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APRESENTACAO

A Genética € a area da Biologia que estuda os genes, a hereditariedade e a variagéo
dos organismos, além de estudar a forma como estes transmitem as caracteristicas
biolégicas de geracédo para geracdo. Esse campo da ciéncia possui areas especificas,
dentre elas, a Genética Molecular, a Genética Forense, a Genética Animal, a Genética
Vegetal, a Genética de Microrganismos e a Genética Humana e Médica.

Nessa perspectiva, apresento a colecdo “A Genética e a Construgdo de Novos
Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2”, uma obra que apresenta 7 capitulos distribuidos em
teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos e pesquisas que
envolvem as diversas areas de aplicacao da Genética, como a Biotecnologia, as Ciéncias
Agrérias, as Ciéncias da Saude, e areas correlatas.

Esse livro é direcionado a todos os académicos, docentes e pesquisadores dessa
grande area que desenvolvem estudos, respondendo perguntas biologicas utilizando as
técnicas moleculares e a todos aqueles que, de alguma forma, se interessam por estudos
genéticos com aplicacdo as Ciéncias da Vida.

Neste contexto, este livro “A Genética e a Construgdo de Novos Paradigmas nas
Ciéncias da Vida 2” apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
por varios pesquisadores, professores e académicos que arduamente desenvolveram seus
estudos que aqui estdo apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quao
importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena
Editora, que é capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel, permitindo que
esses pesquisadores exponham e divulguem seus trabalhos cientificos.

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A Sindrome de Down (SD) € a
alteragcdo cromossémica mais comum no
mundo e a principal causa de deficiéncia no
desenvolvimento na populagdo. As criancas
com a SD apresentam maior prevaléncia de
deficiéncias de minerais e vitaminas, sendo
a anemia o problema nutricional de maior
magnitude no Brasil e que acarreta ainda mais
prejuizos no desenvolvimento e crescimento nas
criancas com a SD. Objetivamos avaliar o estado
nutricional do ferro em criancas com a SD.
Método: Realizado um estudo clinico transversal,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa,
com recordatério alimentar e dosagem sérica
de ferro e ferritina, e analise do hemograma, em
criangas com a SD em seguimento no servico de
Pediatria Genética de um Hospital Universitario,
com coleta de dados nos anos de 2017 e 2018.
Foram incluidas 37 criangas com SD, com idade
entre dois meses e 14 anos. Para o diagnoéstico
da anemia foi considerado a recomendacao da
OMS por faixa etéria; ferritina foi considerada
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alterada se valores abaixo de 30 ug/dL, e o ferro sérico se abaixo de 30 mg/dL. Resultados:
O consumo de ferro foi adequado em 72,9% dos incluidos. Nas criancas com nivel sérico
de ferro insuficiente, metade delas apresentaram ingesta insuficiente neste micronutriente.
A anemia foi diagnosticada em 24,3% dos incluidos, em 21,6% houve deficiéncia de ferro
e em 35,14% deficiéncia de Ferritina, nas andlises séricas. Entre as criangas com anemia,
a maioria apresentava deficiéncia de ferro (66,7%) e de ferritina (77,8 %) séricos. Conclui-
se que foi elevada a incidéncia de anemia ferropriva nas criancas com SD, sendo que se
prontamente reconhecida e tratada as repercussdes ao organismo podem ser minimizadas,
0 que é de suma importancia para um adequado crescimento e desenvolvimento nestas
criangas com a SD que podem apresentar outras altera¢des e agravos que comprometem o
seu crescimento e desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: Anemia; Deficiéncia de ferro; Deficiéncia de micronutrientes; Sindrome
de Down.

MICRONUTRIENT DEFICIENCY IN CHILDREN AND ADOLESCENTS WITH
DOWN SYNDROME

ABSTRACT: Down syndrome (DS) is the most common chromosomal disorder in the world
and the main cause of developmental disabilities in the population. DS children have a higher
prevalence of mineral and vitamin deficiencies, and anemia is the most important nutritional
problem in Brazil and causing even more damage to the development and growth of DS
children. The objective is to assess the nutritional status of iron in DS children. Method: Cross-
sectional clinical study, approved by the Research Ethics Committee, with food record, serum
iron and ferritin dosage, and hemogram, in DS children followed up at the Genetic’s pediatric
service of a University Hospital, collected data in years 2017 and 2018. A total of 37 DS
children were included, aged between two months and 14 years old. For anemia diagnosis
the WHO recommendation for the age was considered: altered ferritin if values below 30 ug /
dL, and serum iron if below 30 mg / dL. Results: Iron intake was adequate in 72.9% of those
included. In children with insufficient serum iron levels, half of them had insufficient intake of
this micronutrient. Anemia was diagnosed in 24.3% of those included, in 21.6% there was
iron deficiency and in 35.14% ferritin deficiency, in the serum analyzes. Among children with
anemia, the majority had serum iron (66.7%) and ferritin (77.8%) deficiency. We concluded
that the incidence of anemia was high in DS children, and if it is promptly recognized and
treated, the repercussions can be minimized, which is extremely important for an adequate
growth and development in these children, who can present other injuries that implicate in
their growth and development.

KEYWORDS: Anemia; Iron deficiency; Micronutrient deficiency; Down syndrome.

11 INTRODUGAO

A Sindrome de Down (SD) é a alteragdo cromossOmica mais comum no mundo e
a causa mais comum de deficiéncia no desenvolvimento intelectual na populagéo. Possui
incidéncia estimada no Brasil de 1 a cada 600 nascidos vivos, aumentando conforme a
idade materna, e ocorre independente de classe social, etnia ou género (SBP, 2020; NSDD,
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2020; MALT, 2013). Foi descrita pela primeira vez pelo médico John Langdon Down em
1866, porém, apenas no século XX com o avango das pesquisas genéticas, o médico
Jerome Lejeune identificou a presenca de um cromossomo adicional no par 21, em 95%
dos casos, justificando os termos Sindrome de Down ou Trissomia 21 (LEJEUNE, 1979;
NDSS, 2020).

As criancas com a SD tém peculiaridades inerentes a condi¢cdo genética, o que leva
a maior predisposicéo a situagdes clinicas, como maior incidéncia de complicacdes, desde
prematuridade, malformagdes cardiacas e gastrointestinais, complicagbes respiratorias,
predisposicao a leucemia e ao inicio precoce de Alzheimer, além de maior prevaléncia da
deficiéncia de minerais e vitaminas (SBP,2020; MUSTACCHI, 2017; NISIHARA,2015).

A anemia € o problema nutricional de maior magnitude no Brasil e no mundo,
possui etiologia multifatorial e acarreta prejuizos a curto, médio e longo prazo na vida das
criancas. E definida como a condigdo na qual a concentracdo de hemoglobina esta abaixo
dos valores esperados (inferior a —2 desvios padrao) como resultado da caréncia de um
ou mais nutrientes essenciais, principalmente do ferro, sendo a anemia ferropriva a mais
comum (FISBERG, 2018; ANDRE, 2018). A hemoglobina é responsavel pelo transporte de
oxigénio no sangue, e sua escassez traz repercussdes no crescimento e desenvolvimento
da crianca o que representa grande problema de salde publica infantii (QUEIROZ,
2000). O ferro é fundamental para a fisiologia celular, atuando na produgcéo de DNA, em
varios processos enzimaticos, atua no sistema imune, endocrinoldégico e no metabolismo
energético (HASSAN, 2016). Estima-se que a prevaléncia de anemia por deficiéncia de
ferro (DF) seja 2,5 vezes maior que a prevaléncia de anemia (WHO, 2001), chegando a
60% da populacdo. O Hemograma é um exame solicitado rotineiramente para a crianca
portadora da SD, a partir dos 6 meses de vida, e a partir de 1 ano é preconizado que
seja realizado anualmente devido ao maior risco de alteracdes hematologicas (SBP, 2020;
MUSTACCHI, 2020; MUSTACCHI, 2017).

A anemia nestas criangas é de grande relevancia, sendo considerada um problema
de saude publica, pelos efeitos deletérios no desenvolvimento cognitivo e psicomotor,
além de favorecer o aparecimento de infecgbes e contribuir como fator de risco para
mortalidade infantil (ANDRE, 2018). Acarreta prejuizos na saude, aumenta a morbidade,
favorece o aparecimento de infecgOes, internagbes hospitalares, contribuindo para o
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, e, como atua na fisiologia celular, leva a um
desequilibrio na homeostase de todo o organismo (MUSTACCHI, 2020; ARAUJO, 2019).

A fome oculta é definida como a caréncia (ndo aparente) de um ou mais nutrientes
no organismo, sendo o problema nutricional mais prevalente no mundo. Uma ma nutricao
€ um dos principais determinantes de salde, favorecendo a epigenética. A deficiéncia dos
micronutrientes, quando néo identificada na infancia, traz repercussdes irreversiveis na
vida adulta (MUSTACCHI, 2020; ANDRE,2018; MUSTACCHI, 2017).

As criangas com a SD tém maior prevaléncia da deficiéncia de ferro, com prejuizos
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e repercussdes negativas em suas fungdes bioquimicas, imunologicas e clinicas
(MUSTACCHI, 2020; MUSTACCHI, 2017; SBP, 2020).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o estado nutricional do ferro, considerando
para isto a analise do hemograma, ferro e ferritina séricos em criangas com a SD em
seguimento ambulatorial no Servico de Pediatria Genética de um Hospital Universitario.

21 METODO

Foi realizado um estudo clinico transversal, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (CAAE:
62014216.0.0000.5411). Foi considerada uma amostra de conveniéncia de criangas e
adolescentes com SD em seguimento no Servigo de Pediatria Genética do Hospital das
Clinicas de Botucatu (HCFMB), com coleta de dados através de recordatério alimentar e
avaliagao laboratorial com hemograma, ferro e ferritina séricos, nos anos de 2017 e 2018.

Todos os responsaveis foram convidados para o estudo e os incluidos deram anuéncia
com o termo de consentimento, e os adolescentes também deram o seu assentimento. Das
40 criangas convidadas para o estudo, apenas 1 responsavel ndo concordou em participar,
39 criancas foram incluidas na avaliagdo do recordatério alimentar e, posteriormente,
realizada a dosagem sérica do ferro, ferritina e hemograma, havendo neste momento a
perda de mais 2 criangas por falha no seguimento ambulatorial. A analise final, portanto,
constou de 37 amostras, sendo destes somente 2 adolescentes, por este motivo, ao longo
do texto, todos os incluidos seréo referidos como criancas.

O recordatério alimentar foi realizado com coleta de dados de 24 horas de trés
dias consecutivos anteriores a consulta - sendo um dia de final de semana. A avaliagéo
do consumo alimentar de ferro foi calculada através do Programa de Apoio a Nutricao —
NutWin [software] (ANCAO et al., 2016) e as referéncias nutricionais, segundo nutriente
e faixa etéaria, foram consideradas para avaliacdo de adequacéo, déficit ou excesso no
consumo alimentar segundo Dietary Reference Intakes (DRIs), preconizadas pelo National
Research Council (Institute of Medicine, 2002, Padovani et al., 2006).
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Faixa de idade Fe (mg/d)
0-5,9 meses 0,27
6 - 11,9 meses 11
1- 3,9 anos 7
4 - 8,9 anos 10
9 -13,9 anos (meninos/meninas) 8
14 -18 anos (meninos) 11
14 - 18 anos (meninas) 15

Quadro 1. Recomendacéo dietética de ferro para criancas e adolescentes, em miligramas por
dia, segundo RDA*.

Fonte: Recommended Dietary Allowances and Adequate Intakes (DRIs) (Institute of Medicine,
2002, Padovani et al., 2006).

A analise do hemograma, ferro e ferritina séricos foi obtida do plasma, apdés um
periodo de pelo menos 4h em jejum. O diagnoéstico de anemia foi realizado através da
avaliagdo do hemograma, do ferro sérico e da ferritina sérica. O ponto de corte para o
diagnostico da anemia foi de 11,0 g/dL e 11,5 g/dL, seguindo recomendacdes para a faixa
etaria (de 6 a 60 meses e de 5 a 11 anos de idade, respectivamente). O nivel sérico de
ferritina foi considerado normal para valores acima de 30 ug/dL e, o valor do ferro sérico,
normal se acima de 30 mg/dL.

Para melhor analise estatistica foi realizada a divisdo por faixas etarias: menores de
12 meses, entre 12 e 36 meses, entre 36 meses e 120 meses e acima de 120 meses (0s

adolescentes).

Analise estatistica

Para o estudo da associagao entre as variaveis, foi utilizado o teste do Qui-quadrado
ou o teste Exato de Fisher. Para comparacao de médias foi utilizado o teste t de Student.
A analise uni e multivariada foram realizadas com calculo de Odds Ratio e IC de 95%.
As diferencas e as associagbes foram consideradas significativas quando p < 0,05. O
programa estatistico foi o SPSS (v10).

31 RESULTADOS

O consumo de ferro alimentar foi predominantemente adequado em todas as faixas
etarias (tabela 1), sendo adequado para 72,9% (n=27) dos incluidos e, com média de
ingesta de 9,43 mg/d, ndo houve consumo em excesso.
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Faixa Etaria

(meses) Adequado Deficiente P
N (%) N (%)
<12 4(57,14) 3(42,86)
12-36 8(66.7) 4(33.3) 0,2028
37-120 14(87,5) 2(12,5)
>120 1(50,0) 1(50,0)

Tabela 1. Adequagéo do consumo de ferro segundo faixa etaria das criangas com sindrome de
Down, servigo de Pediatria Genética, Botucatu, Sao Paulo, 2017-18.

A analise conjunta do nivel sérico do ferro e a ingesta alimentar evidenciou que, entre
as criancas com nivel sérico de ferro insuficiente, metade delas apresentaram consumo
alimentar insuficiente deste micronutriente (tabela 2).

Consumo de alimento fonte de ferro

Ferro sérico Adequado Insuficiente Total P
N(%) N(%) N(%)

Adequado 23 (79,3) 6 (20,7) 29(100,0) 040

Insuficiente 4(50,0) 4 (50,0) 8 (100,0)

Total 27 (97) 7(2,9) 37(100,0)

Tabela 2. Adequacéao do nivel sérico do ferro e do consumo de alimentos fonte de ferro em
criancas com a Sindrome de Down, servigo de Pediatria Genética, Botucatu, Sao Paulo, 2017-
18.

A anemia foi diagnosticada em 24,3% dos incluidos, em 21,6% houve deficiéncia de
ferro sérico e em 35,14% deficiéncia de ferritina sérica (grafico 1).

24.32% 21.62%

18.92%
35.14%

= Anemia = Deficiéncia de Ferro Deficiéncia de Ferritina Normal

Grafico 1 — Diagnosticos de anemia e deficiéncias séricas de ferro e ferritina em criancas e
adolescentes com a SD, servico de Pediatria Genética, Botucatu, Sdo Paulo, 2017-18.
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Analisando as criangas diagnosticadas com anemia (n=9, 24,3% dos incluidos), a

maioria apresentou também deficiéncia de ferro (66,7%, n=6), e de ferritina (77,8 %, n=7).

Nas criangas com deficiéncia de ferritina sérica, constatamos que a maioria delas, 83,33

(n=5), apresentava concomitantemente a deficiéncia de ferro sérico.

Analisando os fatores associados a anemia, somente o uso de sulfato ferroso na

dose profilatica foi significante, na analise univariada, porém, sem redug¢éo do risco para

anemia quando realizada a analise multivariada (tabela 3).

Anemia Sem anemia

Variavel n=9 n=28 P OR IC[95%]OR P
N % N %
Prematuridade 3 33,33 9 32,14 0,95 0,98 [0,04-22,44] 0,99
Baixo peso 2 22,22 6 21,43 0,96 9,17 [0,11-96,42 0,33
Aleitamento materno
exclusivo 4 44,44 17 60,71 0,39 0,31 [0,01-9,78] 0,51
Tempo de aleitamento(m) Média DP Média DP
4,08 2,33 7,42 9,28 0,39

Tempo de Aleitamento
<1 més 1 11,11 3 10,71
1-4 meses 1 11,11 8 28,57 0,10 [0,02-5,03]
4-6 meses 2 22,22 4 14,29 0,02 [0,00-3,40]
>6 meses 2 22,22 9 32,14 0,08 [0,00-6,21] 0,59
Uso de sulfato ferroso* 6 66,67 3 10,71 0,002 0,05 [0,00-2,89] 015

* Sulfato ferroso em uso profilatico.

Tabela 3. Andlise uni e multivariada de fatores associados a anemia em criangas e

adolescentes com a SD, servigo de Pediatria Genética, Botucatu, Sdo Paulo, 2017-18.

41 DISCUSSAO

As criangas com SD apresentaram a deficiéncia sérica do ferro, um micronutriente

de extrema importancia em varios metabolismos celulares, a despeito de um consumo

alimentar em sua maioria adequado. Entretanto, o consumo alimentar adequado néo é

garantia de utilizagao celular dos micronutrientes, visto que pode ocorrer interagédo quimica

com outras substancias, como oxalatos, fitatos, fibras e alguns minerais, prejudicando a
sua absorcdo (MUSTACCHI, 2020; NEGRI,2020; FISBERG, 2018; ANDRE, 2018).
A biodisponibilidade do ferro depende da dieta, além de outros fatores, como a

absorgao, a captacédo do ferro, fatores sistémicos, como infecgdes, alteracdes hepaticas,

sangramentos e doencas infectoparasitarias, que predispéem inicialmente a uma diminuicéo
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de ferritina sérica (demonstrando o esgotamento das reservas) e posteriormente, com
0 avanco da doenca, notamos diminuicdo do ferro sérico, e, num estagio mais grave, a
anemia ferropriva propriamente dita (NEGRI, 2020; ANDRE, 2018).

Nosso estudo demonstrou a alta prevaléncia de anemia ferropriva nas criangas com
SD. Sabe-se que oferro exerce funcdes no metabolismo celular,com repercussoes sistémicas
no desenvolvimento mental e psicomotor na infancia, atuando em func¢des imunolégicas,
endocrinolégicas, bioquimicas e clinicas, diminuindo internacdes e mortalidade a longo
prazo (HASSAN, 2016). Sua deficiéncia deve ser prontamente reconhecida e tratada, uma
vez que seus efeitos deletérios podem impactar por toda a vida do individuo (MUSTACCHI,
2017; FISBERG, 2018). Realizamos a avaliag@o e prescricdo do tratamento em todos os
incluidos deste estudo com o diagnostico de anemia, conforme consta no nosso protocolo
de assisténcia a esta populagéo, neste servico de Pediatria Genética.

Além dos fatores descritos anteriormente, que influenciam na absorcéo e captagéo
do ferro, na SD ha alteracdes metabdlicas e bioquimicas que a predispdem a deficiéncia de
micronutrientes (MUSTACCHI, 2020; ARAUJO, 2019). Devido a trissomia do cromossomo
21, ha alteragdes enzimaticas e genéticas que aumentam a formacéo de radicais livres, por
superexpressao da enzima superoxido dismutase de cobre-zinco (CuZn-SOD), aumentando
sua atividade intracelular, favorecendo o envelhecimento precoce celular (SAGHAZADEH,
2017; PERONDI, 2018), e que podem justificar os achados deste estudo, no qual os
achados laboratoriais da situa¢do do ferro, ndo se justificam pela ingesta alimentar deste
micronutriente.

A melhor absorcéo de ferro se da através do ferro heme, obtido através da ingesta
principalmente de carnes vermelhas, aves e peixes, pois possuem boa disponibilidade.
Mas, nas criangcas com SD, sua ingesta excessiva pode liberar mais radicais livres,
intensificando o envelhecimento celular precoce, o que pode prejudicar seu desenvolvimento
e a homeostase celular (MUSTACCHI, 2017; MUSTACCHI, 2020; AQUINO, 2013). As
orientagbes nutricionais para estas criangas séo especificas, o que justifica o seguimento
ambulatorial multidisciplinar em ambulatério especifico na assisténcia médica a estas
criangas, com a insergéo de nutricionista na equipe de assisténcia, como neste estudo.

