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RESUMO

SILVA, BRUNA MEZZALIRA DA; M.Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
Fevereiro de 2016. Diversidade genética em populacdes de cajazeira (Spondias
mombin L.) com ocorréncia natural na Amazdénia Mato-grossense. Orientadora: Ana
Aparecida Bandini Rossi. Conselheiro: Sergio Alessandro Machado Souza.

A flora brasileira é rica em frutas silvestres comestiveis, as quais constituem um
patriménio genético e cultural de inestimavel valor. Dentre as espécies de fruteiras
nativas da regidao norte e nordeste do Brasil, destaca-se a cajazeira (Spondias
mombin L.) que é uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae e ao género
Spondias, um dos mais importantes dentro da familia. O aumento da demanda por
frutos da cajazeira vem despertando o interesse para o cultivo da espécie, porém,
até o momento, toda producdo se baseia no extrativismo e alguns cultivos
domésticos. A avaliacdo e quantificacdo da diversidade genética podem auxiliar no
desenvolvimento de programas de conservacdo e melhoramento genético. Neste
contexto, este trabalho objetivou a caracterizacdo molecular e morfolégica de S.
mombin, com ocorréncia em populagdes naturais na Amazodnia Mato-grossense.
Para estimar a diversidade genética com marcador molecular, foram amostrados 126
individuos distribuidos no Norte do estado de Mato Grosso entre 0s municipios de
Alta Floresta (AFL) 42, Marcelandia (MAR) 41 e Nova Bandeirantes (NBA) 43, dos
quais foram coletadas folhas para extracdo de DNA genbmico. As amplificacGes
foram realizadas via PCR com o emprego de 14 primers ISSR. Foi avaliada também
a divergéncia genética em 60 genotipos, sendo 20 gendtipos localizados em cada
populacdo (AFL, MAR e NBA) por meio de 12 caracteristicas morfologicas, sendo
oito de frutos e quatro de sementes. As caracteristicas foram mensuradas em 600
frutos e sementes. Os 14 primers amplificaram 99 fragmentos, dos 14 primers
utilizados, treze apresentaram PIC acima de 0,25, sendo, portanto recomendados
para analise da diversidade em cajazeira. A maior parte da variabilidade genética foi
intrapopulacional (77,38%). As populac6es mais similares geneticamente sdo as
mais préximas geograficamente, sugerindo que a estrutura genética em S. mombin é
determinada pela distancia geografica. O dendrograma gerado pelo método UPGMA
possibilitou a formacgéo de nove grupos distintos de acordo com a localidade em que
0s genodtipos se encontram. No agrupamento do “Structure” houve a formacao de
trés grupos, demonstrando que os individuos ficaram alocados nas suas devidas
populacdes. Os resultados das analises baseadas nas caracteristicas morfoldgicas
de frutos e sementes também revelaram que ha divergéncia genética entre os
genaotipos analisados. As caracteristicas que mais contribuiram para a discriminacao
dos gendtipos foram a largura do fruto, peso da polpa, pH, comprimento da semente
e espessura da semente. Sendo, portanto, 0s caracteres mais responsivos para a
selecdo de gendtipos de S. mombin. As menores contribuicdes para a diversidade
foram obtidas dos caracteres: peso do fruto, largura da semente, espessura do fruto,
volume do fruto, comprimento do fruto, peso da semente e teor de soélidos soluveis.
Com base nos resultados obtidos neste estudo, verifica-se que as populagdes
naturais de S. mombin sao importantes para subsidiar acdes futuras de programas
de melhoramento e de conservacao da espécie.

Palavras chave: Cajd, Frutiferas Amazonicas, Recursos vegetais.



ABSTRACT

SILVA, BRUNA MEZZALIDA DA, M.Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso,
February, 2016. Genetic diversity in populations of yellow mombin (Spondias
mombin L.) with natural occurrence in the brazilian amazon. Adviser: Ana Aparecida
Bandini Rossi. Counselor: Sergio Alessandro Machado Souza.

