A) OPA-01, (B) OPJ-19 e (C) OPN-02.

As dissimilaridades minimas foram registradas entre os acessos 03 x 19 e
10 x 19 sendo ambas de 0,27. Por outro lado, entre os acessos 14 x 28 e 20 x 36
apresentou as maiores dissimilaridades: 0,48. E importante ressaltar que os acessos
03, 10 e 19, ou seja, os mais préximos geneticamente, sdo provenientes de regides
geograficamente distantes.

Tabela 12: Matriz de distancias entre os oito acessos de guariroba baseada em 116
marcadores RAPD.

01 03 10 14 19 20 28
03 0,44
10 0,44 0,28
14 0,45 0,31 0,28
19 0,40 0,27 0,27 0,40
20 0,45 0,41 0,40 0,43 0,42
28 0,46 0,40 0,37 0,48 0,36 0,38
36 0,36 0,39 0,41 0,41 0,43 0,48 0,39

Neste trabalho ndo se tem o conhecimento prévio da variabilidade genética
dos progenitores destes acessos, contudo, o nivel de diversidade obtido sugere que
0s mesmos possuem alta variabilidade genética. E provavel que o alto grau de
polimorfismo obtido entre os acessos esteja relacionado ao fato desta espécie
apresentar caracteristica predominante de planta de fecundacao cruzada.



67
Com base nos resultados obteve-se além da caracterizagdo molecular dos

acessos, a confirmacao que a variabilidade morfoldgica é em grande parte devido ao
efeito genético.

4.3.3 — Anadlise de agrupamento pelos métodos de Tocher e
UPGMA

O método de otimizacado de Tocher separou 0s oito acessos em quatro grupos
distintos com 37,5% dos acessos no primeiro grupo (Tabela 13). Pode se notar que
0S acessos, no geral, nao se agruparam por regido de coleta tendo a Unica excecao
os acessos 01 e 03, os quais foram agrupados no primeiro grupo.

O acesso mais divergente foi observado no quarto grupo. Segundo Vieira et
al. (2005), grupos formados por apenas um individuo informam que tais individuos

sdo mais divergentes em relacdo aos demais acessos.

Tabela 13: Agrupamento dos acesos de guariroba pelo método de Tocher utilizando
o complemento aritmético de Nei & Li em marcadores RAPD.

Grupo Acessos
1 01 03 14
2 10 19
3 20 36
4 28

Com base nos dados gerados pela matriz de similaridade obteve-se o
dendrograma com 0s agrupamentos constantes na Figura 11 por meio do método de
agrupamento UPGMA, onde no eixo Y estdo representadas as porcentagens das
distancias entre os acessos e, no eixo X, os oito acessos estudados.

Foram delimitados seis grupos considerando dissimilaridade relativa a 65%
como ponto de corte no dendrograma. O primeiro grupo é formado pelo acesso 28,
no segundo pelo 14, no terceiro grupo pelos acessos 03, 10, e, 19; o quarto, pelo 20,
0 quinto pelo 36 e o sexto pelo acesso um.
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Os resultados mostraram que para os dois métodos de agrupamento

utilizados foi possivel observar a diversidade entre os acessos e, que ocorreu a
concordancia parcial entre os resultados, uma vez que alguns acessos nhao

permaneceram no mesmo grupo.
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Figura 11: Dendrograma de divergéncia genética entre os oito acessos de guariroba
obtido pelo método UPGMA com base em marcadores RAPD. O ponto de corte foi
determinado a uma similaridade relativa a 65% (linha pontilhada).

Pode se notar que ndo ocorreu a formacdo de grupos por localizagao
geografica dos acessos. Outro ponto que merece ser ressaltado é que 0s grupos
formados com base nos dados moleculares foram compostos por acessos que estao
agrupados proximos da analise de agrupamento considerando os oito descritores
morfoldgicos selecionados.
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5 — CONCLUSOES

- Foi evidenciada variabilidade genética em 72% dos descritores morfolégicos
estudados.

- O descarte de descritores ndo provocou perda de informacao, uma vez que
os descritores descartados estdo altamente correlacionados com os descritores
remanescentes.

- Selecionou — se 45% dos descritores avaliados os quais sao importantes na
caracterizacao de acessos de guariroba.

- Os descritores selecionados sdo importantes na caracterizacao dos acessos
por apresentarem contribuicdes importantes na discriminacao da divergéncia.

- Em relacdo aos métodos de agrupamento, o Tocher mostrou-se mais
contrastante em relacdo aos métodos UPGMA e de dispersao.

- Nao ocorreu o agrupamento das procedéncias por regido de coleta,
indicando que mesmo sendo procedéncias geograficamente préximas, elas sao
geneticamente divergentes.

- A técnica de marcadores RAPD foi eficaz para o estudo de diversidade entre
0s acessos estudados, mostrando que eles possuem variabilidade genética.

- Foram selecionados 16 Primers Uuteis na caracterizagdo molecular de
acessos de guariroba.

- A analise estatistica Bootstrap, demonstrou que é necessario utilizar no
minimo 40 bandas polimoérficas para caracterizar a divergéncia genética entre os
acessos com relativa preciséo.

- Com base em todas as analises, conclui-se que nao € necessario coletar
acessos de guariroba em uma grande quantidade de regides. A coleta em regides
préximas é suficiente, pois existe variabilidade genética entre acessos coletados em

regides geograficamente préximas.
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