O quadro clinico da deficiéncia de ferro pode ser gradual, insidioso e evolutivo. As
criancas podem ter desde manifestagcOes leves até graves, que podem ser atribuidas a
prépria condicéo genética, como atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, alteracoes
comportamentais e de linguagem. Algumas criangcas podem ser assintomaticas, portanto,
a realizacao de exames periddicos nos pacientes com SD se faz necessaria, pois quando
ha manifestacdes clinicas da deficiéncia de ferro, ja podem ser instaladas consequéncias
graves e duradouras (NEGRI, 2020; ANDRE, 2018; FISBERG, 2018).

Dada a importancia do ferro para o adequado crescimento e desenvolvimento, estas
criancas devem ser seguidas regularmente e adequadamente em consultas de rotina da

saude da crianca e com os exames seriados realizados de forma adequada, conforme

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2 Capitulo 1 _



preconizam as diretrizes de atencao a satde de pessoas com a SD (SBD, 2020). O aumento
na sobrevida nos pacientes com SD traz a necessidade de elaborarmos pesquisas para
aprimorar a assisténcia médica nesta populacéo. Diante deste fato, concluimos que apesar
da ingesta adequada de ferro, as criancas apresentaram deficiéncia sérica, demonstrando
que mesmo numa dieta adequada pode ndo haver biodisponibilidade do micronutriente e
que as alteracdes metabdlicas, genéticas e bioquimicas presentes na SD podem explicar
tal fato. O diagnostico precoce da deficiéncia de ferro é de suma importancia para um
adequado crescimento e desenvolvimento na infancia, trazendo repercussbes positivas,
com melhora da qualidade de vida para a crianga e toda familia (SBP,2020; MUSTACCHI,
2020 MUSTACCHI, 2017).

Como limitagdes do estudo destacamos o “n” (numero dos incluidos), porém como
se trata de uma populagéo especifica, somente com estudos multicéntricos, sera viabilizado
um ndmero maior de criancas com SD.

Novas pesquisas sdo necessarias para ajudar a elucidar as alteragdes no
metabolismo dos micronutrientes e das necessidades especificas sobre o consumo
alimentar nos que tem a SD, afim de se avancar nas intervencdes nutricionais e de
suplementagdo nestas criangas.

Concluimos que foi elevada a incidéncia de anemia ferropriva nas criangas com
SD, sendo que se prontamente reconhecida e tratada, as repercussbes ao organismo
podem ser minimizadas, 0 que, € de suma importancia para um adequado crescimento e
desenvolvimento, principalmente nestas criancas coma SD, que frequentemente apresentam
outras alteragdes e agravos que comprometem o seu crescimento e desenvolvimento.
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RESUMO: Caracterizaram-se morfologicamente
inflorescéncias de acessos de O. bataua
conservados no Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Amazoénia Oriental. Para tanto, foram
retiradas dez raquilas ao acaso por inflorescéncia
de plantas representantes de 19 acessos.
As amostras retiradas foram caracterizadas
para treze caracteres. Os dados obtidos foram
digitados em planilha Excel e submetidos as
andlises de estatistica descritiva. Os 19 acessos
apresentaram variacéo para todos os caracteres,
com comprimento médio da raquila de 85,64 cm,
onde 33,31cm tendo apenas flores masculinas,
18,17cm nao tiveram nenhum tipo de flor e em
39,16 cm ocorreram flores na disposicao de duas
masculinas para uma feminina. Cada raquila teve,
em média, 38 flores femininas e 250 masculinas,
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podendo atingir até 71 flores femininas, com
variagdes para o tamanho das flores femininas
e masculinas. A coloracdo predominante das
flores foi o amarelo claro (7.5 YR; 2,5Y; 2.5YR;
5Y) havendo concordancia para as cores da
raquila e da flor feminina com seis gradacoes
para ambas, e sete gradacdes de amarelo para
flores masculinas. Portanto, os acessos de O.
bataua caracterizados possuem diferengas para
caracteres de inflorescéncias, onde se pode
evidenciar individuos com sugestao de um maior
potencial produtivo.

PALAVRAS-CHAVE: Pataua, palmeira, flores,
variagdes, potencial produtivo.

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF INFLORESCENCES IN ACCESSIONS
Oenocarpus bataua MART

ABSTRATCT: Inflorescences of O. bataua
accessions conserved in the Active Germplasm
Bank of Embrapa Eastern Amazon were
morphologically characterized. For this purpose,
ten spindles were removed at random due
to the inflorescence of plants representing
19 accessions. The samples taken were
characterized for thirteen characters. The data
obtained were entered into an Excel spreadsheet
and analyzed using descriptive statistics. The 19
accessions showed variation for all characters,
with an average length of the spindle of 85.64 cm,
where 33.31cm having only male flowers, 13.17
cm had no type of flower and in 39.16 cm there
were flowers in the disposition of two male to one
female. Each rachilla had, on average, 38 female
and 250 male flowers, reaching up to 71 female
flowers, with variations for the size of the female
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and male flowers. The predominant color of the flowers was light yellow (7.5 YR; 2.5Y; 2.5YR,;
5Y) with agreement for the colors of the rachis and the female flower with six gradations for
both, and seven gradations of yellow for male flowers. Therefore, the O. bataua accessions
characterized have differences for inflorescence characters, where it is possible to shown
individuals with a suggestion of a greater productive potential.

KEYWORDS: Pataua palm, flowers, variations, productive potential.

INTRODUCAO

O Pataua como € vulgarmente conhecido Oenocarpus bataua, € uma palmeira
nativa da regido Amazobnia, de ocorréncia em paises da América Central (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2015), sendo considerada semi domesticada ou ndo domesticada (CLEMENT,
2001). E uma espécie monocaule, com folhas dispostas em espiral, facil de ser notada
por seu grande porte. Da polpa de seus frutos se obtém a bebida denominada pataua,
alimento muito apreciado pelas familias tradicionais da regido Amazonica, de onde também
se obtém 6leo similar ao de azeite de oliva, o qual ja foi amplamente difundido (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2015).

Seus produtos possuem excelentes qualidades nutricionais, com acidos graxos de
alta insaturagéo, rico em aminoacidos essenciais, além de serem fontes de compostos
antioxidantes (SERRA, et al., 2019: MUSHTAQ et al., 2019) sendo usado como fitoterapicos,
cosmeticos e na culinaria para cremes e sorvetes ou mesmo in natura. Logo, essa
palmeira possui grande potencial para ser explorada como produto ndo madeireiro, em
suas populagbes naturais e podendo até ser cultivada em escala comercial. Mas, apesar
dessa prospecc¢ao promissora o pataua néo tem sido muito estudado, principalmente em
conhecimentos basicos envolvendo as atividades de recursos genéticos, como a avaliagdo
de inflorescencias. Informacgbes dessa natureza podem gerar subsidios para 0 manejo
e melhoramento da especie, que atualamente enfrenta uma serie de barreiras para sua
domesticacado (GOMES-SILVA; WADT; EHRINGHAUS, 2004).

Na Embrapa Amazdnia Oriental ha um Banco de Germoplasma de pataua contendo
acessos de O. bataua coletados em varios locais da Amazénia (Alelo, 2021) e que precisam
ser caracterizados e avaliados para diferentes usos. A caracterizagdo morfologica é a
mais usada por gerar informacdes sobre a descricdo e a classificacdo do matérial pois
é considerado de rapida obtencéo e de baixo custo (OLIVEIRA, 2001). Pode ser obtida
por mensuracdo (caracteres quantitativos) e por observagédo (caracteres qualitativos).
Com base nesses dados coletados, pode se obter a prospecgdo de recursos genéticos
conservados no banco de germoplasma.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar morfologicamente inflorescéncias em
acessos de O. bataua conservados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazdnia
Oriental.
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MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto/2015 a julho/2016 foram caracterizadas inflorescéncias (n=
1 a 3) recém abertas de plantas representantes de 19 acessos de pataua conservados no
Banco Ativo de germoplasma da Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA.

De cada inflorescéncia foram retiradas ao acaso dez raquilas, as quais foram
identificadas, colocadas em saco de papel e transportadas até o Laboratério de
Fitomelhoramento dessa instituicdo para serem mensurados dezesseis caracteres, sendo
treze quantitativos: comprimento da raquila (CR), distancia da primeira flor feminina a
insercao da raquila na raquis (DPFF) e extensdo das flores masculinas ao longo da raquila
(DFM); comprimento (CFF) e diametro da flor feminina (DFF) e comprimento do estigma
(CE); diametro da flor masculina (DFM); comprimento da flor (CFM), da antera (CA) e do
filete da flor masculina (CF), obtidos em mm; e nimero de flores femininas (NFF) e de
masculinas (NFM) e de estames (NE); e trés qualitativios: a cor da raquila (CorR), da flor
feminina (CorFF) e da masculina (CorFM) com base na carta de cores (MUNSELL COLOR
CHARTS, 1977).

Os dados obtidos foram organizados em planilhas do Excel e submetidos as analises
de estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de estudo foram coletadas amostras de raquilas em 27 inflorescéncias
nos 19 acessos. O acesso 12003 emitiu trés inflorescéncias; cinco acessos (12038,
12033, 12034, 12024, 12001, 12028) produziram duas inflorescéncias, os demais uma.
Os acessos apresentaram grande variagédo para todos os caracteres, com média 85,64 cm
para o comprimento da raquila (CR), podendo alcangar até 115,50 cm (Tabela 1). Desse
comprimento médio 33,31 cm apresentou apenas flores masculinas formando diades, em
13,17 cm nao ocorreu nenhum tipo de flor (DPFF) e em 39,16 cm ocorreram duas flores
masculinas ladeando uma feminina formando triades. Cada raquila teve, em média, 38
flores femininas e 250 masculinas, variando de 1 a 71 flores femininas e de 195 a 369

masculinas.
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Acesso CR DPFF DFM FFR FMR CFF DFF CE CFM DFM NE CF CA
(em) (cm) (cm) (n°) (n°) (mm (mm (mm) (mm) (mm) (n°) (mm) (mm)

12003 81,38 9,07 28,93 66,32 302,10 4,81 572 346 633 378 15 3,01 338
12010 115,50 16,20 3580 6840 28580 439 582 294 782 361 12 306 235
12038 87,18 13,10 36,85 4520 226,30 455 517 335 643 389 12 281 3,51
12016 107,00 23,12 32,598 36,50 22340 549 569 342 737 373 12 285 397
12033 8291 1211 3641 5720 211,40 536 569 385 648 377 12 282 369
12034 7545 1227 37,82 4645 23140 485 4567 380 627 359 12 285 337
12017 93,47 19,23 30,96 4590 19480 465 559 345 618 262 12 232 295
12024 79,04 1066 40,13 3340 21740 513 422 295 489 342 12 283 314
12001 72,70 11,18 31,19 21,55 21260 423 421 328 586 377 12 272 351
12013 108,55 22,85 4820 32,70 22240 451 646 369 736 393 12 280 3,61
22023 95,07 15,19 5060 31,80 21760 519 4,95 366 549 475 12 349 4,01
12002 73,64 1064 29,83 3645 21310 512 583 435 678 354 12 293 328
12026 58,02 5,95 2348 2280 19500 491 508 392 649 366 12 280 3,80
12028 106,80 16,61 5720 7045 24290 482 524 367 684 393 12 269 384
12032 84,22 13,13 32,12 4150 22160 498 504 397 656 399 12 284 419
62004 75,98 8,56 965 15,70 33440 552 6,61 466 478 224 9 2,30 2,03
62011 83,25 11,34 753 680 32040 544 757 458 477 284 9 253 248
62013 69,89 8,84 408 430 32420 507 7,10 413 419 259 9 244 206
62016 77,22 10,25 5960 1,00 36940 525 590 431 437 271 9 265 204
Média 8564 13,17 33,31 37,07 25085 49 561 376 6,07 349 11 278 322
Max 115,50 23,12 39,60 70,45 36940 552 7,57 466 782 475 14 349 419
Min 38,02 5,95 4,08 1,00 19480 423 421 294 419 224 9 230 203

CR: comprimento da raquila; DPFF: distancia da1 flor feminina a insercdo da raquila; DFM:
disposigao das flores masculinas na raquila; FF: n° de flores femininas; FM: n° de flores
masculinas; LFF: largura da flor feminina; DFF: didametro da flor feminina; CE: comprimento do
estigma; CFM: comprimento da flor masculina; LFM: largura da flor masculina; NE: nimero de
estames por flor masculina; CF: comprimento do filete; CA: comprimento da antera.

Tabela 1. Médias, valores maximos e minimos parai3 caracteres de inflorescéncia
caracterizados em 19 acessos de Oenocarpus bataua conservados na embrapa amazonia
oriental, Belém, Pa.

Resultados semelhantes foram encontrados por Nufiez et al. (2015) ao avaliarem
inflorescéncias de patauazeiro na Amazénia colombiana. As flores femininas e masculinas
apresentaram tamanhos distintos. Mas, o destaque deu-se para o niumero de estames (NE)
que, na maioria dos acessos, foi de 12 estames. No acesso 12003 o NE variou de 9 a 15
estames, enquanto nos acessos 62004, 62011, 62013, 62016 foi de 9 estames, mostrando-
se um carater discriminatério entre os acessos de O. bataua.

A cor predominante das flores foi o amarelo claro (2.5YR, 7.5YR, 5Y, 2.5Y) havendo
concordancia para as cores da raquila e da flor feminina em seis gradacdes 2.5YR 8/2,
7.5YR8/4, 5Y 8/4, 2.5Y 8/4, 7.5 YR 8/6, 7.5 YR 8/2, e sete grada¢cbes de amarelo para
flores masculinas 7.5YR 8/6, 7.5YR 7/4, 2.5 Y8/8, 5Y 8/6, 5Y 3/6, 7.5YR 8/2, 7.5 YR 8/4.
Pimentel e Jardim ( 2009) relatam que variagdes ambientais podem influenciar na coloracao
dos frutos de individuos de acaizeiro, podendo-se inferir que 0 mesmo pode ocorrer para
especie em estudo.
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Figura 1. Variagédo de cores da raquila (CR), da flor feminina (CFF) e flor masculina (CFM)
em inflorescéncias recém abertas de acessos de Oenocarpus bataua Mart. conservados na
Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA.

CONCLUSAO

Os acessos de O. bataua caracterizados possuem diferencas para caracteres de
inflorescéncias, onde se pode evidenciar individuos com sugestdo de um maior potencial
produtivo.
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BARCODING DE Anomalocardia brasiliana (Gmelin,
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NA ILHA DE UPAON-ACU, MARANHAO, BRASIL

Data de aceite: 24/05/2021
Data de submissao: 12/05/2021

Ana Karolina Ribeiro Sousa

Universidade Estadual do Maranhédo — UEMA,
Programa de Pé6s-graduacao em Recursos
Aquaticos e Pesca — PPGRAP

Sao Luis-MA.
http://lattes.cnpq.br/4851964305612105

icaro Gomes Antonio

Universidade Estadual do Maranhédo — UEMA,
Centro de Ciéncias Agrarias

Sao Luis-MA
http://lattes.cnpq.br/0189911180033855

Veronica Maria de Oliveira

Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA,
Centro de Educacéo, Ciéncias Exatas e
Naturais

Séao Luis-MA
http://lattes.cnpq.br/0882206169409388

Marcelo Silva de Almeida

Universidade Estadual do Maranhédo — UEMA,
Programa de Pds-graduacao em Recursos
Aquaticos e Pesca — PPGRAP

Séo Luis-MA
http://lattes.cnpq.br/4599168767483133

Maria Claudene Barros

Universidade Estadual do Maranhao (CESC/
UEMA), Departamento de Quimica e Biologia
Caxias-MA
http://lattes.cnpq.br/5604314745118032

Elmary da Costa Fraga
Universidade Estadual do Maranhao — UEMA,

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2

Programa de Pds-graduacéo em Recursos
Aquaticos e Pesca — PPGRAP

Sao Luis-MA
http://lattes.cnpq.br/9400992635027394

RESUMO: A identificagdo de espécies da
familia  Veneridae baseado apenas em
caracteres morfolégicos tem gerado incertezas
taxondmicas. Neste sentido, o presente trabalho
teve por objetivo confirmar via DNA barcoding
a sinonimia de Anomalocardia brasiliana com
Anomalocardia flexuosa na llha de Upaon-Agu,
Maranh&o, Brasil. Foi aplicada a metodologia
DNA Barcoding, na qual utiliza-se um fragmento
do gene Citocromo Oxidase Subunidade |
(COl). As amostras foram obtidas entre 2018-
2019 em dois pontos da llha de Upaon-Acgu. No
sequenciamento de 20 amostras foram obtidos
fragmentos do gene COI para A. flexuosa com
656 pb. A partir dessas sequencias obteve-se
12 haplétipos com diversidade haplotipica (h)
de 0,900, dois haplétipos ocorreram nas duas
populacdes. A média de divergéncia genética
intraespecifica foi 0,63%. A arvore filogenética
agrupou os espécimes em um clado fortemente
suportados com 100% de bootstrap. O percentual
de divergéncia apresentou valor baixo e
similaridade superior a 99% no comparativo entre
A. flexuosa e A. brasiliana, espécie disponivel no
BOLDSYSTEMS. Com isso o DNA barcoding
confirmou quanto a identificacdo do sarnambi
presente na llha de Upaon Acu é Anomalocardia
flexuosa e corroborou com estudos que apontam
Anomalocardia brasiliana em sinonimia com esta
espécie.

Capitulo 3


http://lattes.cnpq.br/4851964305612105
http://lattes.cnpq.br/0189911180033855
http://lattes.cnpq.br/0882206169409388
http://lattes.cnpq.br/4599168767483133
http://lattes.cnpq.br/5604314745118032
http://lattes.cnpq.br/9400992635027394

PALAVRAS - CHAVE: Manguezais, Litoral, Sistematica, Identificacdo, Divergéncia.

CONFIRMATION OF SYNONYMS VIA DNA BARCODING OF Anomalocardia
brasiliana (Gmelin, 1791) WITH Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767) IN
UPAON-ACU ISLAND, MARANHAO, BRAZIL
ABSTRACT: The identification of species of the Veneridae family based only on morphological
characters has generated taxonomic uncertainties. In this sense, the present study to confirm
via DNA barcoding the synonym of Anomalocardia brasiliana with Anomalocardia flexuosa on
the Island of Upaon-Acu, Maranh&o, Brazil. The DNA Barcoding methodology was applied,
in which a fragment of the Cytochrome Oxidase Subunit | (COI) gene is used. Samples were
obtained between 2018-2019 at two points on the island of Upaon-Acu. In the sequencing
of 20 samples, fragments of the COI gene for A. flexuosa with 656 bp were obtained. From
these sequences, 12 haplotypes were obtained with haplotypic diversity (h) of 0.900, two
haplotypes occurred in both populations. The average of intraspecific genetic divergence
was 0.63%. The phylogenetic tree grouped the specimens in a clade strongly supported with
100% bootstrap. The percentage of divergence showed a low value and similarity greater
than 99% in the comparison between A. flexuosa and A. brasiliana, a species available in
BOLDSYSTEMS. Thus, DNA barcoding confirmed the identification of the sarnambi present
on the island of Upaon Acgu is Anomalocardia flexuosa and corroborated with studies that point

to Anomalocardia brasiliana in synonymy with this species.
KEYWORDS: Mangroves, Coastline, Systematics, Identification, Divergence.

11 INTRODUGAO

As espécies da familia Veneridae s&o moluscos bivalves, comuns no litoral
brasileiro, em ambientes com caracteristicas diversas como praias arenosas e enlameadas,
manguezais e fundos de ambientes de corais (RIOS, 1994; DENADAI et al., 2006; ROCHA
e MATTHEWS-CASCON, 2015). Esta familia reine aproximadamente 500 espécies vivas,
no Brasil foram registradas 40 espécies de Veneridae, pertencentes a sete subfamilias e a
25 géneros (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015).

A exploracdo dos Veneridae nas praias, mangue e/ou bancos de mariscagem é
comum nas diferentes regides do Brasil (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014; SILVA,
2015; ANTONIO et al., 2019; FUNO et al., 2019). Essa atividade vem sendo de grande
importancia para comunidades de pescadores que comercializam esse recurso com o
intuito de complementar a renda da familia e/ou subsisténcia (MONTELES et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2010; FIGUEREDO, 2014; FREITAS et al., 2019).