Brazilian flora is rich in edible wild fruits which constitute a genetic and cultural
patrimony of inestimable value. Among the native fruit trees species from northern
and northeastern Brazil, there is the yellow mombin (Spondias mombin L.), which is a
specie from the Anacardiaceae family and genre Spondias, one of the most
important within the family. The increase in the demand for the yellow mombin fruits
has raised the interest for the species cultivation. However, so far, all the production
is based on the extraction and on some domestic crops. The genetic evaluation and
quantification diversity can help in conservation programs and aid breeding programs
development. In this context, this study aimed the molecular and morphological S.
mombin characterization occurring in natural populations in Mato Grosso state
Amazon. To estimate the genetic diversity with a molecular marker, 126 individuals
were sampled, distributed in the northern state of Mato Grosso, among the cities of
Alta Floresta (AFL) 42, Marcelandia (MAR) 41 and Nova Bandeirantes (NBA) 43,
whose leaves were collected for genomic DNA extraction. The amplifications were
performed via PCR with the use of 14 ISSR primers. We also evaluated the genetic
diversity in 60 genotypes, being 20 genotypes located in each population (AFL, NBA
and MAR) through 12 morphological characteristics, being eight from fruits and four
from seeds. The characteristics were measured on 600 fruits and seeds. The 14
primers amplify 99 fragments. From the 14 primers, thirteen presented PIC above
0.25, being recommended for yellow mombin diversity analysis. Most of the genetic
variability was intrapopulational (77.38%).The most genetically similar populations
are the closest geographically, suggesting that the genetic S. mombin structure is
determined by the geographical distance. The dendrogram generated by the UPGMA
method allowed the formation of nine distinct groups according to the locality in which
the genotypes are. In the "Structure" grouping, there was a formation of three groups,
demonstrating that individuals were allocated in their appropriate populations. The
analyze results based on morphological fruit and seed characteristics also revealed
that there is a genetic divergence between the analyzed genotypes. The
characteristics that most contributed to the genotypes discrimination were: fruit width,
pulp weight, pH, seed length and seed thickness. Therefore, they are the most
responsive characters for the S. mombin genotypes selection. Smaller contributions
to the diversity were obtained from the characters: fruit weight, seed width, fruit
thickness, fruit volume, fruit length, seed weight and soluble solids content. Based on
the results obtained in this study, important natural S. mombin populations were
found to support future actions of breeding and conservation species programs.

Keywords: Yellow Mombin, Amazon Fruit trees, Plant Resources.



1. INTRODUCAO GERAL

A grande extensao territorial do Brasil € composta por seis grandes biomas:
Amazbnia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Campos Sulinos
(Coutinho, 2006). A floresta Amazb6nica ocupa cerca de 40% do territério nacional
(Souza, 1997), sendo um dos biomas que abrigam grande variedade de ambientes e
um enorme potencial de recursos naturais (Raposo, 2007).

A flora brasileira é rica em frutas silvestres comestiveis, as quais constituem
um patrimonio genético e cultural de inestimavel valor (Mielke et al., 1990). O bioma
Amazoénico além de ser o centro de maxima diversidade, destaca-se pela riqueza de
espécies com potencial para uso na agricultura, melhoramento genético e
domesticacao, incluindo espécies florestais (Silva, 2007).

Dentre as espécies de fruteiras nativas da regido Norte e Nordeste do Brasil,
destaca-se a cajazeira (Spondias mombin L.) que € uma espécie pertencente a
familia Anacardiaceae e ao género Spondias, um dos mais importantes dentro da
familia (Justiniano et al., 2001). Sdo inUmeras as possibilidades de processamento
agroindustrial do fruto de S. mombin, que apresenta sabor exético, com excelente
qualidade e valor comercial na forma de sucos, polpas, sorvetes, picolés, néctares e
geleias (Sacramento, 2000). O aumento da demanda por frutos da cajazeira vem
despertando o interesse para o cultivo da espécie (Soares et al., 2006), porém, até o
momento, toda producdo se baseia no extrativismo e alguns cultivos domésticos
(Fraife Filho et al., 2015).

A exploragao inadequada dos recursos naturais vem provocando a extingdo
de um grande nimero de espécies nos diferentes biomas do planeta. Entre as varias
causas dessas extingbes, as mais comuns sdo a perda e a fragmentacdo de
habitats. Em virtude de tal realidade, existe uma necessidade urgente de estudos
genéticos em nivel populacional das espécies que compdem estes biomas, pois
pouco se sabe sobre as espécies ocorrentes, para que entdo possam ser
estabelecidas estratégias de manejo e conservacao genética (Botrel e Carvalho,
2004).

Estudos de genética de populacdes naturais tém como objetivo avaliar e
quantificar a distribuicdo da variabilidade genética no tempo e no espaco. Esse

conhecimento permite o entendimento de como a sele¢cdo estd atuando em funcgéo
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da adaptabilidade, sendo que uma variabilidade genética maior aumenta a chance
de perpetuacdo da espécie (Estopa et al., 2006).