De acordo com Rios (1994) o género Anomalocardia Schumacher, 1817
apresenta a seguinte classificagcéo taxondmica: Filo Mollusca, Classe Bivalvia, Subclasse
Eutherodonta, Ordem Venerida, Familia Veneridae, Subfamilia Chioninae e Género
Anomalocardia. Problemas com sinonimia é comum com géneros da Veneridae. Para
0 género Anomalocardia foram realizados trabalhos de revisbes de diversas espécies,
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verificando divergéncias e atualizando a sistematica (HUBER, 2010). Atualmente o género
possui quatro espécies aceitas (MOLLUSCABASE, 2021), entretanto apenas A. flexuosa
encontra-se no litoral brasileiro (ROCHA e MATTHEWS-CASCON, 2015). Essa espécie
possui diversas sinonimias, uma das principais e mais conhecida no Brasil é a A. brasiliana,
sendo ainda utilizado em publicacdes cientificas (MAIA et al., 2018; BARBOSA et al., 2018;
COSTA et al., 2019).

Contradicdes entre os diferentes estudos morfolégicos realizados dificultam
a identificacdo de espécies venerideos, afetando demais estudos ecolégicos desses
organismos (CANAPA et al., 1996; DENADAI et al.,, 2006; MYKKELSEN et al., 2006).
Pesquisas genéticas de identificagé@o e caracterizagdo populacional, avaliagdo de estoque de
moluscos bivalves vém sendo realizados utilizando o gene Citocromo Oxidase subunidade
| (COI) com a finalidade de auxiliar na identificagcdo precisa das espécies (RODRIGUES et
al., 2010; LEMER et al., 2014; FERNANDES et al., 2018; LOPES et al., 2018; LOPES, et
al., 2019). Portanto, o trabalho teve por objetivo confirmar via DNA barcoding a sinonimia de
Anomalocardia brasiliana com Anomalocardia flexuosa na llha de Upaon-Acu, Maranhao,
Brasil.

21 MATERIAIS E METODOS

As amostras foram obtidas durante o periodo de um ano (2018-2019) em dois
pontos da llha de Upaon-Acu, nos estuarios dos municipios de Pago do Lumiar e Raposa
(Figura 1), realizada coleta Unica nos dois pontos no periodo de maré enchente, os
individuos foram coletados de forma manual e aleatéria em uma area aproximada de 5 m2
e aproximadamente 10 cm de profundidade no sedimento.
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Figura 1. Mapa dos pontos de amostragem na llha de Upaon-agu, Maranh&o, Brasil.

Fonte: Autor

No laboratério o musculo adutor foi removido e preservado em etanol a 100% e
mantido a 20°C negativo até a extracdo do DNA. O DNA foi isolado usando-se o protocolo
kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega. A amplificacdo do DNA de sequéncias
parciais do gene mitocondrial COIl foi obtida com os primers LCOCI1490 e HCOCI2198
desenhados por Folmer et al. (1994). A reacdo de amplificagéo foi realizada nas seguintes
condigcdes: desnaturagdo inicial a 95° C por 3 min; 35 ciclos de 95° C durante 1 min
(Desnaturacéo); 48° C durante 1 min (Anelamento); 72° C por 1,5 min (Extensé&o); e uma
extensdo final a 72° C durante 7 min durante o Ultimo ciclo. Os resultados das PCRs foram
observados em eletroforese com gel de agarose 1%, corado com Green.

Os produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® e utilizados
em uma reacdo de sequenciamento com o auxilio do Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). As rea¢des de sequenciamento
foram realizadas em placas usando o termociclador com o programa: Desnaturacéo inicial
a 96 ° C por 10 min; 25 ciclos, sendo 96°C por 50 segundos (Desnaturagéo); 50°C por 5
segundos (Hibridizagéo); e 60°C por 4 minutos (Extenséo). A reacdo de sequenciamento
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foi precipitada com EDTA/Acetato de sédio/etanol e analisados em sequenciadores de DNA
automatico (ABI 3.500).

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o Clustal W (THOMPSON et al.,
1994). As edicbes das sequéncias foram feitas usando o editor de sequéncias BioEdit
versdo 7.2.5 (HALL, 1999). O programa MEGA X versdo 10.1 (KUMAR et al., 2018) foi
utilizado para verificar a composi¢éo nucleotidica, matriz de distancia genética e analises
filogenéticas na qual utilizou-se o modelo Kimura-2-parametros e o método de agrupamento
de vizinhos (SAITOU e NEI, 1987). Para verificar a significancia dos agrupamentos utilizou-
se a analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para a analise da diversidade haplotipica
foi utilizado o programa DNAsp 6.11.01 (ROZAS et al., 2017).

Foram incorporados ao banco de dados uma sequéncia do gene COI obtida do
GenBank da espécie Calyptogena magnifica (AY191982) de Hurtado et al. (2003) e
Protothaca mcgintyi (DQ458490) de Kapner e Bieler (2006), utilizadas como grupo externo
e sequéncias de A. brasiliana (FJ481182) de Arruda et al. (2009). Ambas espécies do
grupo externo possuem novas nomenclatura. C. magnifica possui novo género passando
a ser identificada como Turneroconcha magnifica (Boss & R. D. Turner, 1980) (KRYLOVA
& SAHLING, 2020), e P. mcgintyi € sinbnima de Leukoma metodon (Pilsbry & H. N. Lowe,
1932) (CHEN, et al., 2011).

A identificacdo molecular a partir do gene COI foi realizada por comparacao de
sequéncias do presente estudo com dados disponiveis na plataforma bioinformatica
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).

31 RESULTADO

Foram obtidas 20 sequéncias de um fragmento de gene COI com 656 pb. A média
da composicéo nucleotidica do fragmento analisado da A. flexuosa (Figura 2) foi de 22,9%
Adenina (A), 14,8% Citosina (C), 21% Guanina (G) e 41,3% Timina (T), estes valores estao
dentro do esperado para a espécie.

Figura 2. Anomalocardia flexuosa coletada na llha de Upaon Agu, Maranhao, Brasil. (A = vista
externa da valva direita, B = vista interna da valva esquerda).
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Das 20 sequéncias de A. flexuosa foram obtidas doze hapl6tipos com uma
diversidade haplotipica (h) de 0,900 e diversidade nucleotidica () de 0,006. Quando
analisado isoladamente cada populagcdo foi observado que os maiores valores de
diversidade haplotipica ocorreram para as amostras de Pago do Lumiar com h=0,9333, em
Raposa foi de h = 0,9121. Dentre os doze haplétipos encontrados, os haplétipos H3 e H4
foram os mais frequentes, ocorrendo nas duas populagdes com frequéncia de trés e seis
vezes, respectivamente. Foram observados sete hapl6tipos exclusivos para a populacao
de Raposa (H6 a H12) e trés para populacao de Paco do Lumiar (H1, H2 e H5).

As sequéncias de COI obtidas foram submetidas a plataforma BOLDSYSTEMS
(Barcode of Life Data Systems) com a finalidade de obter a identificacdo molecular.
A porcentagem de identificacdo das espécies no BOLDSYSTEMS para o género
Anomalocardia variou de 99,31 a 99,83% de similaridade para espécie A. brasiliana
sinénima da A. flexuosa (Tabela 1).

Sendo verificados de forma individual, os percentuais de divergéncia apresentaram
padrdes baixos no comparativo das sequéncias obtidas do género Anomalocardia com a
sequéncia da espécie A. brasiliana disponivel no Genbank, valores que variam entre 0,6 e
1,9% (Tabela 2).

Identificacdo Morfolégica Identificacdo Molecular Similaridade (%)

Anomalocardia sp. (SAR1) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp.(SAR5) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAR10) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAR12) Anomalocardia brasiliana®" 99,31
Anomalocardia sp. (SAR14) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAR15) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAR17) Anomalocardia brasiliana®" 99,83
Anomalocardia sp. (SAP24) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP25) Anomalocardia brasiliana®" 99,48
Anomalocardia sp. (SAP26) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP27) Anomalocardia brasiliana®" 99,65
Anomalocardia sp. (SAP28) Anomalocardia brasiliana®" 99,83

Tabela 1: Percentual de similaridade genética obtida por comparagées de sequéncias no
BOLDSYSTEMS (Barcode of Life Data Systems) para Anomalocardia sp. (sn —sinonimia de A.
flexuosa)
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Espécie

% Distancia Genética

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1-SAP24 A_ flexuosa_H1 -
2-SAP25 A_ flexuosa H2 2,1 -
3-SAP26 A_flexuosa_H3 21 07 -
4-SAP27 A_ flexuosa_H4 21 0,7 00 -
5-SAP28 A_ flexuosa_H5 21 04 0,7 0,7 -
6-SAR1 A_ flexuosa_H6 23 09 02 02 09 -
7-SAR5 A_ flexuosa_H7 21 07 11 11 04 13 -
8-SAR10 A_ flexuosa H8 1,7 0,7 11 11 04 13 04 -
9-SAR12 A_ flexuosa_H9 25 11 04 04 11 06 15 15 -
10-SAR14 A_ flexuosa_H10 23 09 02 02 09 04 13 13 04 -
11-SAR15 A_ flexuosa_H11 23 09 02 02 09 04 13 13 02 04 -
12-SAR17 A_ flexuosa_H12 21 07 07 07 04 09 04 04 11 09 09 -
13-Anomalocardia brasilianaGB 06 15 15 15 15 17 15 11 19 17 17 15 -

Tabela 2: Matriz de distancia genética (K2P) entre as espécies de sarnambi obtidas a partir de
sequéncias do gene COI (SAR = Raposa, SAP = Paco do Lumiar e GB = Genbank).

A arvore filogenética foi gerada baseada no método de agrupamento de vizinhos

(NJ), através do algoritmo de Kimura-2-Pardmetros (K2P) revelando a formacdo de um

clado fortemente suportados com 100% de bootstrap para o taxon identificado neste estudo

(Figura 3). Os resultados observados mostraram um agrupamento de A. flexuosa e A.

brasiliana, corroborando com a divergéncia intraespecifica e indice de similaridade para

afirmar que ambas sdo a mesma espécie.
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Figura 3. Arvore filogenética de haplétipos utilizando o método de Neighbor-Joining e algoritmo
Kimura-2-parametros, baseada em sequéncias do gene COl em sarnambis da espécie A.
flexuosa. Os numeros dos nés representam os valores de bootstrap (1000 réplicas). (SAR =
Raposa, SAP = Paco do Lumiar e GB = Genbank).

41 DISCUSSAO

A utilizacdo do gene Citocromo oxidase subunidade | permitiu inferir quanto a
identificacdo do taxon analisado: A. flexuosa. Este marcador se mostrou como uma
ferramenta poderosa em estudos filogenéticos, fornecendo informagdes sobre a sistematica
do grupo moluscos bivalves (KAPPNER e BIELER, 2006; MIKELSEN et al., 2006; ARRUDA
et al., 2009; TURECK, 2010; MELO et al., 2010; MELO et al., 2013; LOPES, et al., 2018;
LOPES, et al., 2019).

A média da composi¢ao nucleotidica do fragmento de gene COIl analisado exibiu
valores dentro do esperado para a espécie. Arruda et al. (2009) em estudos de DNA
Barcode com A. brasiliana (sinbnima de A. flexuosa) encontrou maior porcentagem de
Timina e Adenina.

A diversidade haplotipica de A. flexuosa da llha Upaon Acu apresentou valores altos
para cada populacao analisada (Raposa e Paco do Lumiar). Valores elevados de diversidade
haplotipica sdo comuns para a espécie, resultado semelhante foi observado em populag¢des
de A. brasiliana estudadas Arruda et al. (2009). A divergéncia intraespecifica das duas
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espécies apresenta valores inferiores a 1%, indicando ser o mesmo status taxonémico.

Espécies Veneridae sé@o plancténicas em seu estagio larval (RIOS, 1994) essa
condicéo torna esses organismos geneticamente semelhantes em regides extensas, onde
essas espécies co-habitam, embora ndo necessariamente em toda a sua extensdo, em
caso de barreira natural ou artificial (OLIVEIRA et al., 2005; ARRUDA et al., 2009). O que
possivelmente leva a semelhancga genética entre as populacdes da espécie estudada de A.
flexuosa e A. brasiliana em diferentes areas (ARRUDA et al., 2009).

A identificacdo molecular da A. flexuosa a partir da comparagdo com sequencias
depositadas na plataforma BOLDSYSTEMS confirmou o status taxonémico mostrando
altos indices de similaridade genética de A. brasiliana com valores superiores a 99%.

A arvore filogenética apresentou o agrupamento robusto com distancia genética
abaixo de 3% corroboram para condi¢do de sinonimia entre A. flexuosa e A. brasiliana. O
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) delimita que o valor de corte para identificacao
molecular de espécie é de 2 a 3% de divergéncia genética. Se a sequéncia de DNA de
um exemplar diferir menos que 3% ou obter um indice de similaridade superior a 97% no
BOLDSYSTEMS da sequéncia de uma das espécies ja identificada, ele sera identificado
como pertencente aquela espécie (HEBERT et al., 2003; SOLE-CAVA e WORHEIDE,
2007). Estas condicdes ocorreram com a espécie A. flexuosa.

Os espécimes analisados possuiam concha trigonal inflada, pesada e densa,
coloracdo variada, umbos subcentais voltados para regido anterior, ninfa serrilhada,
charneira composta por trés dentes cardinais em cada valva, com posterior da valva
esquerda serrilhado. Morfologicamente a descri¢édo original de Vennus flexuosa (Linnaeus,
1867) e da A. brasiliana sao similares (Rios 1994; Amaral et al., 2006). A revisdo do género
Anomalocardia por (Huber, 2010), verificou diversas divergéncias, entre elas identificou
que A. brasiliana é uma espécie sinonimia de A. flexuosa. Entretanto A. brasiliana ainda
é utilizada em publicagdes cientificas equivocadamente (BARBOSA et al., 2018; MAIA et
al.,, 2018; COSTA et al., 2019). Em estudo de bioprospeccgéo de invertebrados bénticos
em alguns municipios da llha de Sao Luis (CAMPELO et al., 2017) foram encontrados
e identificados morfologicamente algumas espécies de Veneridae. Um dos taxons foi
identificado apenas o género: Anomalocardia. Com resultados deste estudo é possivel
afirmar que a espécie deste género, encontrados nos estuarios da Ilha de Upaon-Acu
(lha de Séo Luis), é A. flexuosa. Segundo Arruda et al., (2009) o uso da caracterizacao
molecular e a identificacdo correta de estoques bivalves sdo importantes para seu manejo
com a finalidade de conhecer o potencial genético e mostrar a importancia de programas

de conservagao dessas populagdes em ambientes distintos.

51 CONCLUSAO

Para as amostras de A. flexuosa o cenario genético observado permitiu inferir quanto
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a sua identificagédo na Ilha de Upaon Acu, o que confirmou a sua sinonimia com a espécie
A. brasiliana.
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RESUMO: A proteina JAK2 participa do
crescimento e da proliferagdo celular e as
mutagées no gene JAKZ podem resultar em
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aumento do numero de células sanguineas
e no desenvolvimento de neoplasias
mieloproliferativas. Desta forma, este estudo
teve o objetivo de desenvolver e implantar a
técnica de PCR-SSP (Sequence-Specific Primer-
Polymerase Chain Reaction) para a detecgéo da
mutacéo V617F de JAK2. Para tanto, foi realizada
uma revisao de literatura sobre metodologias de
genotipagem da muta¢do em questao e os primers
foram confeccionados baseados no modelo
proposto por Xavier (2009), testados e ajustados
as melhores condi¢des de amplificagcdo. A técnica
de PCR-SSP foi padronizada e mostrou-se eficaz
para a deteccdo da mutagédo JAK2V617F. Por ser
pouco dispendiosa, este método diminui custos e
pode ser implantado inclusive em laboratoérios de
biologia molecular de pequeno porte, auxiliando
o diagnostico de pacientes com doencas
mieloproliferativas e favorecendo as pesquisas
relacionadas a este gene.

PALAVRAS-CHAVE: Técnicas de genotipagem,
Doengcas  Mieloproliferativas-Mielodisplasicas,
Janus Quinase 2.

DEVELOPMENT AND IMPLANTATION OF
PCR-SSP FOR THE GENOTYPING OF
JAK2V617F MUTATION

ABSTRACT: The JAK2 protein promotes
cells growth and proliferation, and mutations
in the JAK2 gene can result in increase of the
number of blood cells and in development
of myeloproliferative neoplasms. This study
aimed to develop and implement the PCR-SSP
(Sequence-Specific Primer-Polymerase Chain
Reaction) to detect the JAK2V617F mutation.
Therefore, a literature review about genotyping
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methodologies for this mutation was conducted and primers were based on the model
proposed by Xavier (2009), tested and adjusted to the best amplification condition. The
PCR-SSP technique was standardized and was effective for the detection of the JAK2V617F
mutation. As it is not expensive, the technique reduces costs and can be implanted even in
small molecular biology laboratories, helping the diagnosis of patients with myeloproliferative
diseases and favoring research related to this gene.

KEYWORDS: Genotyping techniques, Myelodysplatic-Myeloproliferative Diseases, Janus
Kinase 2.

11 INTRODUGAO

Em 1951, William Dameshek introduziu o termo doencas mieloproliferativas (MPD)
aos transtornos clonais de células-tronco hematopoiéticas relacionados a superprodugéo e
a proliferacdo andémala de uma ou mais linhagens mieloides na medula 6ssea e ao aumento
de células maduras no sangue periférico. Clinicamente, isso esta associado aos riscos de
complicagdes hemorragicas, tromboticas e evolucao fibrotica ou leucémica (CAMPBELL;
GREEN, 2006; PEDRAZZINI et al., 2016; LEVINE et al., 2005; BENCH et al., 2013). Ainda
segundo Dameshek (1951), nesse grupo de doencas se inseriam, dentre outras patologias,
quatro representantes classicos: a Policitemia Vera (PV), a Trombocitemia Essencial (TE),
a Mielofibrose Priméaria (MFP) e a Leucemia Mieloide Crdnica (LMC). Até o momento, ndo
héa cura para essas doencas (GOULDING et al., 2008; ZHAO et al., 2011).

Com a descoberta do cromossomo Filadélfia (Ph) em 1960, a LMC foi classificada
como uma doenga mieloproliferativa com cromossomo Filadélfia positivo (Ph+), ja que a
translocacdo entre os cromossomos 9 e 22 era encontrada nos individuos portadores da
patologia (NOWELL; HUNGERFORD, 1960). Como consequéncia, formava-se uma proteina
quiméricaBCR-ABLcom atividade detirosina-quinase (MARCHIANI, 2015; MEIRELES, 2011;
SPIVAK, 2002). APV, a TE e a MPF foram referenciadas como doengas mieloproliferativas
com cromossomo Filadélfia negativo (Ph-), devido a auséncia da translocacdo 9;22. Neste
grupo de doengas, geralmente estéo envolvidas mutacdes no gene JAK2 (Janus kinase 2),
de modo que seu aparecimento foi constatado em 98% dos pacientes com PV e em 50-
60% dos pacientes com TE e MPF (PEDRAZZANI, 2016; MARCHIANI, 2015; LEVINE et al.,
2005; BENCH, 2013). Em 2008, a OMS (Organizagcado Mundial da Saude) alterou o termo
doencas mieloproliferativas (DMPs) para neoplasias mieloproliferativas (NMPs) devido ao
carater neoplasico da proliferacéo celular (MARCHIANI, 2015).

Nos seres humanos, o gene JAKZ localiza-se no brago curto do cromossomo
9 (9p24.1) e tem papel essencial na diferenciacdo mieloide, principalmente no que diz
respeito a linhagem eritroide. Uma vez ativado, o gene JAKZ2 desencadeia a ativacdo de
mediadores, que por sua vez estimulam a ativagé@o e a transcricdo de genes promotores da
eritropoiese (ZAGO; CALADO, 2013). Aquinase Janus 2 (JAK2), codificada pelo gene JAK2,
€ membro da familia de quinases Janus (Janus kinases - JAKs), da qual também fazem
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parte as proteinas JAK1, JAK3 e TYK2 (tyrosina kinase 2). As JAKs possuem sete dominios
homologos (JH1-JH7) localizados em quatro regides, sendo eles JH1 (JAK homology 1 -
dominio quinase); JH2 (JAK homology 2 - dominio pseudoquinase); FERM (band four-point-
one, ezrin, radixin, moesin homology domains - dominios JH5, JH6, JH7 e parte do JH4);
e SH2-like (SRC homology 2-like - dominios JH3 e outra parte do JH4) (XAVIER, 2009;
SCHINDLER et al., 2007). Além disso, as proteinas JAKs sao influenciadas por fatores de
crescimento e pela sinalizagdo mediada por citocinas, bem como participam das alteracées
observadas em moléculas de sinalizagéo intracelular, como a ativacdo constitutiva de
STATS3 (Signal transducer and activator of transcription 3) e a super expressao de Bcl-xI.

A principal variacdo genética presente nas neoplasias mieloproliferativas
cromossomo Filadélfia negativas (Ph- NMPs) é a mutagdo adquirida no gene JAK2,
€.1849G>T (rs77375493), que resulta na codificacdo de uma proteina alterada com a
substituicdo do aminoacido valina para fenilalanina no c6don 617, abreviada como V617F, na
quinase Janus 2, JAK2V617F (FANTASIA et al., 2014). Esta variagdo é esquematicamente

representada na Figura 1.

JAK2 - ALELO SELVAGEM JAK2 - ALELO MUTANTE
DNA TAT GGA GTA TGT GTC TGT GGA GAC TAT GGA GTATGT TTC TGT GGA GAC
PROTEINA Y G VvV C WV C G D Y G vV C F C G D
Ve17F

Figura 1. Sequéncia de DNA e tradugédo de proteinas para os alelos selvagem (representado
em verde) e mutante (representado em vermelho) de JAK2. A substituicdo de guanina por
timina resulta em substituicdo de valina (V) por fenilalanina (F) no cédon 617, caracterizando a
mutagdo V617F de JAK2 (seta vermelha).

Fonte: Adaptado de Levine, 2005.

Como a mutagcdo no gene JAKZ2, essencialmente JAK2V617F, esta presente em
grande parte dos afetados pelas neoplasias mieloproliferativas citadas, a deteccdo dessa
mutacédo é um critério para o diagnostico dessas patologias de acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (LEVINE et al., 2005; BENCH, 2013; ARBER et al., 2016).

Diversas técnicas moleculares foram desenvolvidas para a detec¢cdo da mutacao
JAK2V617F, como a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction) alelo especifico, PCR em tempo real, PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism Polymerase Chain Reaction) e técnicas de sequenciamento (BENCH, 2013;
ZHAO et al., 2011). Existem, entre esses métodos moleculares, variagdes na sensibilidade,
no custo de reagentes, no tempo de execugdo e nos equipamentos necessarios para a
sua realizacdo: técnicas de sequenciamento, por exemplo, demandam equipamentos

mais caros e complexos; a PCR-RFLP, por sua vez, utiliza enzimas de restrigdo, um

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2 Capitulo 4 m



reagente de alto custo. Paralelamente, a técnica de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction
— Sequence Specific Primers) que usa iniciadores (primers) especificos para detectar a
sequéncia de nucleotideos dos alelos polimorficos, foi escolhida como método deste estudo
principalmente porque tem baixo custo e ndo necessita de equipamentos complexos para
seu desenvolvimento, o que significa que até mesmo os laboratérios de biologia molecular
de pequeno porte seriam capazes de empregar esse método diagnéstico. Além disso,
a técnica molecular em questdo possui uma sensibilidade de deteccdo de carga alélica
variavel entre 0,1 a 5%, sendo capaz de diagnosticar a maioria dos pacientes portadores
de neoplasias mieloproliferativas (BENCH, 2013; ZHAO et al., 2011; QUIRINO et al., 2019).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e implantar a técnica de
PCR-SSP para a deteccéo da mutacdo V617F do gene JAK2. Esta padronizagdo podera
auxiliar no diagnéstico de pacientes portadores de neoplasias mieloproliferativas.

21 MATERIAIS E METODOS

O material bioldgico utilizado foi o sangue total, coletado em EDTA, de individuos
positivos e negativos para a mutacao JAK2, previamente genotipados por sequenciamento
do tipo Sanger e armazenados no Laboratério de Imunogenética da Universidade Estadual
de Maringa (LIG-UEM). O DNA foi extraido com o kit comercial QlAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN®, Germany), de acordo com as recomendagdes do fabricante para ser usado nas
reacdes. O uso destas amostras bioldgicas foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (UEM) (parecer 318.552,
CAAE 14508313.2.0000.0104).

Para a padronizacao da técnica de PCR-SSP, que se baseia na especificidade da
amplificacédo das sequéncias de DNA mutadas com o uso de um primer especifico para a
mutacao, trés primers foram elaborados com base no modelo proposto por Xavier (2009). O
primer forward JAK2-F1 foi construido para amplificar a regi@o conservada do gene JAK2,
a qual esté presente em todas as amostras de DNA e é utilizada para verificar a integridade
da reagdo PCR (controle interno); logo, independente do fragmento a ser analisado conter
ou ndo o alelo mutado, serd gerado um produto de amplificagdo (amplicon) de 364 pb
(pares de bases). O primer forward JAK2-F2 foi construido para anelar na sequéncia de
nucleotideos que contém o SNV (Single Nucleotide Variation) com o rs77375493, o que
geraria um produto de 203 pb. Por fim, foi construido o primer reverse JAK2-R1, que &
complementar a sequéncia final a ser amplificada e, portanto, ndo atinge a regiao do SNV
(Tabela 1).
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Primers Sequéncia Escala de sintese
JAK2-F1 5-ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG 25N
JAK2-F2 5-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT 25N
JAK2-R1 5-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA 25N

Tabela 1. Primers adquiridos para a padronizagao segundo Xavier, 2009. Observe o
pareamento incorreto intencional na sequéncia do primer JAK2-F2 (destacado em vermelho) e
o nucleotideo gendtipo-especifico para a mutagdo JAK2V617F sublinhado.

Fonte: Autor, 2021.

A reacao de PCR-SSP ocorreu com volume final de 10 pL, contendo tampéao 1X;
0,2 mM de dNTP; 1,5 mM de MgCl,; 0,5 uM de cada um dos primers forward (JAK2-F1 e
JAK2-F2) (Life Technologies, Brasil) e 1 uM do primer reverse JAK2-R1; 1 U/uL de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen™, USA) e 100 ng/pL de DNA. As condi¢des de termociclagem da
PCR, feitas em termociclador Veriti (Applied Biosystems), foram: 1 ciclo de incubacéo inicial
a 94°C por 10 minutos; 36 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
58°C por 30 segundos e extensédo a 72°C por 30 segundos; e 1 ciclo de extenséo final a
72°C por 6 minutos. Os produtos amplificados foram avaliados por meio de eletroforese em
gel de agarose a 3% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (/nvitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY), corrido a 150W, 300mA, 150V por 15 minutos e visualizado em luz

ultravioleta.

31 RESULTADOS

Apds a realizacdo da técnica de PCR-SSP utilizando os primers confeccionados
(JAK2-F1, JAK2-F2 e JAK2-R1) para a detecgdo da mutacdo JAK2V617F, dois cenarios
eram esperados dependendo do genétipo do individuo analisado: (1) as amostras que
eram negativas para a mutacdo JAK2V617F (sequéncia selvagem) gerariam um amplicon
de 364 pb, resultado da amplificacéo entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1; (2) as amostras
positivas para a mutacdo JAK2V617F (sequéncia contendo o alelo mutado) gerariam o
mesmo amplicon de 364pb, resultado da amplificacéo entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1,
e um segundo amplicon de 203 pb (contendo o SNP), gerado pela amplificagéo entre os
primers JAK2-F2 e JAK2-R1. Diante do sucesso dos resultados, a validagéo da técnica foi
confirmada e a sua padronizagao estabelecida (Figura 2).
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mutado c. 1549 G=T (203pb)

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 3% da PCR-SSP para detec¢do da mutacdo V617F
do gene JAK2. P42, P16 e P2: Controles positivos para a mutagédo V617F do gene JAK2; P55
e AJ: Controles negativos; BC: Controle negativo da reagdo - sem DNA; LD100: marcador de
peso molecular de 100 pares de base (pb). Note que as amostras P55 e AJ contém apenas a
banda controle, resultado da amplificagéo entre os primers JAK2-F1 e JAK2-R1. As amostras
P42, P16 e P2 contém, além da banda controle, a banda indicativa da sequéncia contendo o

alelo mutado (JAK2V617F), resultado da amplificagéo entre os primers JAK2-F2 e JAK2-R1.

Fonte: Autor, 2021.

41 CONCLUSAO

A técnica desenvolvida, além de eficaz para a mutagdo em questdo, facilita a
genotipagem e auxilia o diagnéstico de pacientes suspeitos de apresentarem neoplasias
mieloproliferativas. Como todo esse processo oferece sensibilidade adequada a baixo
custo, mesmo os laboratérios de biologia molecular de pequeno porte podem realizar esta
metodologia, 0 que impulsiona as pesquisas atuais e futuras a respeito do gene JAK2 e as
consequéncias de suas mutagdes.
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RESUMO: O presente trabalho teve como
objetivo identificar via DNA Barcode a ictiofauna
dos tributarios da bacia do Rio Mearim, buscando
ampliar o conhecimento da fauna de peixes desta
bacia e verificando possiveis ocorréncias de
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espécies endémicas no Nordeste brasileiro. As
coletas foram realizadas utilizando apetrechos
de pesca. A identificacdo taxondmica foi
realizada com o auxilio de literatura especifica.
O DNA total foi extraido utilizando o kit Promega.
Isolamos e amplificamos o gene (COIl), por meio
da PCR, os produtos da PCR foram purificados e
posteriormente sequenciados em sequenciador
automatico de DNA. As sequéncias foram
alinhadas e editadas no programa Bioedit. As
analises filogenéticas e as médias de divergéncias
genéticas foram realizadas no programa MEGA
X. Utilizou-se a plataforma BOLDSystems para
identificacao das sequéncias de DNA Barcode. Os
produtos do sequenciamento resultaram em 152
sequéncias com 649 pb, correspondendo a trés
ordens, 14 familias, 25 géneros e 26 espécies. A
arvore filogenética revelou a formagao de clados
fortemente suportados com 100% de bootstrap.
A ocorréncia das espécies Acestrorhynchus
lacustris, Pygocentrus nattereri, Serrasalmus
rhombeus, Surubim lima, Pimelodus blochii,
Pimelodus ornatus, Cynodon gibbus, Loricaria
cataphracta, Platydoras brachylecis, Triportheus
signatus, Schizodon dissimilis, Steindachnerina
notonota e Hassar affinis nos tributarios Grajad
e Flores, demonstra uma ictiofauna diversificada
compondo-se principalmente de espécies
endémicas do Nordeste brasileiro.
PALAVRAS-CHAVE: Peixes, DNA mitocondrial,
COl.
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DNA BARCODE CONFIRMS THE ENDEMIC SPECIES OF NORTHEAST BRAZIL
IN THE TAXES OF THE MEARIM RIVER BASIN, MARANHAO / BRAZIL

ABSTRACT: The present work had as objective to identify, via DNA Barcode, the ichthyofauna
of the tributaries of the Rio Mearim basin, seeking to expand the knowledge of the fish fauna
of this basin and verifying possible occurrences of endemic species in Northeast Brazil. The
collections were carried out using fishing equipment. Taxonomic identification was performed
with the help of specific literature. The total DNA was extracted using the Promega kit. We
isolated and amplified the gene (COI), by means of PCR, the PCR products were purified
and subsequently sequenced in an automatic DNA sequencer. The sequences were aligned
and edited in the Bioedit program. Phylogenetic and mean analyzes of genetic divergences
were performed using the MEGA X program. The BOLDSystems platform was used to identify
DNA barcode sequences. The sequencing products resulted in 152 sequences with 649 bp,
corresponding to three orders, 14 families, 25 genera and 26 species. The phylogenetic tree
revealed the formation of strongly supported clades with 100% bootstrap. The occurrence
of the species Acestrorhynchus lacustris, Pygocentrus nattereri, Serrasalmus rhombeus,
Surubim lima, Pimelodus blochii, Pimelodus ornatus, Cynodon gibbus, Loricaria cataphracta,
Platydoras brachylecis, Triportheus signatus, Schizodon dissimilis, Steindachnerina notonota
e Hassar affinis diversified ichthyofauna composed mainly of endemic species in the Northeast
of Brazil.

KEYWORDS: Fish, Mitochondrial DNA, COI.

11 INTRODUGAO

1.1 Aspectos da ictiofauna

A composicao da ictiofauna do Nordeste brasileiro € compreendida, entre a foz do
Rio Amazonas e a Foz do Rio Sao Francisco (ICMBIO, 2016). O Estado do Maranhao,
localizado na é&rea de transi¢édo, entre o semiarido nordestino e a floresta amazénica é
considerado o segundo maior da Regido Nordeste em extenséo territorial, sua grande rede
hidrografica compreende dez bacias, onde localizam-se um conjunto de rios perenes e
sistemas lacustres (MARANHAO, 2011), que abriga uma rica fauna de peixes de agua
doce (SOARES, 2005; BARROS et al., 2011; RAMOS et al., 2014). Essas caracteristicas
tornam as bacias maranhenses ecossistemas ideais para estudos que visem a busca de
informacgdes quanto a diversidade, ao endemismo e a distribuicdo da sua ictiofauna.

A bacia do Rio Mearim é considerada a maior do estado e desempenha papel
importante na economia e na alimentagdo de comunidades ribeirinhas (MARANHAO, 2011).
No entanto, apesar da grande importancia que esta bacia apresenta, o conhecimento de
sua ictiofauna ainda é limitado. A maioria dos estudos realizados para esta bacia e para
0s seus tributarios, restringiram-se a exame de espécimes para registros taxonémicos e
filogeograficos, com muitos dos taxons analisados apresentando incertezas taxonémicas
(SOARES, 2005; ABREU et al., 2019; GUIMARAES et al., 2020).
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Além disso poucos estudos utilizando dados moleculares, tem se realizado com o
objetivo de caracterizar e identificar corretamente as espécies deste ecossistema. Dessa
forma, existe uma grande necessidade de investigacées que contemplam o conhecimento
da biodiversidade dos peixes dessa regido.

Estudos moleculares em ictiofaunas maranhenses tém demonstrado a eficacia
da utilizacdo da ferramenta DNA Barcode na identificacao e discriminagdo das espécies
(NASCIMENTO et al., 2016; LIMA et al. 2019; TEIXEIRA et al., 2019), possibilitando assim
um incremento no conhecimento da biodiversidade de peixes para a regido. Entretanto,
ainda ha muito a se investigar sobre os peixes que habitam os Rios costeiros do estado do
Maranhao e no Nordeste do Brasil, principalmente devido a falta de estudos taxondmicos e
ecologicos (PIORSKI, 2010; BARROS et al., 2011; RAMOS et al., 2014).

Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar via DNA Barcode a ictiofauna
dos tributarios da bacia do Rio Mearim, afim de ampliar o conhecimento da fauna de peixes
desta bacia, verificando-se as possiveis ocorréncias de espécies endémicas no Nordeste
brasileiro, contribuindo com a taxonomia, e assim fornecer informagdes que poderédo
subsidiar futuros programas de manejo e conservagao da ictiofauna deste ecossistema.

21 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo e obtencdo das Amostras

Os espécimes foram coletados nos tributarios Grajau e Flores (Figura 1 e 2). Para
obtencgéo dos espécimes, utilizou-se apetrechos de pesca como rede de arrasto, malhadeira
e tarrafas de diferentes aberturas (10 a 200 mm), sendo estas devidamente autorizadas
pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade e Conservagdo (ICMBIO) n°64601-
1 de 28/09/2018. Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plasticos e
transportados em gelo ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) do
Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhéo - CESC/
UEMA, onde foram etiquetadas, fotografados e retiradas amostras de tecido muscular.
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Figura 2. Tributarios da bacia do Rio Mearim. (A) Rio Grajad; (B) Rio Flores.

Posteriormente, os tecidos foram preservados em alcool 80% e mantidos sob
refrigeracdo a -20°C. Os exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em
alcool 70%. A identificagcdo dos espécimes foi realizada através de literatura especifica
(BRITSKI et al., 1999; SOARES, 2005; PIORSKI et al., 2007). As amostras de tecidos
encontram-se depositados no banco de tecidos do Laboratério de Genética e Biologia
molecular (GENBIMOL) do CESC/UEMA.
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2.2 Procedimentos genéticos

O DNA total foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification da Promega
seguindo as instrugdes do fabricante. O isolamento e amplificacdo da regido gendmica do
fragmento do gene COl foi realizado através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) usando-se primers especificos: COIF1: ‘5-TCAACCAACCACAAAGACATTGCC-
AC-3’; e COIR1: ‘56 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ como descrito por (WARD et
al., 2005). Todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® (USB
Corporation) seguindo instrugdes dos fabricantes. Os produtos das PCRs purificados foram
utilizados em uma reacéo de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye TM Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). Apds a precipitacdo os
produtos foram submetidos a eletroforese em um sequenciador automatico de DNA (ABI
3500).

2.3 Analises dos dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas manualmente no programa
Bioedit (HALL, 1999). A composicdo nucleotidica, matriz de distancia genética e as
andlises filogenéticas foram geradas no programa MEGA X (KUMAR et al., 2018), através
de métodos de analise de agrupamento de vizinhos (NJ), utilizando o modelo evolutivo de
substituicdo nucleotidica Kimura-2 parametros (K2P) (KIMURA, 1980), com 1000 réplicas
de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985).

A identificacdo molecular foi realizada por comparacdo das sequéncias obtidas
com dados disponiveis na plataforma bioinforméatica BOLDSystems (Barcode of Life Data
Systems) (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do fragmento

Foram obtidas e analisadas 152 sequéncias, correspondendo a trés ordens, 14
familias, 25 géneros e 26 espécies (Tabela 1). A ordem Characiformes foi a mais rica e
abundante, com 10 espécies provenientes do Rio Grajau e 11 espécies do Rio Flores,
seguida da ordem Siluriformes com oito espécies do Rio Grajau e trés espécies do Rio
Flores. Essa maior riqueza de espécies para as ordens Characiformes e Siluriformes &
esperada para peixes neotropicais como ja relatada em outros estudos (BUCKUP et al.,
2007; BARROS et al., 2011; REIS et al. 2013; MELO et al., 2016).
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Rios

ORDEM FAMILIA ESPECIE Gra Flor N
CHARACIFORMES Anostomidae Leporinus sp. 10 1 11
Schizodon sp. 5 - 5
Characidae Triportheus sp. 7 15 22
Myloplus sp. 1 - 1
Astyanax sp. 1 - 1
Moekhausia dichroura (Kner, } 3 3
1858)
Roeboides sp. - 3 3
) Serrasalmus rhombeus
Serrasalmidae (Linnaeus, 1766) 5 4 9
Pygocentrus nattereri (Kner, 1 9 10
1858)
Prochilodontidae Prochilodus sp. - 1 1
. Cynodon gibbus (Spix & )
Cynodontidae Agassiz, 1829) 3 3
L Steindachnerina sp.
Curimatidae (Steindachner, 1876) 1 4 5
Psectrogaster sp. - 7 7
- Hoplias malabaricus (Bloch,
Erythrinidae 1794) 4 1 5
. Acestrorhynchus lacustris
Acestrorhynchidae (Liitken, 1875) 2 - 2
. . Surubim lima (Bloch &
SILURIFORMES Pimelodidae Schneider, 1801) 10 4 14
Pimelodus blochii
(Valenciennes, 1840) 14 8 22
Pimelodus ornatus (Kner, 1858) 1 - 1
Auchenipteridae Auchenipterus sp. - 1 1
Heptapteridae Pimelodella sp. 1 - 1
I Hypostomus plecostomus }
Loricariidae (Linnaeus, 1758) 7 7
Loricaria sp. 9 - 9
Platydoras brachylecis (Piorski,
Doradidae Garavello, Arce H. & Sabaj 1 - 1
Pérez, 2008)
Hassar sp. (Kindle, 1894) 4 - 4
PERCIFORMES Cichlidae Geophagus sp. 3 - 3
Cichlasoma orientale (Kullander, 1 ) 1
1983)
TOTAL 14 26 88 64 152

Tabela 1. Relagéo dos taxons de ocorréncia nos Rios Grajau e Flores da bacia do Rio Mearim/
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As sequéncias obtidas, constituiram-se de um fragmento de 649 pares de bases (pb).
Na analise para esse fragmento, verificou-se que 360 sitios mostraram — se conservados
e 289 foram variaveis.