A estimativa e quantificacdo da diversidade genética podem auxiliar em
programas de conservacado e no desenvolvimento de programas de melhoramento
genético. O advento das técnicas de biologia molecular envolvendo PCR (reactes
de polimerase em cadeia) proporcionou o estudo direto da diversidade genética intra
e interpopulacional em vegetais (Ruas, 2006). O uso de marcadores moleculares,
ainda possibilita a avaliacdo dos materiais sem a influéncia ambiental. Desta forma,
os marcadores moleculares costumam ser utilizados em varias pesquisas
envolvendo selegcdo de materiais e andlise de variabilidade em Bancos de
Germoplasma (Pereira e Pereira, 2006).

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) tém sido
largamente utilizados em estudos de filogenia, diversidade genética e selecéo
assistida por marcadores (Benzaquem et al., 2009).

A expansdo do cultivo de cajazeiras em escalas ou modelos comerciais
requer o uso de material propagativo proveniente de genoétipos com elevado
potencial produtivo e caracteres desejaveis (Bosco et al., 2000). Com isso, técnicas
de andlises multivariadas constituem-se em ferramentas de grande potencial para o
melhorista por considerar simultaneamente um conjunto de caracteristicas (Cruz,
2001). Segundo Fonseca e Ribeiro (1992), a caracterizacdo morfolégica, juntamente
a molecular, propicia um melhor conhecimento dos recursos genéticos e auxilia na
selecdo de populagbes ou plantas com caracteristicas desejaveis para o cultivo.

Neste contexto, este trabalho objetiva a caracterizacdo molecular e
morfolégica de S. mombin, com ocorréncia em popula¢cdes naturais na Amazbnia
Mato-grossense.

Sendo assim, esta dissertacdo estd estruturada em dois capitulos. O
capitulo 1 teve o objetivo de avaliar a diversidade genética entre e dentro de
populacdes de Spondias mombin com ocorréncia natural no norte do Estado de
Mato Grosso por meio de marcadores ISSR. O capitulo 2 teve como objetivo avaliar
a divergéncia genética entre gendtipos de S. mombin e quantificar a contribuicao
relativa de 12 caracteristicas morfologicas de frutos e sementes para a obtencédo de
dados que sirvam de subsidio a futuras pesquisas referentes a conservagédo e

domesticacao da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.0 género Spondias

A familia Anacardiaceae abrange 73 géneros e aproximadamente 850
espécies (Donadio e Ferreira, 2015). Destaca-se por agrupar diversas espécies
frutiferas importantes do género Spondias, que sdo exploradas economicamente em
varias areas tropicais e subtropicais do mundo (Souza, 2005).

Dentre as espécies do género Spondias, destacam-se a cajazeira (S.
mombin L.), o umbuzeiro (S. tuberosa Arr. Cam.), a cajaraneira do sertdo (Spondias
sp.), a sirigueleira (S. purpurea L.), os hibridos caja-manga (S. cytherea Sonn) e a
umbu-cajazeira (Spondias spp.). Essas espécies sdo exploradas extrativamente ou
cultivadas em pomares domésticos e nao fazem parte das estatisticas oficiais mas,
mesmo assim, tém grande importancia socioecondmica para as regides Norte e
Nordeste do Brasil. Seus frutos sdo consumidos in natura ou processados como
polpas, sucos, geleias, néctares e sorvetes de excelente qualidade e alto valor
comercial, 0 que torna viavel a exploracdo agroindustrial dessas fruteiras (Souza,
2005).

2.2.Aspectos gerais Spondias mombin

A cajazeira € uma arvore frutifera tropical lenhosa (Figura 1 A), ainda em
domesticacdo. Tem porte médio a elevado que pode atingir entre 20 a 30 metros de
altura, tronco com diametro entre 0,5 a 2,0 metros, casca acinzentada, rugosa
fendida e muito grossa (Figura 1 B), copa ampla e frondosa, com formato capitata
corimbiforme variando entre 8 a 24 m de diametro. As folhas sdo compostas,
alternas, com quatro a doze pares de foliolos (Figura 1 C). As flores sao dispostas
em inflorescéncias do tipo paniculas terminais piramidais, com numerosas flores
pequenas de coloracdo branca (Figura 1 D). O fruto é do tipo drupa e apresenta
entre 3 a 6 cm de comprimento, formato oval, cor variando do amarelo ao
alaranjado, casca lisa (Figura 1 E e F), polpa pouco espessa, de cor também
variando do amarelo ao alaranjado e sabor agridoce (Santana, 2010).