3.2 Analises filogenéticas e distancia genética

A arvore filogenética obtida evidenciou que os individuos considerados pertencentes
a mesma espécie se agruparam em conjuntos coerentes com valor de 100% de bootstrap,
revelando a formacgéo de clados bem definidos e fortemente suportados (Figura 3). Para
as espécies Hoplias malabaricus, Steindachnerina sp., Leporinus sp. e Sorubim lima foi
observada a formacgéao de subclados, sugerindo a existéncia de diferenciacdo intraespecifica
nestes taxons.

A matriz de distancia genética revelou que a média de divergéncia genética
intraespecifica variou de 0 a 1,7%. J4 a média de divergéncia genética interespecifica
variou de 4,34 a 32,04%, a maior divergéncia ocorreu entre as espécies Geophagus
sp. e Acestrorhynchus lacustris pertencentes as familias Cichlidae e Acestrorhynchidae,
respectivamente. A menor foi observada entre as espécies Serrasalmus rhombeus e
Pygocentrus nattereri. Em estudos realizados por Machado (2016) este ressalta que os
géneros Serrasalmus e Pygocentrus séo considerados grupos irmaos, o que explica a
ocorréncia de uma menor divergéncia entre essas espécies.

Vale ressaltar que as médias intraespecificas foram obtidas apenas das espécies
representadas por mais de um exemplar. De acordo com Ward et al. (2009) a média de
distancia genética intraespecifica deve ser menor que a interespecifica. Para que o sucesso
do DNA Barcode seja alcangado, as sequéncias de DNA dentro de uma mesma espécie
necessitam apresentar maior similaridade do que entre espécies (CARVALHO et al., 2008).

3.3 Identificacao Molecular (BOLDSystems)

As sequéncias obtidas dos espécimes dos Rios Grajau e Flores foram comparadas
com sequéncias presentes na plataforma bioinformatica BOLDSystems V.4.0 para obter
a identificacéo a partir das similaridades por meio do DNA Barcode, considerando - se
a divergéncia de 2 a 3% como valor limite para determinar as espécies (WARD et al.,
2009; CARVALHO et al., 2011). As espécies identificadas morfologicamente como
Acestrorhynchus lacustris (Lutken, 1875), Pygocentrus nattereri (Kner, 1858), Serrasalmus
rhombeus (Linnaeus, 1766), Sorubim lima (Bloch & Schneider, 1801), Pimelodus blochii
(Valenciennes, 1840), Pimelodus ornatus (Kner, 1858), Hypostomus plecostomus (Linnaeus,
1758), Cichlasoma orientale (Kullander, 1983), Platydoras brachylecis (Piorski, Garavello,
Arce H.; Sabaj Pérez, 2008), Cynodon gibbus (Spix & Agassiz, 1829), Hoplias malabaricus
(Bloch, 1794) e Moenkhausia dichroura (Kner, 1858) tiveram sua identificacdo confirmada
com base nos dados moleculares obtidos, pois as sequéncias de seus exemplares
mostraram valores de similaridades inferiores a 3% (Tabela 2).
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Figura 3. Arvore filogenética obtida pelo método de agrupamento de vizinhos (NJ) utilizando
o0 algoritimo Kimura-2 parametros (K2P) baseada em sequéncias do gene COI de peixes
dos Rios Grajau e Flores. Os niUmeros dos nés representam os valores de bootstrap (1000
réplicas); valores entre parénteses (nUmero de espécimes analisados).

Segundo Hebert et al. (2003) se a sequéncia de DNA de um exemplar diferir menos

que 3% ou obter um indice de similaridade superior a 97% no BOLDSystems da sequéncia

de uma das espécies ja conhecidas, ele sera identificado como pertencente aquela espécie.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2 Capitulo 5 “



Morfolégica

Molecular

Similaridade (%)

Acestrorhynchus lacustris
Pygocentrus nattereri
Serrasalmus rhombeus
Sorubim lima
Pimelodus blochii
Pimelodus ornatus
Hypostomus plecostomus
Cichlasoma orientale
Platydoras brachylecis
Cynodon gibbus
Hoplias malabaricus

Moenkhausia dichroura

Acestrorhynchus lacustris
Pygocentrus nattereri
Serrasalmus rhombeus
Sorubim lima
Pimelodus blochii
Pimelodus ornatus
Hypostomus plecostomus
Cichlasoma orientale
Platydoras brachylecis
Cynodon gibbus
Hoplias malabaricus

Moenkhausia dichroura

Gra
99.84
99.52
99.84
99.35

100
99.51
99.52
99.83

100

Flor
100
100
100
100

100
100

98,64

Tabela 2. Identificagdo molecular das espécies de peixes dos Rios Grajau e Flores realizada
através de comparagdes das sequéncias obtidas com sequéncias disponiveis na plataforma
BOLDSystems para o gene COI.

Os espécimes identificados morfologicamente apenas em nivel de género quando

comparadas com amostras da plataforma BOLDSystems obtiveram como resultados os

dados observados na Tabela 3.

Morfolégica Molecular Similaridade (%)
Gra Flor
Triportheus sp. Triportheus signatus 99.84 100
Steindachnerina sp. Steindachnerina notonota 98.25 100
Schizodon sp. Schizodon dissimilis 99.52 -
Pimelodella sp. Pimelodella parnahybae 99.30 -
Hassar sp. Hassar affinis 99.62 -
Loricaria sp. Loricaria cataphracta 99.84 -
Myloplus sp. Myloplus sp. 99.49 -
Geophagus sp. Geophagus proximus. 97.11 -
Auchenipterus sp. Auchenipterus menezesi - 100
Psectrogaster sp. Psectrogaster rhomboides - 100
Roeboides sp. Roeboides margaretae - 99.49
Prochilodus sp. Prochilodus lacustris - 100
Prochilodus nigricans - 99,33

Tabela 3. Identificacdo molecular realizada através de comparagdes das sequéncias obtidas
com sequéncias disponiveis na plataforma BOLDSystems para o gene COI dos espécimes de

peixes dos Rios Grajau e Flores identificados morfologicamente a nivel de género.
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As espécies Triportheus sp., Schizodon sp., Steindachnerina sp., Hassar sp. quando
submetidas a identificacdo molecular verificou-se ser Triportheus signatus (Garman, 1890),
Schizodon dissimilis (Garman, 1890), Steindachnerina notonota (Miranda Ribeiro, 1937),
Hassar affinis (Steindachner, 1881), respectivamente (Figura 4). Vale ressaltar que essas
espécies sao endémicas para as bacias do Nordeste brasileiro, e suas ocorréncias nos
tributarios do Rio Mearim confirma que as bacias maranhenses apresentam em sua
composicao, uma diversidade de peixes endémicos da regido Nordeste, 0 que encoraja a
realiza¢do de outros estudos que visem agcbes de manejo e conservagao para os tributarios
dabacia do Rio Mearim. Estudos demonstram que o conhecimento daictiofauna do Nordeste
€ parcial, evidenciando a caréncia existente nas informagdes basicas que compdem a
fauna de peixes da regido (ROSA, et al., 2003; LANGEANI et al., 2009; ALBUQUERQUE
et al., 2012).

Figura 4. Espécies identificadas nos tributarios do Rio Mearim que sdo endémicas do Nordeste
brasileiro. (A) Triportheus signatus; (B) Schizodon dissimilis; (C) Steindachnerina notonota; (D)
Hassar affinis.

A espécie Pimelodella sp. apresentou similaridade consistente com Pimelodella
parnahybae. Esta espécie foi registrada em estudos anteriores para a bacia do Rio Parnaiba
por Ramos et al. (2014) e para a bacia do Rio Itapecuru por Nascimento et al. (2016).
A espécie Loricaria sp. apresentou similaridade de 99,84% com Loricaria cataphracta, a
mesma foi registrada em nivel genérico para a bacia do Rio Itapecuru/MA por Nascimento
et al. (2016), sendo registrada em nivel especifico por Abreu et al. (2019) em estudos
realizados nas bacias costeiras do Maranhdo e por Teixeira et al. (2019) na bacia do Rio
Turiagu.

A espécie identificada morfologicamente como Myloplus sp. confirmou-se apenas
seu nivel genérico com similaridade de 100%. Vale ressaltar que o género Myloplus tem
sido registrado em bacias maranhenses em estudos realizados por Barros et al. (2011),
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Nascimento et al. (2016) e Abreu et al. (2019) ndo descartando a ocorréncia de espécies
desse género para os tributérios da bacia do Rio Mearim.

A espécie identificada morfologicamente como Geophagus sp. apresentou
similaridade de 97,11% com Geophagus proximus, entretanto esta espécie tem sua
distribuic@o registrada para a bacia do Rio Amazonas (PAULY; FROESE, 2019). Segundo
Hubert; Renno (2006) a relagéo entre os componentes da ictiofauna maranhense e do
Rio Amazonas tém sido explicadas em termos de disperséo costeira e, dessa forma,
influenciadas principalmente pelas variacdes em nivel do mar durante os periodos de
progressao.

Piorski (2010) ressalta que devido as caracteristicas geologicas da regido onde
se encontram as bacias hidrograficas maranhenses, possiveis eventos de transgressfes
maritimas ocorridos entre o Mioceno e o Holoceno poderiam em algum momento ter
permitido a comunicagéo entre afluentes de bacias distintas. Diante disto, essas hip6teses
possivelmente esclarecem a ocorréncia de espécies oriundas da Amazénia nos tributarios
Grajau e Flores.

A espécie identificada morfologicamente como Auchenipterus sp. apresentou
similaridade de 100% com Auchenipterus menezesi, a mesma tem sido registrada nas
bacias do Rio Itapecuru e Mearim por Abreu et al. (2019) e no Rio Pindaré por Guimaraes
et al. (2020).

Os exemplares identificados morfologicamente como Psectrogaster sp. e Roeboides
sp. apresentaram similaridade consistente com Psectrogaster rhomboides e Roeboides
margaretae respectivamente. Ambas as espécies tém ocorréncia registrada para o Rio
Itapecuru, Rio Parnaiba, Rio Mearim e Rio Pindaré (BARROS et al., 2011; RAMOS et al.,
2014; NASCIMENTO et al., 2016; ABREU et al., 2019; GUIMARAES et al., 2020).

A espécie Prochilodus sp. mostrou similaridade de 100% com Prochilodus lacustris
e 99,33% com Prochilodus nigricans. Melo et al. (2018), ressaltam que as espécies deste
género apresentam diferenciacdo morfologica muito sutil. Silva et al. (2020) analisando
as populacdes de Prochilodus no sistema hidrolégico Pindaré-Mearim verificou que estas
apresentam baixos niveis de variabilidade e distancia genética, revelando portando apenas
um Unico taxon entre as espécies de P. lacustris e P. nigricans apontando para necessidade
de uma revisdo taxonOmica entre estas espécies.

Os espécimes de Leporinus sp. apresentaram similaridade com trés espécies do
mesmo género (Tabela 4). Dos 11 espécimes analisados, apenas um mostrou similaridade
de 99,82% para Leporinus piau, 10 espécimes apresentaram similaridade de 100% para
Leporinus friderici, 99,84% para Leporinus piau e 99,84% para Leporinus sp6. Nos trabalhos
realizados por Fraga et al. (2014) e Aragédo (2015) com Leporinus de bacias maranhenses,
foram observados resultados similares, mostrando um processo de diferenciacdo genética
neste taxon. Conforme, Krinski; Miyazawa (2013), as espécies deste género constantemente

tém passado por revisdes decorrentes das relagbes ecologicas e taxondmicas pouco
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esclarecidas, provavelmente havendo um namero incerto de espécies descritas.

Morfologica Molecular Similaridade (%)
Leporinus sp. (Subclado 1) Leporinus piau 99,82
Leporinus sp. (Subclado II) Leporinus friderici 100

Leporinus piau 99,84
Leporinus sp.6 99,84

Tabela 4. Identificagdo molecular da espécie Leporinus sp. dos Rios Grajau e Flores realizada
através de comparagdes das sequéncias obtidas com sequéncias disponiveis na plataforma
BOLDSystems para o gene COI.

Os resultados encontrados para os Tributarios Grajal e Flores ressaltam a
problematica taxonémica de Leporinus, ja que esta vem sendo observada em estudos
realizados em outras bacias maranhenses, como na bacia do Rio Itapecuru e na bacia do
Rio Turiagu (Nascimento et al., 2016; Teixeira et al., 2019). Segundo Henriques (2010) a
resolugcéo de problemas relacionados a identificagdo de uma espécie exige uma cuidadosa
andlise morfolégica de taxonomistas especialistas antes que quaisquer recomendacoes
finais possam ser feitas, sendo assim as analises de DNA Barcode e a analise morfolégica
devem caminhar juntas na resolugéo desta problematica.

Dos cinco espécimes analisados de Hoplias malabaricus, quatro apresentaram
similaridade de 100% com Hoplias malabaricus e um espécime mostrou similaridade de
97,92% com Hoplias malabaricus (Tabela 5).

Morfologica Molecular Similaridade (%)
Hoplias malabaricus (Subclado 1) Hoplias malabaricus 100
Hoplias malabaricus (Subclado Il) Hoplias malabaricus 97,92

Tabela 5. Identificagdo molecular da espécie Hoplias malabaricus dos Rios Grajau e Flores
realizadas através de comparagdes das sequéncias obtidas com sequéncias disponiveis na
plataforma BOLDSystems para o gene COI.

A espécie identificada como Hoplias malabaricus apresentou divergéncia entre
seus espécimes de 2,5%, refletindo o observado na analise de NJ, onde essa espécie
apresentou-se dividida em dois subclados, com indicativo de duas linhagens para os
tributarios da bacia do Rio Mearim. No estudo realizado por Pires et al. (2019 e 2021)
em bacias maranhenses, estes encontraram resultados semelhantes citando a ocorréncia
de quatro linhagens diferentes para Hoplias malabaricus utilizando fragmentos de regides
gendmicas mitocondriais e nuclear, sendo que pelo menos duas delas ocorrem na bacia
do Rio Mearim, o que explica a ocorréncia das duas linhagens apresentadas no presente
estudo.
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41 CONCLUSAO

No presente estudo a utilizagdo da técnica DNA Barcode para identificagcdo das
espécies de peixes presentes nos tributarios Grajau e Flores mostrou-se eficaz, identificando
e confirmando 95% das espécies analisadas. Concluimos que diante dos resultados
encontrados estamos diante de um ecossistema composto por espécies endémicas do
Nordeste brasileiro, assim, a ocorréncia destas nos tributarios estudados pode encorajar

acOes de manejo e conservagao para a ictiofauna da bacia do Rio Mearim.
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RESUMO: Embora o girassol se destaque por
apresentar ampla capacidade de adaptagcéo em
diferentes ambientes, caracterizar-se pela sua
rusticidade, tolerancia a baixas temperaturas,
relativa resisténcia a seca e rendimento pouco
influenciado pela altitude e fotoperiodo, néo
apresenta mesmo desempenho nos diferentes
agroecossitemas. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a fenologia e o crescimento de hibridos
de girassol nas condicdes do Recéncavo Sul da
Bahia em diferentes épocas de semeadura e
arranjos espaciais de plantas. Os experimentos
foram instalados no Campo Experimental da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia,
em dois anos de cultivo. Para cada época
de semeadura foi instalado um experimento
no delineamento em blocos casualizados em
esquema de parcelas subdivididas no espaco,
onde nas parcelas ficaram os tratamentos
principais os diferentes arranjos espaciais de
planta arranjo 1- A1(0,45 m X 0,49 m); arranjo
2- A2 (0,70 m X 0,32m) e arranjo 3- A3 (0,90 m
X 0,25 m), e nas subparcelas os tratamentos
secundarios que foram os hibridos de girassol
(Hélio 250, Hélio 253 e Aguard 3) em seis
repeticoes. As trés épocas de semeadura foram:
época 1, EP1 (segunda quinzena de maio); época
2, EP2 (segunda quinzena de junho) e época 3,
EP3 (segunda quinzena de julho) nos dois anos
da pesquisa. Avaliou-se a fenologia da planta do
girassol, o acumulo da massa da matéria seca
(MST) bem como a area foliar (AF) ao longo do
ciclo da cultura. A variagéo temporal da MST e da
AF foi ajustada pela fungéo polinomial exponencial
Ln (y) = a + bx"5 + cx®®. O encurtamento no ciclo
dos hibridos principalmente na EP3 nos dois
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anos de estudo € influenciado pela precipitacdo pluvial. A redugéo no acimulo de massa da
matéria seca e da area foliar € significativamente influenciada pelas épocas de semeadura.
PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L., massa da matéria seca, area foliar.

GROWTH AND PHENOLOGY OF SUNFLOWER UNDER DIFFERENT SOWING
DATES AND ARRANGEMENTS SPATIAL IN NO-TILLAGE

ABSTRACT: Although sunflower stands out for presenting wide adaptability to different
environments, characterized by its hardiness, tolerance to low temperatures on drought
resistance and yield little influenced by altitude and photoperiod does not have the same
performance on different agroecosystems. The objective of this study was to evaluate the
phenology and growth of sunflower hybrids under the conditions of southern Bahia Recdncavo
in different sowing dates and spatial arrangements of plants. The experiments were conducted
on the experimental farm of the Federal University of Bahia Reconcavo in two crop years. For
each sowing date was an experiment in a randomized block design in split plot in space, where
the main plot treatments were the different spatial arrangements of plant arrangement 1 - A1
(0.45 m X 0.49 m) arrangement; 2 - A2 (0.70m X 0.32m) and arrange 3 - A3 (0.90 m X 0.25 m),
the subplots and secondary treatments that were hybrids of sunflower (250 Helium, Helium
253 and Aguara 3) in six replicates. The three sowing dates were: season 1, EP1 (second half
of May); season 2, EP2 (second half of June) and then 3, EP3 (second half of July) in the two
years of research. Reviewed the phenology of sunflower plant, the accumulation of total dry
matter (TDM) and the leaf area (LA) along the crop cycle. The temporal variation of the MST
and the AF was adjusted by exponential polynomial Ln (y) = a + bx'5 + ¢x®5. Shortening the
cycle of hybrid EP3 mainly in the two years of study is influenced by rainfall. The reduction in
the accumulation of dry matter and revelry area is significantly influenced by sowing dates.
KEYWORDS: Helianthus annuus L., dry matter mass, leaf area.

11 INTRODUGAO

O girassol é cultivado com sucesso em boa parte do territorio brasileiro,
principalmente nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
além da regido Sul do pais (LIRA et al., 2011). No entanto, o grande desafio € a sua
expansao nas diferentes regides do Nordeste brasileiro.

Para os agricultores do estado da Bahia, a cultura do girassol se apresenta como
uma opg¢éao no processo de diversificagdo de cultivos, com possibilidade de aumentar a
renda e ampliar os processos de comercializagé@o pela possibilidade de usos na alimentacao
humana, animal, por apresentar aptidéo ornamental e propriedades medicinais (BAHIABIO,
2007).

Embora o girassol se destaque por apresentar ampla capacidade de adaptacdo em
diferentes ambientes, caracterizar-se pela sua rusticidade, tolerancia a baixas temperaturas,
relativa resisténcia a seca e rendimento pouco influenciado pala altitude e fotoperiodo ndo
apresentam mesmo desempenho nos diferentes agroecossitemas (SACHS et al., 2006;
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AFFERRI et al., 2008; JONER et al., 2011).

Para que o pesquisador possa incrementar a produtividade e garantir o sucesso da
cultura, faz-se necessario néo sb6 o uso de técnicas como a época de semeadura ideal e 0s
arranjos espaciais que configurem melhor a planta na area, como também o conhecimento
da fenologia da cultura (SMIDERLE et al., 2005).

A descri¢do fenologica constitui-se em uma ferramenta eficaz no manejo de uma
cultura, ja que possibilita identificar, por meio da observagéo dos caracteres morfolégicos da
planta, seu momento fisiolégico, ao qual se encontra, associado a uma série de necessidades
por parte do vegetal que, uma vez atendidas, possibilitardo o normal desenvolvimento da
cultura e, consequentemente, bons rendimentos (PEIXOTO e PEIXOTO, 2009).

E de fundamental importancia o conhecimento das caracteristicas da planta e do
ambiente, para que as necessidades da cultura sejam atendidas, uma vez que os fatores
climaticos que condicionam o ambiente sdo determinantes no grau de adaptacdo dos
individuos (CRUZ, 2011). O conhecimento dos diferentes fatores, que influenciam no
acumulo de matéria seca e no incremento da area foliar de qualquer planta, em fungéo do
tempo é imprescindivel para a identificagdo de materiais promissores (BENICASA, 2004;
PEIXOTO e PEIXOTO, 2009).

Sabendo-se da interacdo presente nas espécies vegetais entre gendtipos e
ambiente, e que existe variagdo do desempenho desses em fungcdo da regido e da
época de semeadura, faz-se necessario a avaliacdo continua desses materiais, visando
o conhecimento do desempenho agronémico bem como da adaptacdo dos mesmos nas
condi¢bes locais, a fim de se proceder a indicacdo de cultivares (PORTO et al., 2007).

Assim, objetivou-se avaliar a fenologia e o crescimento de hibridos de girassol
baseado na quantidade de material acumulado na planta (massa da matéria seca) e em
sua superficie fotossintetizante (area foliar) nas condi¢gdes do Reconcavo Sul da Bahia em
diferentes épocas de semeadura e arranjos espaciais de plantas.

21 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram instalados no Campo Experimental da Universidade Federal
do Reconcavo da Bahia, em Cruz das Almas, Bahia, em dois anos de cultivo. A cidade esta
situada a 12° 40’ 19” de latitude Sul e 39° 06’ 22” de longitude Oeste de Greenwich, tendo
220 m de altitude. O clima é tropical quente e tmido Am e Aw, segundo a classificacdo de
K&éppen, com pluviosidade média anual de 1200 mm, com varia¢des entre 900 e 1300 mm,
sendo os meses de margo a agosto os mais chuvosos e de setembro a fevereiro os mais
secos. A temperatura média anual é de 24°C e umidade relativa de 80% (MENDONCA et
al., 2020). O solo é classificado como Latossolo Amarelo Distrocoeso, de textura média,
relevo plano, bem drenado e profundo (SANTOS, 2013).

Para cada época de semeadura foi instalado um experimento no delineamento em
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blocos casualizados em esquema de parcelas subdivididas no espaco, onde nas parcelas
ficaram os tratamentos principais os diferentes arranjos espaciais de planta arranjo 1-
A1(0,45 m X 0,49 m); arranjo 2- A2 (0,70 m X 0,32m) e arranjo 3- A3 (0,90 m X 0,25 m), e
nas subparcelas os tratamentos secundérios que foram os hibridos de girassol (Hélio 250,
Hélio 253 e Aguara 3) em seis repeticoes.

As trés épocas de semeadura foram: época 1, EP1 (segunda quinzena de maio);
época 2, EP2 (segunda quinzena de junho) e época 3, EP3 (segunda quinzena de julho)
nos dois anos da pesquisa.

As parcelas experimentais foram compostas por oito linhas de 6,0 m de
comprimento, espacadas entre si pelos diferentes arranjos espaciais de planta, mantendo-
se a populacéo fixa de aproximadamente 45.000 plantas por hectare. Foram utilizadas
trés linhas descontando-se 0,50 m de cada extremidade como &rea Util para a obtencéo
da produtividade de aquénios. Duas linhas foram usadas como a area Uutil para a retirada
de amostras destrutivas que foram utilizadas para as analises de crescimento e as demais
linhas como bordaduras.

No periodo da semeadura foi realizada a dessecacado de plantas que serviram de
palhada na area experimental via pulverizagdo com o herbicida Glifosate na dosagem de
1,5 L e 0,5 L de U46 diluidos em 100 L de 4gua. A semeadura foi realizada manualmente
no primeiro ano e com o auxilio de plantadeira manual tipo matraca no segundo ano em
sistema plantio direto em palha de Brachiaria decumbens no ano 1 e de milheto (Pennisetum
glaucum)no ano 2, sendo semeadas trés sementes por cova. Aos 14 dias ap0s a semeadura
foi realizado o desbaste das plantas deixando uma planta por cova.

Para avaliar o desempenho dos hibridos de girassol foram acompanhadas as
diferentes fenofases, utilizando a descricdo esquematica das fases de desenvolvimento
do girassol, segundo Schineiter e Miller (1981). Para a determinagédo da massa da matéria
seca total (g planta”) e da area foliar (dm?), foram realizadas coletas quinzenais de cinco
plantas aleatérias por parcela nas linhas destinadas a analise de crescimento, a partir dos
trinta dias ap6s a emergéncia (DAE) até a maturagéo fisiol6gica da cultura.

A massa da matéria seca total resultou da soma da massa seca das diversas fracoes
da planta (raiz, haste, folhas, capitulo), apds secarem em estufa de ventilacdo for¢ada (65
+ 5 °C), até atingirem massa constante. A area foliar foi determinada mediante a relagéo da
massa da matéria seca das folhas e a massa da matéria seca de dez discos foliares obtidos
com o auxilio de um perfurador de area conhecida.

As varidveis massa da matéria seca total (MST) e area foliar (AF), foram submetidas
a analise da variancia para cada ano de pesquisa e a variagcao temporal da MST e da AF foi
ajustada pela funcao polinomial exponencial Ln (y) = a + bx"® + cx®?, utilizada por PEIXOTO
(1998) e CRUZ (2011) para representar a progressao do crescimento ao longo do ciclo,
em que (y) é a variavel MST ou AF, em func¢do do tempo, sendo a, b e ¢ os coeficientes

empiricos determinados estatisticamente e x a variavel tempo em dias ap6s a emergéncia.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que as médias de temperatura, radiacdo e umidade relativa do ar,
durante o periodo que o experimento foi desenvolvido, variaram pouco, enquanto 0 mesmo
nao ocorreu para a precipitacéo pluvial, havendo variagdo ndo s6 de um ano para o outro,
mas entre 0s meses no mesmo ano. Foi observado que no més de julho do primeiro ano
houve uma queda na precipitacdo pluvial chegando a 64 mm e no segundo essa escassez
de agua foi mais acentuada nos meses de setembro e outubro com precipitagbes médias
em torno de 48 mm e 29,5 mm, respectivamente.

De maneira geral a precipitacdo pluvial variou entre os meses que foram
desenvolvidos os experimentos de 64 mm a 159 mm no ano 1 e de 29,5 mm a 130 mm no
ano 2. No entanto, a precipitacdo pluviométrica desde a semeadura até a colheita foi de
447,7; 405,6 e 368,4 mm nas EP1, EP2 e EP3, respectivamente no ano 1 e 466,6; 422,3
e 307,2 mm para o ano 2. Desse modo, néo foi possivel atingir a precipitacdo minima de
500 mm exigida pela cultura para se estabelecer e apresentar um bom desenvolvimento.

O consumo de agua pela cultura do girassol varia em fungdo das condi¢des
climaticas, da duragéo do ciclo e do manejo do solo e da cultura (CASTRO e FARIAS,
2005). As necessidades hidricas do girassol ainda ndo estdo perfeitamente definidas,
existindo informagdes que indicam desde menos 200 mm até mais de 900 mm por ciclo
(DUTRA et al., 2012). Entretanto, na maioria dos casos, 500 a 700 mm de agua, bem
distribuidos ao longo do ciclo, resultam em rendimentos proximos ao potencial maximo
(CARVALHO, 2004).

Houve uma distribui¢é@o insatisfatéria durante o ciclo, e ocorreram muitas varia¢des
no periodo em que os ensaios foram desenvolvidos, a falta de agua pode ter afetado o
crescimento e 0 bom desenvolvimento das plantas principalmente quando o déficit hidrico
coincidiu com os estadios de maior demanda por agua pela cultura do girassol que
corresponde o periodo entre 10 a 15 dias antes do inicio do florescimento e 10 a 15 dias
apos o final da floragcéo (enchimento de aquénios) (COSTA e FARIAS, 2005).

A planta de girassol ndo é tida como altamente tolerante a falta de agua, mas
apresenta caracteristicas importantes como um sistema radicular profundo e vigoroso e
que se desenvolve muito bem quando ndo ha impedimentos fisicos nos solos. Segundo
Dutra et al. (2012) esta tolerancia ao déficit hidrico do solo, é em funcédo do maior perfil
explorado (capacidade de extrair aproximadamente 92% de agua disponivel na camada de
solo), incrementa a absor¢do de agua e de nutrientes além de servirem como ancoragem
da planta.

Outro fator importante para que as plantas tenham se desenvolvido bem, mesmo
com muita variagdo na distribuicdo de adgua durante o periodo do ensaio nos dois anos
foi 0 manejo do solo, os experimentos foram implantado em sistema plantio direto, que
segundo Calegari e Costa (2009) entre os varios beneficios que essa técnica possibilita
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como melhoria dos atributos fisicos, quimicos e biolégicos do solo, aumenta a capacidade
de armazenamento de agua, promovendo um conforto térmico para as plantas.

O desenvolvimento fenologico do girassol entre a semeadura e a maturacao
fisiologica é dado por uma sequéncia de alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas na planta.
Os principais estadios fenoldégicos bem como a duracdo dos mesmos nos hibridos de
girassol Hélio 250, Hélio 253 e Aguaréa 3 nas diferentes épocas de semeadura nos anos de
2011 e 2012 podem ser observados na Tabela 1.

A importancia do estudo fenoldgico do girassol deve-se ao fato de que o periodo
de desenvolvimento das varias fases é influenciado pela interagdo genétipo x ambiente,
sendo que o acompanhamento das fenofases permite identificar as variagdes entre plantas
crescendo em diferentes condicdes de manejo e ambiente.

Muitas praticas culturais que requerem o conhecimento de uma fase especifica
para seu melhor emprego, como a aplicacdo de adubacdo de cobertura, de herbicida
pbs-emergente ou a coleta de folhas para andlise de tecido, entre outras, podem ser
adequadamente executadas quando se refere, de forma precisa, a uma determinada fase
fenologica.

Como podem ser observados na Tabela 1, os ciclos de maturagdo dos hibridos
variaram entre os anos e entre as épocas de semeadura. De maneira geral a terceira época
de semeadura foi a que os hibridos apresentaram menor ciclo total, ou que tiveram seus
ciclos mais reduzidos independente do ano. Verifica-se que no ano 1 este encurtamento foi
de 16 dias da EP1 para a EP3 e no ano 2 foi de sete dias entre a primeira e terceira época.

FASES FENOLOGICAS

EPOCAS HIBRIDOS S-VE Rt R4 Rs Re R7 Ry SO0
DAE DAS

Ano 1
H250 6 20 46 67 72 78 90 103
EP1 H253 6 34 51 72 77 93 9 108
AGUARA 6 31 48 69 74 90 92 105
H250 7 30 3 48 62 83 08 105
EP2 H253 7 3 4 53 67 8 103 110
AGUARA 7 32 38 50 64 8 100 107
H250 7 29 50 58 66 69 76 87
EP3 H253 7 34 55 63 71 74 8 92
AGUARA 7 31 52 60 68 71 78 89
EPOCAS HIBRIDOS S-VE Rt R4 Rs Re R7 Ry S0
DAE DAS
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Ano 2

H250 7 35 47 54 63 68 77 97
EP1 H253 7 40 52 59 68 73 82 102
AGUARA 7 37 49 56 65 70 79 99

H250 7 38 49 65 78 88 93 98

EP2 H253 7 43 54 70 83 93 98 103
AGUARA 7 40 51 67 80 90 95 100

H250 9 34 46 57 62 67 73 90

EP3 H253 9 39 51 62 67 72 79 95
AGUARA 9 36 48 59 64 69 76 92

EP1= 12 época de semeadura (segunda quinzena de maio); EP2 = 2% época de semeadura
(segunda quinzena de junho); EP3 = 3% época de semeadura (segunda terceira de julho); VE=
estadio vegetativo; DAE= dias apds a emergéncia das plantulas; DAS= dias ap6s a semeadura
nos dois anos agricolas.

Tabela 1. Duragdo média das principais fases de desenvolvimento dos hibridos de girassol
(Hélio 250, Hélio 253 e Aguara 3), semeados em trés épocas de semeadura (EP1, EP2 e EP3),
nos anos de 2011 e 2012, em Cruz das Almas - BA.

Observou-se que independentemente do ano, houve maior precocidade do hibrido
H250, por ocasido dos periodos fenolbgicos estudados, com diferenca no ciclo total de dois
dias em relagdo ao hibrido Aguara 3 e de cinco dias em relagédo ao hibrido H253. Nesse
trabalho o ciclo total do hibrido H250 variou de 87 a 105 dias e 0 H253 de 92 a 110 dias nao
fugindo muito do recomendado pela empresa de sementes fornecedora, que é de 85 a 105
dias para H250 e de 87 a 110 para o H253. Trabalho desenvolvido por SILVA et al. (2007),
também encontrou precocidade para o hibrido H250 em cinco dias em relagdo ao H251,
nos estadios R5.1, R5.5, R6 e R9.

Observa-se ainda que na EP1 os ciclos totais dos hibridos foram reduzidos em
seis dias no segundo ano em relagdo ao primeiro. Na EP2 o mesmo ocorreu, sendo que
foi reduzido o ciclo total em sete dias. Entretanto, para EP3 houve acréscimo em trés dias
no ciclo total. Embora para alguns autores a temperatura do ar e a radiagao solar sejam
os fatores do clima que mais influenciam na duragéo do ciclo total e dos subperiodos do
girassol (SENTELHAS e UNGARO, 1998; SMIDERLE et al., 2002; THOMAZ et al., 2012),
isso ndo foi observado nesse trabalho, uma vez que tanto a temperatura do ar como a
radiacdo variaram pouco entre 0s anos avaliados.

Essas redugdes nos ciclos totais observados nas EP1 e EP2 do ano 2 em relacdo
ao ano 1 podem ter ocorrido por uma menor precipitacao pluvial no segundo ano, no qual
a precipitacéo foi de 73,8 mm na EP1 e 115,1 mm na EP2, o que pode ter levado a planta
acelerar a fase reprodutiva nos estadios R5-R6 na EP1 e no estadio R9 na EP2.

No entanto, na EP3 a redugéo no ciclo total dos hibridos foi maior no ano primeiro
ano do que no segundo, processo inverso ao observado nas outras épocas de semeadura,
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mas que corroboram as observagdes de que a precipitacdo pluvial foi o fator que mais
influenciou no ciclo total da cultura, uma vez que no ano 1 a precipitagéo foi 64,1 mm no
periodo de crescimento inicial no ano 2 foram 99,4 mm. Cruz, (2011) avaliando a cultura
da soja, também observou encurtamento da fase vegetativa (VE-R1) nas EP1 e EP2 em
funcdo de ocorréncias de veranicos e menores precipitagdes pluviais, no Oeste da Bahia.

Uma adequada disponibilidade de agua durante o periodo da germinacdo a
emergéncia € necessaria para obtencdo de uma boa uniformidade na germinagcéo e na
emergéncia das plantas e, consequentemente, na populacao desejada de plantas de forma
que nao venha causar danos posteriores. Quando a deficiéncia hidrica incide nos estadios
iniciais da estacéo de cultivo do girassol a planta manifesta, a nivel celular, perdas no turgor
e, em consequéncia, redugdo do crescimento, afetando sobremaneira, a morfologia de
6rgaos como raizes, folhas, caules e capitulos (SILVA et al., 2012).

Na Tabela 2, observam-se os valores médios obtidos para os fatores climaticos
como precipitacdo pluvial, temperaturas, minimas, médias e maximas do ar e radiacéo
solar relacionadas as fases de desenvolvimento (VE-R1, R1-R4, R4-R6 e R6-R9) da cultura
e as diferentes épocas de semeadura avaliadas nos dois anos que foi desenvolvida a
pesquisa. A cultura do girassol tolera uma faixa de temperatura entre 10 a 24°C sem causar
reducao significativa na producéo, e a temperatura 6tima para seu desenvolvimento situa-
se na faixa entre 27 e 28°C, logo os valores das temperaturas minimas, médias e maximas
durante os experimentos, ndo variaram muito e estao dentro desse padrdo nao afetando os
subperiodos fenologicos.

Apesar de ter ocorrido uma variagdo entre as radiagbes solares nas épocas de
semeadura e nos subperiodos, a precipitagéo pluvial nesse trabalho € o que mais influenciou
na duragéo dos ciclos de maturacéo dos hibridos, apresentando relagcéo direta, ou seja,
quanto menor foi a precipitagdo em determinados subperiodos, menor foi a duragéo do ciclo
como pode ser observado na Tabela 2. Em trabalho desenvolvido com a cultura do girassol
em diferentes condi¢des edafoclimaticas do Sudeste Paranaense, Ribeiro et al., (2011)
também verificaram que os valores de radiacéo interceptada nos subperiodos tiveram uma
variabilidade menor em relagdo aos valores de precipitacao pluvial.
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Ano 1

Epocas de

Fases

Precipitagao

Temperatura (°C)

Radiacao (M. J.

Semeadura  Fenolog. Duragdo (mm) Max Méd. Min. m? dia)
VE - R1 30 158,8 26,0 22,1 19,4 17,7
R1-R4 18 48,4 28,8 22,2 19,3 16,0
EP1 R4 - R6 27 53,8 26,3 21,6 18,4 16,3
R6 - R9 9 28,6 28,8 22,2 18,1 19,7
VE - R1 31 53,5 263 219 18,5 15,5
R1 - R4 7 16,9 26,0 21,5 18,4 17,3
EP2 R4 - R6 28 91,6 26,3 21,8 18,5 18,7
R6 - R9 37 119,7 26,3 21,7 18,1 19,2
VE - R1 30 94,8 263 21,8 18,4 18,9
R1- R4 22 44,8 27,0 21,9 18,0 21,1
EPS R4 - R6 17 71,1 25,9 21,6 18,4 16,9
R6 - R9 11 15,3 28,4 233 19,5 20,8
Ano 2
sl)\’Epocas de Fases Duragéo Precipitacao Temperatura média (*C) Radiagéc_) (M. J.
emeadura  Fenolog. (mm) Max Méd. Min. m? dia)
VE - R1 36 182,6 26,1 22,0 19,4 14,2
R1-R4 13 28,5 27,0 22,3 19,0 15,2
EP1 R4 - R6 17 36,3 26,3 21,3 18,1 15,2
R6 - R9 15 96,1 255 21,2 18,3 16,8
VE - R1 39 197,3 26,0 21,8 19,0 13,9
R1-R4 12 39 26,0 21,3 18,0 15,1
EP2 R4 - R6 30 107,2 26,1 21,7 18,4 19,2
R6 - R9 16 18,8 28,8 23,0 19,1 19,1
VE - R1 36 141,8 26,0 21,3 18,2 16,9
R1 - R4 14 20,7 27,1 22,1 18,6 18,6
EPS R4 - R6 16 18,8 28,8 23,0 19,1 19,1
R6 - R9 12 247 27,0 22,0 18,7 14,9

EP1= 12 época de semeadura (segunda quinzena de maio); EP2 = 22 época de semeadura
(segunda quinzena de junho); EP3 = 3% época de semeadura (segunda quinzena de julho);
VE — R1(subperiodos que vai da emergéncia até a formagéo do broto floral); R1 — R4 (do
broto floral a florac&o inicial); R4 — R6 (da florac&o inicial ata a floragao final) e R6 - R9 (vai da

Tabela 2. Precipitagéo pluvial (mm), Temperatura média do ar (°C) e radiacéo solar (M.J. m2
dia) nos anos estudados, relacionadas com as fases de desenvolvimento do girassol em cada
época de semeadura, em Cruz das Almas - BA.

floragdo final ata a maturacao fisiolégica), nos dois anos agricolas.

Ainda na Tabela 2, observa-se uma reducao de dez dias na duragéo dos subperiodos

R4 - R6 (periodo compreendido entre o inicio o final da floragdo) na EP1 no segundo ano
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em relagdo ao primeiro, sendo que também a precipitagéo pluvial nesses subperiodos foi
menor no ano 2 (36,3 mm) em relacdo ao ano 1 que foi de (53,8 mm). Para as EP2 e EP3
a variacdo na duragédo do mesmo subperiodos (R4 — R6) foi de 2 e 1 dia, respectivamente,
de um ano para outro.