Apresenta-se como caducifélia em regides que exibem clima com estacéo
seca (Villachica, 1996), porém em outras regiées comporta-se como perenifélia ou

semidecidua (Lorenzi, 1992).



Figura 1. Arvore de Spondias mombin (A); Detalhe do tronco (B); Detalhe das folhas e
inflorescéncia (C); Detalhe das Flores (D) e Detalhe dos Frutos (E e F).

Na cajazeira é relatada a presenca de fendbmeno que favorece a fecundacao
cruzada, de tal forma que é classificada como alégama pela ocorréncia de
dicogamia do tipo protandrica (Sacramento e Souza, 2000) e de auto-
incompatibilidade (Souza, 2000). A polinizacdo da cajazeira é anemofila baseada em
caracteristicas anatbmicas das flores tendo em vista que as flores sdo desprovidas
de cores vistosas e atraentes, nectarios e todo o tipo de atrativos a possiveis
polinizadores (Lozano, 1986). Outro fato importante é a dispersdao do pdélen em
Spondias mombin que pode chegar a mais de 300 m de distancia e sofre influéncia
direta do espacamento predominante entre plantas, de forma que, em populacdes
com predominancia de espacamentos maiores a dispersdo do polen pode alcancar
algumas centenas de metros, enquanto que em cultivos mais adensados a maioria
dos cruzamentos ocorre entre 0s vizinhos mais proximos (Stacey et al., 1996).

Prance e Silva (1975) identificam a cajazeira como procedente da América
do Sul e Antilhas, encontrando-se dispersa desde o Sul do México até o Brasil. No

Brasil, & encontrada principalmente nos Estados do Norte e Nordeste, onde seus
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frutos recebem diferentes denominagfes, sendo conhecidos como: caji, caja
verdadeiro, cajd-mirim ou tapereb&. Estes sao utilizados no preparo de polpas,
sucos, picolés, sorvetes, néctares e geléias. A madeira é bastante utilizada em
servicos de marcenaria e partes da planta, casca e folha, sdo bastante utilizadas
com finalidades medicinais (Sacramento, 2000).

Maciel e Guerra (2008) consideraram o caja como rica fonte de fitoquimicos,
muitos dos quais com importancia fisiolégica, a exemplo das antocianinas,
carotenoides, fendlicos, flavonoides e acido ascorbico. Esses compostos encontram-
se frequentemente em frutos e vém sendo motivo de investigacdes cientificas por
apresentarem propriedades antioxidantes. Os frutos também s&o fontes das
vitaminas A, B1, B2, C e niacina (Sacramento e Souza, 2000).

O aumento da demanda vem despertando o interesse pelo seu cultivo,
porém o incipiente acervo de informacdes e conhecimentos existentes impede a
instalacdo de pomares comerciais (Souza, 1998). A expansdo do cultivo da
cajazeira, em escala comercial, depende do uso de material propagativo com
elevado potencial produtivo e com caracteristicas qualitativas desejaveis (Bosco et
al., 2000).

2.3.Marcadores Microssatélites (ISSR)

Os marcadores moleculares muito tém contribuido para a caracterizacédo de
germoplasma, ja que sao capazes de localizar diferencas significativas em nivel de
DNA. Com os marcadores moleculares, a caracterizagdo pode ser realizada em uma
maior velocidade, qualidade e em larga escala (Varshney et al., 2005). Esses podem
estimar a alteracdo na frequéncia alélica, a perda ou fixacdo de alelos e a
variabilidade genética da populacéo.

Marcadores ISSR (inter-simple sequence repeat) sdo amplamente utilizados
em estudos de diversidade e variabilidade genética por ndo necessitarem de
informacao prévia da sequéncia de DNA, ter baixos custos de desenvolvimento e 0s
procedimentos laboratoriais podem ser transferidos para qualquer espécie de planta
(Barth et al., 2002), sdo também faceis de trabalhar, geram maior numero de
fragmentos polimaorficos e constituem uma técnica menos onerosa (Brandéo, 2008).
Os primers de ISSRs s&do sequencias de microsatélite, ancoradas ou ndo na

extremidade 5’ ou 3’ (Gupta et al., 1994), amplificam a regido entre os dois sitios de

5



ligacdo — Indels, perda ou ganho de sitios de ligacdo dentro da regido amplificada
séo detectados como bandas polimorficas (Yang et al., 1996). Os ISSR comportam-
se como marcadores dominantes e seguem o0 padrdo de heranca mendeliana
simples (Gupta et al.1994).

Esta técnica tem demonstrado ser uma poderosa ferramenta para a
investigacdo da variacdo genética dentro de espécies (Wolfe e Liston, 1998), sendo
Uteis em estudos de genética de populacdes, pois, suas sequéncias-alvo sdo
abundantes ao longo do genoma de eucariontes e evoluem rapidamente (Brandao,
2008).

2.4.Variabilidade genética em populacdes

A compreensdo dos padrdes de variabilidade intrapopulacional e da
distribuicdo da diversidade genética entre as populacdes de espécies florestais € de
fundamental importancia para a definicdo de estratégias de conservacao e uso
sustentavel desses recursos (Primack e Rodrigues, 2001), e assim evitar perdas
adicionais de diversidade genética em populacbes que sdo ameacadas pelas
atividades antrépicas (Rocha e Lobo 1998).

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida pela distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagbes. Esta estrutura resulta da
combinac¢éo entre mutacdo, migracao, selecédo e deriva genética, as quais definem a
distribuicdo da variabilidade genética nas populacdes. Em populacdes naturais, a
distribuicdo da variabilidade genética é influenciada pelo modo de reproducdo,
sistema de acasalamento, tamanho da populacdo, distribuicdo geografica e fluxo
génico (Hamrick, 1982), além de ser estruturada no tempo e no espaco.

As informacfes sobre a variabilidade genética em populacdes naturais sao
fundamentais para o progresso de duas areas de grande interesse atual: especiacdo
em florestas e conservacao de recursos genéticos (Buckley et al., 1988).

2.5.Diversidade genética
Os estudos com espécies arboreas nativas iniciaram-se principalmente a
partir do final da década de 1980, quando alguns centros de pesquisa passaram a

dar atencdo a conservacao dos recursos geneéticos (Freitas et al., 2005). A avaliacéo



da diversidade genética é considerada vital para a formulacdo de estratégias de
conservagao para especies arbéreas nativas (Sebastian et al., 2010).

Espécies que apresentam valores baixos de diversidade genética podem ter
reduzida a sua capacidade de sobreviver a doencas e ndo se adaptarem a
mudancas ambientais. Assim, a diversidade genética pode ser considerada de
fundamental importancia para a sustentabilidade e estabilidade dos ecossistemas
(Rajora e Pluhar, 2003).

O processo de melhoramento genético € altamente dependente da
amplitude da base genética disponivel, que por sua vez é influenciada pelo acervo
de recursos Uteis disponiveis na forma de materiais coletados e caracterizados,
mantidos nos bancos de germoplasma, que s&o insumos importantes para o
desenvolvimento do melhoramento genético da espécie e também de novas
cultivares. A capacidade de acessar esses genoétipos portadores de variabilidade € o
fator fundamental para o sucesso de qualquer programa de melhoramento genético
vegetal (Queiroz e Lopes, 2007).

A caracterizacdo molecular da diversidade genética no germoplasma pode
fornecer dados Uuteis para auxiliar o melhorista na selecdo de genitores de
populacbes basicas ao estabelecer programas de melhoramento. Tais populacdes
sdo estabelecidas pelo cruzamento de materiais superiores, objetivando-se
frequentemente, a maximizacdo da distancia genética com a finalidade de
recombinar genes ou complexos génicos em novas combinacfes génicas favoraveis

(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.6.Caracterizacdo morfolégica

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas dos alimentos,
consumidos pela populagéo € de suma importancia no que diz respeito a orientacdo
nutricional, ao controle de qualidade do alimento e subsidia a identificacdo das
espécies promissoras, tendo em vista seu aproveitamento industrial e a aplicagéo de
estudos de melhoramento genéticos (Oliveira et al., 2010).

A busca de gendtipos cada vez mais produtivos tem sido o principal foco dos
programas de melhoramento. Além da selecdo direta baseada na produtividade,
outras estratégias vém sendo utilizadas em alguns programas de melhoramento a

fim de maximizar os ganhos com a selecdo. Isso inclui a avaliacdo de caracteres
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morfolégicos a fim de discriminar melhor os gendétipos e identificar agueles de maior
importancia na caracterizagdo dos materiais genéticos. Essas ferramentas
proporcionam aos melhoristas uma melhor orientacdo na escolha das melhores
variaveis a serem utilizadas nos programas de melhoramento (Cruz et al. 2004).