No primeiro ano fica evidente que os maiores encurtamentos dos subperiodos nas
diferentes épocas de semeadura, ocorreram principalmente na fase reprodutiva (R6-R9) na
EP1 e EP3; sendo que na EP2, correu no subperiodo R1-R4. Essas fases apresentaram
maior sensibilidade as variagdes climaticas, principalmente a falta de agua. No segundo
ano, as fenofases de maior redugéo coincidiram com o susbperiodos R1-R4 na EP1 e EP2
e no subperiodo R6-R9 na EP3.

As necessidades hidricas do girassol aumentam com o desenvolvimento da planta,
a porcentagem média de agua usada na cultura é de aproximadamente 20% durante o
estadio vegetativo, 55% durante o florescimento e 25% na fase de enchimento do gréo
(DUTRA et al., 2012). Em geral, a falta ou excesso de 4gua numa cultura séo prejudiciais
ao seu desenvolvimento. A determinacéo das necessidades hidricas das culturas, em seus
diferentes estadios de desenvolvimento, é uma etapa importante até para a escolha da
época de semeadura ideal, pois a agua s6 nao é desejavel por ocasido da colheita.

Os parametros utilizados para medir o crescimento vegetal, séo basicamente a
massa da matéria seca (fitomassa) da planta e a dimensdo do aparelho fotossintetizante
(area foliar). De acordo com a analise de variancia, o efeito da época de semeadura foi
significativo tanto para matéria seca como para area foliar nos dois anos de pesquisa.

Para a varidvel massa da matéria seca, a interacdo arranjo x hibrido sé nao
apresentou significancia aos 90 DAE, ano 1 e aos 45 DAE no ano 2. Na interagédo arranjo
X época de semeadura, todas as avaliagbes foram significativas e na interagdo hibrido x
época de semeadura s6 nao houve significancia aos 75 e 90 DAE no primeiro ano e aos 45
DAE no segundo ano.

Para a variavel area foliar, observou-se que na interagéo arranjo x hibrido ndo houve
significancia aos 75 e 90 DAE no ano 1 e aos 45 DAE no ano 2. Na interag¢do arranjo x época
de semeadura também néo houve significancia aos 30 e 90 DAE no ano 1 e foi significativa
em todas as avaliagdes no ano 2. Para a interacdo hibrido x época de semeadura s6 néo
houve significancia aos 90 DAE no ano 1 e aos 30 DAE no ano 2.

A variacdo média da MST acumulada pelos hibridos de girassol nas trés épocas
de semeadura e nos trés arranjos espaciais de planta em Cruz das Almas - BA estédo
apresentados na Figura 1 (primeiro ano) e Figura 2 (segundo ano).

Pode-se observar a superioridade das épocas de semeadura EP1 e EP2, em relacao
a EP3, onde ocorreram reducdes acentuadas no acumulo da matéria seca, nos dois anos.
Esse menor acimulo de MST na EP3 pode estar relacionado entre outros fatores com uma
menor precipitacao pluvial nessa época nos dois anos de ensaios. A falta de agua pode
levar a reducéo da expanséo celular, fechamento de estdmatos, redugéo na fotossintese,
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afetando severamente a producgéo de fitomassa.

A variagcdo da MST, oriunda das fragdes folhas, hastes e raiz, apresentaram a
tendéncia de uma curva sigmoidal esperada, em quase todos os hibridos e épocas de
semeadura (com excecdo da EPS3, principalmente no ano 2), em relacdo ao tempo que
em geral, aumenta até um maximo, sofre uma inflexdo e diminui progressivamente até a
senescéncia da cultura.

Esta tendéncia de variagdo em relacdo ao tempo, para o acumulo de matéria
seca, passando por um maximo e diminuindo progressivamente até o final do ciclo da
cultura, foi encontrado por Carvalho (2004); Neves et al., (2005) e Watanabe (2007) em
girassol ornamental no Parana e indica um balango negativo da fotossintese comparada
a respiragdo, devido a fase de senescéncia foliar, com menor interceptacdo da energia

luminosa, resultando em decréscimo do processo fotossintético.
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Figura 1. Curvas polinomiais para matéria seca total (g planta ') em dias apés a emergéncia
(DAE) dos hibridos de girassol Hélio 250, Hélio 253 e Aguara 3 em trés épocas de semeadura
(EP1 = segunda quinzena de maio; EP2 = segunda quinzena de junho e EP3 = segunda
quinzena de julho) em trés arranjos espaciais de planta (A1 = 0,45 m x 0,49 m; A2 = 0,70 m x
0,32 m e A3 = 0,90 m x 0,25 m), em Cruz das Almas- BA, no primeiro ano.
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Figura 2. Curvas polinomiais para matéria seca total (g planta ') em dias apés a emergéncia
(DAE) dos hibridos de girassol Hélio 250, Hélio 253 e Aguara 3 em trés épocas de semeadura
(EP1 = segunda quinzena de maio; EP2 = segunda quinzena de junho e EP3 = segunda
quinzena de julho) em trés arranjos espaciais de planta (A1 = 0,45 m x 0,49 m; A2 = 0,70 m x
0,32 m e A3 = 0,90 m x 0,25 m), em Cruz das Almas - BA, no segundo ano.

Nas fases iniciais do crescimento dos hibridos de girassol o acimulo de matéria
seca total € baixo, ocorrendo similaridade entre as épocas de semeadura entre os periodos
de 30 a 45 DAE nos dois anos de ensaios (Figuras 1 e 2). Os acumulos maximos de matéria
seca para EP1 e EP2 ocorreram em torno dos 60 aos 75 DAE (entre R5 e R7, periodo
compreendido entre a floragéo e inicio do desenvolvimento de aquénios) e na EP3 em torno
dos 60 DAE (R5), em ambos os anos, devido ao encurtamento do ciclo dos hibridos nessa
época como pode ter sido observado na (Tabela 1).

Souza (2010) encontrou o acumulo de matéria seca maximo, entre 51 e 66 DAE,
no cultivar Embrapa 122 para as diferentes épocas de semeadura e localidades. Gomes
et al. (2010) observaram que os maiores acumulos de matéria seca para o hibrido Hélio
358 ocorreu aos 95 DAS. E Silva et al. (2012), observaram na cultivar Multissol maior
acumulo de matéria seca aos 110 DAS no tratamento que a cultura ndo sofreu nenhum
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déficit hidrico, decrescendo em seguida.

Segundo Gomes et al. (2010) o maximo acimulo de massa seca ocorre justamente
apos a estabilizagdo do crescimento das plantas, podendo ser explicado pelo processo de
redistribuicdo de assimilados da fitomassa (fonte) para a produg¢do de aquénios (dreno),
apods este estagio de desenvolvimento inicia-se o processo de maturagéo fisiologica dos
aquénios e senescéncia da cultura com posterior paralisa¢gdo do acimulo de fitomassa.

Na Figura 3 e 4 observa-se o desempenho dos hibridos de girassol quanto ao
incremento de area foliar. As curvas polinomiais obtidas mostram a tendéncia parabdlica
da area foliar para todos os hibridos e em todas as épocas com excec¢éo de alguns hibridos
na EP3 nos arranjos A1 e A2 no ano 2. Essa tendéncia parabdlica foi observada também
nos resultados de Neves et al. (2005), Fagundes et al. (2007), e Dutra et al. (2012).

Semelhante a matéria seca, observa-se que a area foliar apresentou maior
incremento nas épocas (EP1 e EP2) em relagéo a EP3. Além da menor precipitagéo pluvial
que foi observada na EP3 nos dois anos dos ensaios, a area usada para a semeadura
da EP3 no ano 2 foi o primeiro ano de uso como sistema em plantio direto, as sementes
demoram 9 dias para emergir (Tabela 1), as parcelas ndo foram muito uniformes, as plantas
nao se desenvolveram como esperado e as plantas espontéaneas podem ter contribuido por
meio da competicdo nessa fase inicial de desenvolvimento por luz, &gua e nutrientes o que
também desfavoreceu o desempenho das plantas nessa época.

Segundo Dutra et al. (2012) as plantas submetidas a maiores teores de agua
produzem um maior numero de folhas e por consequéncia aumento da area foliar. Logo a
menor ou a redugdo da area foliar na EP3 observada nesse trabalho em relagdo as EP1
e EP2 (Figura 3) esta relacionada também ao menor numero de folhas produzidas pelas
plantas nessa época de semeadura.

O incremento maximo da AF na EP1 ocorreu em torno dos 45 DAE tanto no primeiro
ano como no segundo. Ja a EP2 os incrementos maximos para area foliar ocorreram aos
60 DAE em ambos o0s anos e na EP3 a area foliar maxima ocorreu aos 60 DAE no ano 1 e
aos 45 DAE no ano 2. Neves et al. (2005) trabalhando com girassol ornamental obteve a
maxima area foliar aos 42 DAE cultivada em vasos com brita e quartzo e aos 35 DAE com
solo. No entanto, Souza (2010) encontrou a méaxima area foliar para cultivar Embrapa 122

aos 51 DAE nas duas épocas de semeadura e nas duas localidades.
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Figura 3. Curvas polinomiais para area foliar (dm?) em dias apés a emergéncia dos hibridos
de girassol Hélio 250, Hélio 253 e Aguara 3 em trés épocas de semeadura (EP1 = segunda
quinzena de maio; EP2 = segunda quinzena de junho e EP3 = segunda quinzena de julho) em
trés arranjos espaciais de planta (A1 = 0,45 m x 0,49 m; A2 =0,70 m x 0,32 m e A3 = 0,90 m x

0,25 m), em Cruz das Almas - BA, no primeiro ano.

Avariacdo da AF em relacdo ao tempo apresentou a curva parabolica, caracteristica,

que em geral, aumenta até um maximo, diminuindo progressivamente até o final do ciclo.

Segundo Peixoto et al. (2011) e Cruz et al., (2011) isto ocorre porque a planta ao atingir o

tamanho definitivo, entra na fase de senescéncia, diminuindo a AF, com menor intercepgcéao

de energia luminosa resultando em decréscimo no acumulo da MST, com possivel

translocacao desta para os 6rgdos de reserva e, consequentemente, degeneracdo do

sistema fotossintético. Como a fotossintese depende da AF, o rendimento da cultura sera

tanto maior quanto mais rapido a planta atingir o indice de area foliar 6timo e quanto mais

tempo a AF permanecer ativa.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida 2 Capitulo 6



175 4 EP1 A1 1 e EP1 A3
150 ,-..‘.i ! Pl 150
125 - NN | " \ 128
- ) /
100 10: 'f 100 -
15 { V’\ ] # >
50 L L]
] 25 |
Frl ]

0 % M 4 & TS 850 w8 o 5 W 4 @ T N 0 0 15 30 45 &0 75 %0 108

- EPZ A1 00

k=)
S
g - EPZAZ 200
L o - | EP2A
. 150 inai|
O 28 138
28 125 | -
(18 o0 < 0 | 100 4 ¢ \\
54 " L) 1Y
L | 80 5
€ - 2 .
o+ 254
N : 2 =
d [ 0 A o 75 90 ® 5 3 45 8 T M 1 o . -
0 1% W #H & TF WO
200 4 EF3 A1 200 - EP3 A2 200 EP3 A3
175 - i 175
160 180 150
125 125 | 126
100 100 100 4
i ™ 75 -
£ .
; e, B - e
-' = % e Y LT
o4 : i
A——— S I . R 0
L e . el 0 15 M 45 B0 TS 0 108 015 30 45 60 7% %0 WS

DIAS APOS A EMERGENCIA

—— (H 250) s (H 253) - (Aguari)

Figura 4. Curvas polinomiais para area foliar (dm?2) em dias apds a emergéncia dos hibridos
de girassol Hélio 250, Hélio 253 e Aguara 3 em trés épocas de semeadura (EP1 = segunda
quinzena de maio; EP2 = segunda quinzena de junho e EP3 = segunda quinzena de julho) em
trés arranjos espaciais de planta (A1 = 0,45 m x 0,49 m; A2 =0,70 m x 0,32 m e A3 = 0,90 m x
0,25 m), em Cruz das Almas-BA, no segundo ano.

41 CONCLUSOES

As informacdes obtidas por meio do acompanhamento fenoldgico, acumulo da
massa da matéria seca e o incremento da area foliar, permitem precisar as causas de
variaga@o entre os hibridos de girassol submetidos aos diferentes manejos;

O encurtamento do ciclo dos hibridos na EP3 nos dois anos de ensaio é influenciado
pela precipitagéo pluvial;

A reducdo no acumulo de massa da matéria seca e da area foliar dos hibridos é
significativamente influenciada pela época de semeadura.
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DO RECONCAVO BAIANO

RESUMO: Objetivou-se avaliar a variabilidade
existente entre os genoétipos de amendoim
produzidos por pequenos agricultores no
Reconcavo Sul Baiano, por meio de métodos
de agrupamento como os de: Scott Knott,
Tocher e UPGMA. O trabalho foi realizado
na area experimental da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola S.A., no municipio
de Conceicdo do Almeida — BA, em um
delineamento inteiramente casualizado e um
esquema fatorial de 15 x 5 (genétipos x analises
no tempo), com cinco plantas por linha em duas
repeticoes. Para as analises morfologicas de
crescimento utilizou-se o método néo destrutivo
a partir do 21° dia ap6s a emergéncia e, para as
analises morfologicas do legume e produgéo,
aos 96 dias ap6s emergéncia. Foram analisadas
as seguintes caracteristicas: altura e diametro da
haste principal, numero de folhas e ramificacdes,
comprimento e didmetro de legumes, nimero de
gréos por legume, numero de legumes, massa
da matéria fresca e seca de legumes e massa da
matéria seca de graos. As analises multivariadas
foram implementadas por meio de técnicas de
agrupamento hierarquico, com base nos métodos
UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Average), utilizando a Distancia Euclidiana
Média como medida de dissimilaridade. A
otimizagdo foi verificada por meio do método
de Tocher. Foi realizada uma correlagdo de
Pearson para demonstrar a importancia das
caracteristicas morfologicas de crescimento
em relacdo as caracteristicas morfologicas do
legume e producgéo. Houve diferencga significativa
entre as variaveis dos genotipos analisados
por meio do teste Scott-Knott, com excegéo
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das caracteristicas de produgdo, onde apenas a variavel nimero de legumes diferiu
significativamente. Os métodos de UPGMA e Torch demonstram haver baixa variabilidade
entre os geno6tipos, mas apresentam concordancia na formacgéao de grupos. As caracteristicas
morfologicas podem ser consideradas descritores importantes para a distingdo de genoétipos
superiores, pois apresentam diferencgas estatisticas pelo teste de Scott-Knott.
PALAVRAS-CHAVE: Arachis hypogaea L.; Morfologia; Correlagéo.

VARIABILITY IN PEANUT GENOTYPES PRODUCED BY SMALLHOLDERS OF
RECONCAVO BAIANO

ABSTRACT: The objective was to evaluate the variability between peanut genotypes
produced by small farmers in Recdncavo Sul Bahia, using clustering methods such as: Scott
Knott, Tocher and UPGMA. The work was carried out in the experimental area of Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola SA, in the municipality of Conceicdo do Almeida -
BA, in a completely randomized design and a factorial scheme of 15 x 5 (genotypes x time
analyzes), with five plants per line in two repetitions. For morphological analysis of growth, the
non-destructive method was used from the 21st day after emergence and, for morphological
analysis of the vegetable and production, 96 days after emergence. The following
characteristics were analyzed: height and diameter of the main stem, number of leaves and
branches, length and diameter of vegetables, number of grains per vegetable, number of
vegetables, mass of fresh and dry matter of vegetables and mass of dry matter of grains.
Multivariate analyzes were implemented using hierarchical clustering techniques, based on
the UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average) methods, using the Average Euclidean
Distance as a measure of dissimilarity. The optimization was verified using the Tocher method.
Pearson’s correlation was performed to demonstrate the importance of the morphological
characteristics of growth in relation to the morphological characteristics of the vegetable
and production. There was a significant difference between the variables of the genotypes
analyzed using the Scott-Knott test, with the exception of production characteristics, where
only the variable number of vegetables differed significantly. The UPGMA and Torch methods
show low variability between the genotypes, but show agreement in the formation of groups.
The morphological characteristics can be considered important descriptors for the distinction
of superior genotypes, as they present statistical differences by the Scott-Knott test.
KEYWORDS: Arachis hypogaea L.; Morphology; Correlation.

11 INTRODUGAO

O amendoim é uma dicotiledénea pertencente a familia Legumiosae, subfamilia
Papilonoideae, género Arachis, nativo da América do Sul é uma das oleaginosas mais
cultivadas no mundo. A espécie se subdivide em duas subespécies, Arachis hypogaea L.
subespécie hypogaea e Arachis hypogaea subespécie fastigiata.

O amendoim apresenta trés tipos botanicos, com destaque no Brasil para os tipos
Valéncia e Virginia, por serem mais comercialmente cultivados. O grupo Valéncia, que é
0 mais utilizado na regido do Recdncavo apresenta porte ereto, ciclo curto, sementes de

tamanho médio, tegumento de coloragdo vermelha e 3 a 5 sementes por vagem. Possuem
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noés produtivos tanto na haste principal como nas ramificacbes (SANTOS et al., 1997).

Jé as plantas do grupo Virginia podem apresentar porte ereto (‘bunch’) ou rasteiro
(‘runner’), ciclo longo, vagens geralmente com duas sementes grandes, coloracdo bege,
presenca de dorméncia e auséncia de flores na haste principal (GODQY et al., 2000).

A cultura do amendoim tem grande interesse para a regidao do Rec6ncavo Baiano
destacando-se os municipios de Maragogipe e Cruz das Almas como maiores produtores,
onde é cultivado basicamente por pequenos e médios produtores com areas em torno de
20 hectares.

A caracterizacdo de genotipos € essencial para a utilizagcdo nos programas
de melhoramento, tendo como base caracteristicas fenotipicas que geram uma
grande quantidade de informagdes. Selecbes individuais para caracteres reprodutivos
(produtividade, tamanho e forma de vagens e sementes), realizadas em lavouras comerciais,
demonstraram a existéncia de variabilidade, condi¢éo que possibilita 0 emprego de métodos
de selecdo genética.

A origem dessa variabilidade pode ser explicada por mutacbes e polinizagdes
cruzadas que, embora em taxas reduzidas, podem ocorrer. Ademais, outra causa muito
comum dessa variabilidade sdo as misturas fisicas que podem ocorrer nas lavouras de
onde se obtém as sementes e que foram implantadas em areas onde havia amendoim
de outras cultivares em anos anteriores. Essas misturas também podem ocorrer nas
operacdes pos-colheita podendo promover uma desuniformidade na producéo e posterior
multiplicacdo (NORDEN, 1973).

Diante da importancia econémica, social e cultural dessa leguminosa na Bahia, em
especial no Recdncavo Baiano, tornam-se necessarios estudos para a obtencéo de dados
referentes a variabilidade morfologicas de genoétipos cultivados no Recéncavo Sul Baiano.

Sendo assim, objetivou-se avaliar a variabilidade entre gen6tipos do Grupo Valencia,
tipo Vagem Lisa, produzidos por pequenos agricultores do Recdncavo Sul Baiano, por
metodos de agrupamento como os de Scott Knott, Tocher e UPGMA.

21 MATERIAL E METODOS

Otrabalho foirealizado na area experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola S.A. (EBDA) no municipio de Concei¢cdo do Almeida-BA (Figura 1), situado
no Recbncavo Baiano, a 12°46’46” de latitude Sul e 39°10°’12” de longitude Oeste de
Greenwich, tendo 216 m de altitude.
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Figura 1. Localizag&do do municipio de Conceigdo do Almeida - BA, no Recdncavo Sul Baiano.

O clima é tropical seco a subimido e pluviosidade média anual de 1117 mm, assim
como a temperatura média de 24,5° C e umidade relativa de 80% (ALMEIDA, 1999), O
solo é classificado como Latossolo Amarelo distrocoeso, de textura argilosa e relevo plano
(BORGES; SOUZA, 2009).