Os caracteres morfolégicos podem ser classificados em dois tipos, 0s
guantitativos e os qualitativos, que sao definidos de acordo com a interagdo com o
ambiente. Os gualitativos sdo de pouca interacdo com o ambiente, assim nao sofrem
tanta influéncia ambiental e por terem alta herdabilidade ndo sofrem modificacdes
expressivas, refletindo as caracteristicas da planta como a coloragdo dos frutos e
flores, padrdo foliar, hdbito de crescimento, formato do fruto, entre outros. J& os
guantitativos sofrem muito efeito do ambiente, sdo de baixa herdabilidade e podem
vir a alterar os caracteres dependendo das respostas da planta ao ambiente,
tratando, por exemplo, de altura da planta, diametro do caule e do fruto,
comprimento do fruto, producéo, entre outros (Milach, 1998).

2.7.Melhoramento da cajazeira

Segundo Resende et al. (2005), o conhecimento do produto comercial de
interesse define alguns dos caracteres e objetivos do melhoramento necessérios ao
germoplasma a ser melhorado. A cajazeira apresenta elevada variabilidade quanto
ao porte, arquitetura, formato da copa, fenologia da planta, caracteristicas fisicas e
quimicas de folhas e frutos e longo periodo de juvenilidade, atributos que
inviabilizam o cultivo comercial (Santana, 2010). Nesse sentido, Sacramento et al.
(2008), considerando a elevada variabilidade genética existente nestas espécies
frutiferas, recomenda que inicialmente seja realizada selecdo massal para escolha
de gendtipos com atributos superiores, e posteriormente, proceder a competicao e a
avaliacdo dos gendtipos obtidos, em diferentes condicdes.

Para a implantacdo de pomares comerciais da cajazeira, ha a necessidade
de obtencédo de gendtipos produtivos, com porte e arquitetura adequados, facilitando
0s tratos culturais, como a poda e colheita, os tratos fitossanitarios e permitindo a
adocdo de modernas tecnologias de producdo, como plantios mais adensados
resultando num melhor uso das éareas de cultivo precoces, reduzindo o tempo
necessario para iniciar a fase produtiva, e com uniformidade nas fases fenolégicas,

sobretudo quanto ao florescimento e ciclo de frutificagao (Souza, 2008).
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4. CAPITULOS

4.1 CAPITULO 1

DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES NATURAIS DE Spondias mombin
L. POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES

RESUMO

A cajazeira (Spondias mombin L.) é uma espécie frutifera da regido amazonica, cujo
fruto € muito utilizado pela populacéo local. Devido ao aumento do consumo dos
frutos e seus derivados, a espécie vem despertando interesse para o cultivo, porém
ainda € pouco estudada. O objetivo desse estudo foi analisar a diversidade genética
entre e dentro de populacdes de S. mombin, com ocorréncia natural no norte do
Estado de Mato Grosso através de marcadores ISSR. Foram avaliados 126
individuos localizados na regido Norte do Estado de Mato Grosso distribuidos entre
0S municipios de Alta Floresta (AFL) 42, Marcelandia (MAR) 41 e Nova Bandeirantes
(NBA) 43. O DNA total de cada genotipo foi extraido e as amplificagBes foram via
PCR com o emprego de 14 primers de ISSR, previamente selecionados. As
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,5% e submetidas a corrida de
eletroforese. Os resultados permitiram observar que os 14 primers amplificaram 99
fragmentos e que todos os marcadores utilizados, exceto o DIGA3’A, apresentaram
PIC acima de 0,25, sendo, portanto recomendados para analise da diversidade em
S. mombin. A diversidade genética das populacées AFL (H = 0,2430 e | = 0,3547) e
MAR (H = 0,2062 e | = 0,2993) foi maior quando comparadas a de NBA que
apresentou a menor diversidade genética (H = 0,2002 e | = 0,2957). A AMOVA
revelou que 77,38% da variacdo genética total encontra-se dentro de populacdes
enquanto 22,62% entre populacdes. As populacdes AFL e NBA sdo as mais
similares geneticamente e a populacdo MAR é a mais distante geneticamente,
sugerindo que a estrutura genética em S. mombin é determinada pela distancia
geografica. O dendrograma gerado pelo método UPGMA possibilitou a formacéo de
9 grupos distintos de acordo com a localidade em que 0s genoétipos se encontram;
no agrupamento do “Structure” houve a formagéao de trés grupos, demonstrando que
os individuos ficaram alocados nas suas devidas populacées. Ambas as populacdes
podem ser fonte de genoétipos para bancos de germoplasma e para um futuro
programa de melhoramento por apresentarem diversidade genética.

PALAVRAS-CHAVE: Caja, Marcador ISSR, Variabilidade Genética.
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GENETIC DIVERSITY IN NATURAL POPULATIONS OF Spondias mombin L.
USING MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

Caja tree is a fruitful specie of the Amazon region, its fruit is very used by local
populations. Due to increased consumption of fruits and derivatives, the species is
attracting interest for crop, but it is little studied. The objective this study was to
analyze the genetic diversity among and within populations of S. mombin with natural
occurrence in the north Mato Grosso state through ISSR markers. One hundred and
twenty six individuals were evaluated. They are located in north Mato Grosso and
distributed among the municipalities: Alta Floresta (AFL) 42, Marcelandia (MAR) 41
and Nova Bandeirantes (NBA) 43. Total DNA of each genotype was extracted and
amplified by PCR with the use of 14 ISSR primers previously selected. The samples
were applied to agarose gel 1.5% and submitted to electrophoresis. Results allowed
to observe that the 14 primers amplify 99 fragments and that all the markers used,
except DIGA3'A, showed PIC above 0.25, therefore they are recommended for
analysis of diversity of S. mombin. The genetic diversity of populations AF (R =
0.2430 and | = 0.3547) and MAR (H = 0.2062 and | = 0.2993) were higher when
compared to NBA that showed the lowest genetic diversity (H = 0.2002 and | =
0.2957). The AMOVA revealed that 77.38% of the total genetic variation are within
populations while 22.62% are among populations. Populations AFL and NBA are
genetically more similar and population MAR is genetically the most distant,
suggesting that genetic structure of S. mombin is determined by geographical
distance. The dendrogram produced by UPGMA method allowed the formation of
nine distinct groups according to locality of genotypes, in the grouping of "Structure"
there was the formation of three groups, demonstrating that individuals were
allocated in their populations. Both populations can be a source of genotypes for
germplasm banks and for a future breeding program because showed genetic
diversity.

KEY WORDS: Yellow Mombin, ISSR markers, Genetic variability.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma vasta diversidade de tipos de solos e climas,
favorecendo o cultivo de diversas frutiferas tropicais, elevando o seu potencial na
fruticultura (Siméo, 1998). Na Amazénia, essa potencialidade € encontrada nas mais
diversas espécies das familias botadnicas como por exemplo, Fabaceae,
Bignoniaceae, Lauraceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Anacardiaceae, Malvaceae,
Arecaceae, entre outras (Neto, 2011).

A cajazeira (Spondias mombin L.) € uma espécie frutifera pertencente a
familia Anacardiaceae, cujo género inclui espécies como a cirigueleira, cajaraneira e
umbuzeiro (Souza, 2005). A espécie encontra-se dispersa nas regides tropicais da
Ameérica, Africa e Asia, sendo no Brasil encontrada, principalmente, nas regibes
Norte e Nordeste. Os frutos recebem diferentes denominagdes sendo conhecidos
como: caja, caja verdadeiro, caja-mirim ou tapereba (Sacramento e Souza, 2000).

O fruto da espécie possui um alto potencial agroindustrial devido a sua polpa
apresentar elevada qualidade nutricional, excelente sabor e odor, sendo comumente
utilizada na producdo de sucos, néctares, sorvetes, geleias, vinhos, licores entre
outras receitas, e é caracterizado como uma das frutas mais apreciadas e
comercializadas nas Regides Norte e Nordeste do Brasil (Silva Junior et al., 2004).

Devido ao aumento do consumo dos frutos da cajazeira e de seus derivados,
a espécie vem despertando interesse para o cultivo, porém ainda ha poucas
informacdes disponiveis para a implantacdo de pomares comerciais. A insercdo de
S. mombin como espécie frutifera nos modelos agronébmicos modernos requer, a
identificacdo de materiais propagativos, cujos gendtipos apresentem elevada
capacidade produtiva (Bosco et al., 2000).