A EBDA realizou uma coleta de 15 gen6tipos, do tipo Vagem Lisa, cultivados por
pequenos agricultores no Recéncavo Baiano e também do municipio de Feira de Santana
— BA, que embora esteja fora dessa Regido (Tabela 1), utiliza genétipos provenientes do
Recodncavo Baiano. Foram coletadas amostras de aproximadamente 1,0 kg de legume por
gendtipo. Foram semeadas em linhas Unicas de 5,0 m de comprimento no espagamento de
0,5 m entrelinhas e 0,1 m entre plantas, para se obter um numero satisfatério de sementes.

GENOTIPO LOCAL DE COLETA
1 Conceigdo do Almeida
2 Cruz das Aimas
3 Cabaceiras do Paraguagu
4 Sao Felipe: Serra da Copioba
5 Cruz das Almas: Mombaca
6 Conceigéo do Almeida
7 Conceicéo do Almeida
8 Conceicéo do Almeida
9 Feira de Santana*
10 Feira de Santana*
1 Séao Felipe
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12 Cruz das Almas: Escola de Agronomia

13 EBDA (sem identificacao)
14 EBDA (sem identificacao)
15 Conceigdo do Almeida

* Apesar dessa cidade nao pertencer ao Reconcavo Baiano, os genoétipos utilizados sao
provenientes do Recdncavo.

Tabela1. Ordem dos genotipos coletados na regido do reconcavo Baiano e no municipio de
Feira de Santana — BA.

Para as andlises, cada genoétipo foi semeado em linhas individuais de 5,0 m com 0,5
m entre linhas e 0,1 m entre plantas, em um delineamento inteiramente casualizado e um
esquema fatorial de 15 x 5 (genoétipos x analises ao tempo), cinco plantas por linha com
duas repeticoes.

Os genotipos foram identificados por numeros de 1 a 15, e para as anélises de
crescimento, em decorréncia do numero limitado de individuos, procedeu-se o método nao
destrutivo, com avaliacdes quinzenais a partir do 21° dia ap6s emergéncia (DAE) até o final
do ciclo, sendo selecionadas e marcadas com fitilho, cinco plantas ao acaso dentro de cada
linha (Figura 2).

5m

~~ ~

0,5m 0,5m 0,5m

Figura 2. Disposicao das linhas em campo e seus respectivos espacamentos.

Foram analisadas individualmente as seguintes variaveis: altura da haste principal
(AHP), diametro da haste principal (DHP), nimero de folhas (NF) e numero de ramificagbes
(NR). A altura da planta foi determinada com o auxilio de uma régua graduada em
centimetros, como a distancia compreendida entre a superficie do solo e a extremidade
haste principal. O diametro da haste principal foi aferido com o auxilio de um paquimetro,
tomando como base o colo da planta. O nimero de folhas bem como o de ramificagdes foi
obtido por contagem direta.

A determinagéo dos componentes de producao da planta foi realizada aos 96 DAE,
onde foi feita a colheita das cinco plantas marcadas, das quais foram selecionados cinco
legumes ao acaso por planta, avaliando-se: comprimento de legume (CL- cm), didmetro
de legume (DL- cm) e numero de graos por legume (NG/L) e a produtividade por planta
(g planta), nas quais foram observadas as seguintes variaveis: nimero de legumes (NL),
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massa fresca de legume (MFL-g), massa seca de legume (MSL- g) e massa seca de grao
(MSG - g).

Os dados foram submetidos & analise de variancia para averiguagcao de variabilidade
das caracteristicas entre os acessos e, em seguida, os valores médios foram ordenados
segundo o teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade (SCOTT; KNOTT,
1974).

As anélises multivariadas foram implementadas por meio de técnicas de agrupamento
hierarquico, com base nos métodos UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average),
utilizando a Distéancia Euclidiana Média como medida de dissimilaridade. Este método foi
utilizado por ser um dos mais difundidos e relevantes, em face de sua importancia em
estudos relacionados ao melhoramento genético, calculado com base na distancia entre os
pares de unidades amostrais.

A otimizacéo foi verificada por meio do método de Tocher (CRUZ et al., 2004; CRUZ,
2006). Os dados foram analisados utilizando-se os recursos computacionais dos programas
SISVAR (FERREIRA, 2014). Os programas Genes e Statistica 7 foram utilizadas para as
andlises de dissimilaridade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise morfologica do crescimento é importante, pois se pode inferir em aspectos
como produgéo e produtividade. Dessa forma, torna-se relevante relacionar caracteristicas
de crescimento com o rendimento.

As estimativas de correlagbes simples (r) para as combinagbes das variaveis
estudadas sdo apresentadas na Tabela 2. Por meio da andlise de correlagéo de Pearson
entre as variaveis, verifica-se a existéncia de correlagbes significativas e positivas em
relacéo as variaveis de crescimento e as caracteristicas de producéo.

AHP***  DHP NF NH CL DL NGL NTL MFL MSL MSG QTG

AHP 1

DHP  -0.327 1

NF -0.27™ 0.85" 1

NH -0.11™  0.61* 0.72* 1

CL -0.32™ 0.41™ 0.48™ 0.22™ 1

DL -0.54* 0.30™ 0.53* 0.13™ 0.28™ 1

NGL -0.17" 0.28™ 0.45™ 0.29"™ 0.90** 0.15™ 1

NTL 0.38™ 0.59* 0.50™ 0.62* 0.18™ -0.15™ 0.14" 1

MFL  -0.10™ 0.66* 0.69** 0.75** 0.40™ 0.26"™ 0.27™ 0.76™ 1
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MSL -0.05" 0.61* 0.62* 0.73** 0.22"™ 0.19"™ 0.13"™ 0.73"* 0.94* 1

MSG -0.02™ 0.49" 0.56* 0.82** 0.08™ 0.17" 0.05" 0.57* 0.84"™* 0.87** 1

QTG  0.39™ 0.56* 0.59* 0.74** 0.04™ -0.04" 0.05= 0.85** 0.78* 0.80** 0.81** 1

*, **: correlagdo significativa a 5% e 1% probabilidade pelo teste t.
ns: correlagé@o néo significativa.

*** AHP (altura da haste principal), DHP (didametro da haste principal), NF (nimero de folhas) e

NH (nimero de hastes), CL (comprimento de legume), DL (diametro de legume), NGL (nimero

de graos por legume), NL (nimero de legumes), MFL (Massa fresca de legumes), MSL (Massa

seca de legumes), MFG (massa fresca de graos), MSG (Massa seca de graos) e NG (numero
de gréos).

Tabela 2. Correlagdes de Pearson entre os 15 genétipos de amendoim (Arachis hypogaea L.)
coletados em municipios do Recdncavo Baiano e Feira de Santana — BA.

O DHP x NL, apresentaram correlacao significativa e positiva (0,59), o que demonstra
que quanto maior o didmetro da haste maior sera o numero de legumes. A variavel DHP
também tem correlagéo significativa e positiva com a MFL (0,66), MSL (0,61) e QTG (0,56).

O NF também apresentou correlagéo positiva e significativa com MFL, MSL, MSG
e QTG com coeficientes de 0,69, 0,62, 0,56 e 0,59, respectivamente, bem como o NH,
que apresentou com o NL (0,62), MFL (0,75), MSL (0,73), MSG (0,82) e QTG (0,74). No
entanto, para as caracteristicas morfolégicas do legume houve apenas uma correlagéo
significativa entre as variaveis: CL x NGL (0,90 com P<0,01), demonstrando que quanto
maior o comprimento do legume maior serd o numero de gréos por legume.

Correlagbes positivas também foram observadas para as variaveis MSL x MSG e
QTG, com os seguintes coeficientes: 0,87 e 0,80; isso implica que quanto maior for a massa
seca de legumes maior sera a massa seca de graos e a quantidade total de graos. Para as
caracteristicas NTL, MFL, MSL, MSG e QTG houve correlagdes significativas e positivas
entre todas as variaveis. Dados estes, confirmados por Nakagawa et al. (1994), no qual
afirmam que a produgéo de sementes se correlaciona com o numero de vagens por planta.

As caracteristicas morfologicas de crescimento como: AHP, DHP NF e NH, por meio
de analises de medias como o Scott-Knott, sdo importantes para selecdo de genoétipos
superiores, como também para determinar as diferengas encontradas entre os mesmos,
demonstrando assim sua variabilidade para uma determinada caracteristica, como pode
ser observado na Tabela 3, na qual se verifica a formagéo de quatro grupos distintos para
a variavel AHP, indicando que ha uma diferenca de 9,5 cm entre o valor maximo (29,42 cm)
no gendtipo nove e minimo (19,89 cm) no genétipo quatro.

Em estudo realizado por no mesmo periodo e ano deste trabalho, Silveira (2010)
utilizando as variedades BRS Havana e o geno6tipo Vagem Lisa em diferentes densidades
e formas de plantio, encontrou valores finais para AHP de 28,32 cm e de 30,42 cm,
respectivamente. Tais valores nao apresentaram grandes diferencas em relagcdo ao
gendtipo nove observado neste trabalho.
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Segundo Santos (2000), nas plantas do grupo Valencia ao qual pertence o cultivar
Vagem lisa, a altura final mede em torno de 45,0 cm, ao passo que trabalhos realizados
por Bellettini et al. (2001), com amendoim Tatu vermelho, cultivado no Parana, observaram
altura maxima de 40,3cm. Difere ainda, de valores encontrados por Gongalves (2004) e
Peixoto et al. (2008) nas condi¢bes do Reconcavo Baiano para a cultivar Vagem Lisa.

Plantas com maior didmetro apresentam maior sobrevivéncia, principalmente
pela maior capacidade de formacédo e de crescimento de novas raizes (SCALON et al.,
2002), sendo muito importante a selecdo de gendtipos com maiores valores para esta
caracteristica.

A variavel DHP promoveu a formagéo de apenas dois grupos sendo o valor maximo
de 0,56 cm (gendtipo um) e minimo de 0,41 cm (gen6tipo 10). Contudo, o gen6tipo um,
apresentou valores superiores aos encontrados por Silveira (2010), para o genétipo Vagem
lisos (0,40 cm) e para a variedade Havana (0,42 cm), nas mesmas condi¢des do Reconcavo
Baiano.

O ndmero de folhas por planta (NF) apresentou formacdo de trés grupos,
demonstrando assim, haver diferenga entre os genoétipos avaliados, sendo que o genétipo
um, apresentou o maior valor (38,22), portanto, superior ao encontrado por Silveira (2010),
no mesmo periodo (24,75) e nas mesmas condi¢des.

Houve também a formacédo de trés grupos para a variavel NH, onde o genbtipo
um também foi superior, com 4,96 hastes. Resultado préximo foi encontrado em trabalho
realizado por Peixoto et al. (2008), onde o maior valor encontrado foi de 5,5 hastes por
planta. Segundo Silveira (2010) o aumento do numero de ramificacdes secundarias e totais
por planta, promove o aumento do numero de gin6foros, o que podera resultar na maior
producao de legumes.

As caracteristicas morfologicas (AHP, DHP, NF e NH) de crescimento podem ser
consideradas descritores importantes para a distincdo de genoétipos superiores, pois
apresentaram diferencas estatisticas, com a formacao de diferentes grupos, demonstrando
assim haver variabilidade entre os genétipos avaliados, os quais, os agricultores o cultivam

como se fossem apenas uma Unica variedade.
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GEN AHP (cm) DHP (cm) NF NH

1 23,10 ¢ 0,56 a 38,22 a 4,96 a
2 22,84 c 0,52 a 28,36 b 4,04 c
3 20,89d 0,49 a 22,02 c 3,86 c
4 19,89 d 0,50 a 25,14 c 418c
5 24,01 c 0,51 a 28,34 b 4,16 ¢
6 22,20d 0,50 a 29,50 b 4,32b
7 25,93b 0,52 a 29,58 b 410c
8 25,76 b 0,49 a 31,66 b 4,52 b
9 29,42 a 0,47 b 29,20 b 4,50 b
10 29,08 a 0,41b 26,76 c 416 ¢c
11 26,39 b 0,44 b 25,62 c 4,02¢c
12 24,39 c 0,52 a 26,84 c 4,04c
13 23,82c¢c 0,45b 29,46 b 4,36 b
14 2437 c 0,44 b 24,56 ¢ 3,84c
15 24,78 ¢ 0,47 b 25,90 ¢ 4,06 c
CV(%) 29,71 29,45 31,23 20,07
Erro Padrao 1,02 0,02 1,24 0,11

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste Scott Knott.

Tabela 3. Teste Scott-Knott para as variaveis: AHP (altura da haste principal), DHP (diametro da
haste principal), NF (numero de folhas) e NH (nimero de hastes), em genétipos de amendoim
tipo vagem produzidos por pequenos agricultores no Recdncavo Baiano, Cruz das Almas — BA.

Na regido do Recéncavo Baiano é observado nos locais de comercializagdo do
amendoim que existe uma grande variabilidade dos legumes vendidos na qual apresentam
tamanho, diametro, forma e numéro de gréo distintos. Esta observacdo pode ser
confirmada pelos resultados apresentados na Tabela 4, por meio da analise morfologica
dos legumes (CL, DL e NGL), quando aplicado o teste de analise de media Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Para o CL houve a formacao de quatro grupos, tendo como comprimento maximo
4,21cm (gendtipo cinco) e minimo 2,45 cm (genétipo 11). Ja, para a variavel DL, houve
apenas a formagéo de dois grupos, 0s quais apresentaram uma variacéo de 0,33 cm entre
o valor méaximo (1,32) e minimo (1,09). Por sua vez, a variavel NGL promoveu a formagéo
de trés grupos, sendo o genoétipo 11, 0 que apresentou 0 menor valor, com apenas dois
graos por legume.

Diante dos resultados obtidos, a semelhangas das caracteristicas de crescimento,
pode se deduzir que a analise morfologica dos legumes por meio do seu comprimento,
diametro e numero de gréos, podem ser também indicadores de variabilidade entre
gendtipos estudados, pois, segundo Godoy et al. (2000) cultivares de amendoim podem ser
diferenciadas pelo padrao comercial das vagens e pelo nimero de sementes por vagem.
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GEN CL (cm) DL (cm) NGL

1 3.56b 1.30a 3.00 a

2 3.13¢ 1.31a 2.60b

3 340c 1.28a 270b

4 3.98a 1.29a 3.10a

5 421a 1.29 a 330a

6 3.24c 1.32a 2.60b

7 3.64b 1.25a 290 a

8 3.59b 1.15b 3.20a

9 3.59b 1.19b 3.10a
10 3.09¢ 1.09b 240b
11 245d 1.15b 2.00¢
12 3.25¢ 1.34a 290 a
13 3.77b 1.14b 3.40 a
14 3.26 ¢ 1.17b 2.90a
15 3.63b 1.42a 3.00 a
CV(%) 15.70 9.65 18.20
Erro Padréao 0,17 0,03 0,16

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste Scott Knott.

Tabela 4. Teste Scott-Knott para as variaveis: CL (comprimento de legume), DL (didmetro
de legume), NGL (nimero de graos por legume), em legumes de amendoim tipo vagem lisa,
Conceicéo do Almeida — BA.

Os componentes da produgao da planta (NL, NG, MFL, MSL e MSG) dos diferentes
gendtipos de amendoim tipo Vagem Lisa estudados ndo apresentaram em sua maioria,
diferencas estatisticas entre si, a exce¢do do NL. Dessa forma, optou-se por apresentar
apenas 0s genotipos que obtiveram os valores maximos e minimos, dentre os componentes
de rendimento avaliados (Tabela 5).

GEN/NL* GEN/ NG GEN/ MFL"s GEN/MSL™  GEN/MSGm™

MIN 3b 7,4 3a 11 3a 14 3a 75 3a 4
MAX 1a 16,1 1a 386 1a 42 la 244 1a 25
CV% 15,51 24,55 21,59 24,31 55,05
Erro Padrao 6,07 18,60 17,73 11,60 17,45

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste Scott Knott.

Tabela 5. Valores maximos e minimos dos genoétipos de amendoim e respectivas variaveis:
ndmero de legumes (NL), nimero de gréos (NG), massa fresca de legumes (MFL), massa seca
de legumes (MSL), massa seca de graos (MSG).
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O conjunto dos resultados apresentados &, possivelmente, uma decorréncia do
equilibrio entre os componentes do rendimento, devido aos efeitos de compensacgéo entre
eles. Uma vez que o NL apresentou diferenga significativa optou-se apresenta-lo em forma
de grafico (Figura 3), no qual o genétipo um apresentou melhor resultado tendo 16,1

legumes por planta.

16 - a
14 a
12 A d

10 A b h
ML 2 h b
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Figura 3. Teste Scott-Knott para as variaveis NL em amendoim tipo vagem lisa, Conceigéo do
Almeida — BA.

Nos métodos hierarquicos, os genotipos sdo agrupados por um processo que se
repete em varios niveis, até que seja estabelecido um dendograma. UPGMA é um método
nao-ponderado de agrupamento aos pares, utilizando médias aritméticas das medidas de
dissimilaridade, que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (maximo ou
minimo) entre os gendtipos considerados (CRUZ; CARNEIRO, 2004).

De acordo com o dendrograma (Figura 4) obtido pelo agrupamento dos genétipos,
segundo as variaveis morfolégicas de crescimento: AHP, DHP, NF e NH, e morfologicas
do legume: CL, DL e NGL. As distancias genéticas entre os pares de genétipos variaram
de 0,29 a 2,52. A menor distancia foi obtida entre os genétipos 11 e 13 em quanto que os
gendtipos 1 e 14, foram o par mais divergente. Um aspecto a ser observado é que nao
houve a formacgéo de nenhum grupo por meio do ponto de fuséo, entretanto o gen6tipo um
apresentou um isolamento em relacao aos demais genotipos.

Siqueira (1993) e Carvalho (1994) sugerem como uma explicacdo para a baixa
diversidade entre populag¢des de locais distintos pode ser devida a sua origem a partir de
uma populagéo ancestral comum, ou ainda que essas populagdes possam ter sofrido acéo
antropica, dispersao de frutos via animais e polinizagéo cruzada.
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Figura 4. Dendograma de dissimilaridade entre os 15 genétipos de amendoim, produzidos
por agricultores familires do Recdncavo Baiano, agrupados pelo método UPGMA,, utilizando
as seguintes variaveis: AHP (altura da haste principal), DHP (didmetro da haste principal), NF
(ndmero de folhas) e NH (nimero de hastes), CL (comprimento de legume), DL (diametro de

legume), NGL (nimero de gréos por legume).

As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia entre os genotipos
estudados foram: NH (32,25%), NL (28,30%) e DHP (26,06%). A anélise de agrupamento
baseada no método de otimizagédo de Tocher tem por objetivo a formagéo de grupos em que
os valores das distancias intragrupos sejam inferiores a quaisquer distancias intergrupos
(CRUZ; CARNEIRO, 2006).

A aplicacédo do método de otimizacao via Tocher permitiu identificar a formacgéo de
dois grupos distintos (Tabela 6) tendo concordancia assim com o método de UPGMA que
embora ndo apresente a formacgéao de grupos pelo ponto de fusdo, tem o genétipo um como
um grupo isolado dos demais, estes resultados demonstram que héa baixa variabilidade
entre os genétipos estudados.

Uma causa provavel para essa baixa variabilidade pode estar em polinizacbes
cruzadas ou misturas fisicas, nas quais fazem com que as analises de todas as variaveis
pelo método UPGMA e Tocher tendam a ter uma baixa dissimilaridade.
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MAHP (altura da haste principal), DHP (diametro da haste principal), NF (nUmero de folhas) e
NH (nimero de hastes), CL (comprimento de legume), DL (didmetro de legume), NGL (nUmero
de gréos por legume).

Tabela 6 - Agrupamento de otimizagdo entre 15 genétipos de amendoim, obtido pelo método
Tocher, com base em oito caracteristicas morfologicas', utilizando-se a distancia Euclidiana
média. Conceigao do Aimeida — BA.
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Os métodos de UPGMA e Torch demonstram haver baixa variabilidade entre os
genotipos, mas apresentam concordancia na formacao de grupos.

As caracteristicas morfoldégicas podem ser consideradas descritores importantes
para a distingdo de genbtipos superiores, pois apresentam diferencas estatisticas, pelo
teste de Scott-Knott, com a formacédo de diferentes grupos, demonstrando assim haver
variabilidade entre as caracteristicas dos genétipos avaliados.
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