Para que um programa de melhoramento seja iniciado é necessario que haja
variabilidade genética visando a selecédo de gendtipos superiores, por isso o estudo
da variabilidade genética intraespecifica e o conhecimento de como esté estruturada
no espaco sdo de extrema importancia para a caracterizacdo dos recursos
geneéticos, delinear estratégias de conservacdo geneética, manejo sustentavel e
melhoramento genético da espécie (Estopa, 2003; Kageyama et al., 2003; Sahyun,
2007; Rossi et al., 2009; Rivas et al., 2013).
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Segundo Costa et al. (2011), informacdes sobre a variacdo genética de
espécies nativas, tanto dentro quanto entre as populac¢des, sao fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias que possibilitem a domesticacdo e incorporagao
dessas espécies nos sistemas produtivos regionais, bem como para dar suporte a
planos de conservacao dos recursos genéticos.

As técnicas moleculares possibilitam acelerar os processos de analise da
variabilidade e selecédo principalmente quando se trabalha com espécies perenes,
nao necessitam que a planta complete seu ciclo reprodutivo para efetuar as
andlises, ndo sofrem interferéncia do meio e, ainda, apresentam alta eficiéncia para
discriminagcédo de materiais (Ferreira e Grattapraglia, 1998).

Dentre as diversas técnicas moleculares, os marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) tem sido utilizados com bastante sucesso para relevar o
polimorfismo molecular em diversas espécies vegetais (Almeida Junior et al., 2008),
sendo considerado como um dos marcadores amplamente varidveis devido a grande
ocorréncia e distribuicdo no genoma (Ellegren, 2004). Além disso, € um marcador
gue possui a vantagem de nédo requerer informacdes previas do genoma revelando
padrbes altamente polimérficos (Zietkiewcz et al., 1994), mostrando-se Uteis em
estudo genéticos, especialmente no estudo da diversidade genética e das relacbes
de individuos proximamente relacionados (Salimath et al., 1995).

Varios estudos realizados com marcador ISSR tém demonstrado sua
eficiéncia em analises da variabilidade genética em populacbes vegetais (Silva,
2009; Santana et al., 2011; Rocha et al., 2012; Rivas et al., 2013; Giustina et al.,
2014; Rossi et. al., 2014).

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética
entre e dentro de populacdes de Spondias mombin, com ocorréncia natural no Norte

do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores ISSR.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo e Amostragem do material vegetal

A area de estudo esta localizada na regido Norte do Estado de Mato Grosso,
compreendendo os municipios de Alta Floresta (09°52'32" S e 56°05'10" O),
Marcelandia (11°0522" S e 54°27'02" O) e Nova Bandeirantes (09°48'50" S e
57°51'43" O) (Figura 1). O clima da regido é do tipo Equatorial quente e umido,
caracterizado por médias anuais de temperatura superiores a 24°C e pluviosidade
acima de 2.500 mm. A altitude média varia de 200 a 290 m. Os solos, na sua
maioria, pertencem a classe dos Latossolos, sob relevos planos e suavemente
ondulados, com predominio da agropecuaria e exploracdo de madeira.
Fundamentalmente, a vegetacdo € caracterizada pela Savana, Floresta Ombréfila e
Floresta Estacional (Seplan-MT, 2006).

-60° -58° -56° -54° -52°
L N N L f

® Populagdes Limite municipal
Alta Floresta Marcelandia
= Cuiaba - Capital Nova Bandeirante

[ Limite estadual

Figura 1. Localizagdo geografica dos trés municipios Alta Floresta, Marcelandia e Nova
Bandeirantes localizados na Amazo6nia Meridional, norte do Estado de Mato Grosso.

Em cada municipio foi selecionada uma area onde a espécie tem ocorréncia
natural, cada &area se constituiu em uma populacdo de estudo, totalizando trés
populagcbes. Foram amostrados 126 individuos distribuidos entre os municipios de
Alta Floresta (AFL) 42, Marcelandia (MAR) 41 e Nova Bandeirantes (NBA) 43.
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Coleta do Material
Em cada individuo selecionado foi amostrado material foliar, os quais foram
coletados com o auxilio de atiradeira manual e poddo. Foram coletadas,
preferencialmente, folhas jovens, sem danos mecanicos ou sinais de doenca. Todo o
material foi identificado por individuo, ainda em campo e armazenado em silica gel.
O material foi transportado para o laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular do Campus Universitario de Alta Floresta - UNEMAT, e armazenado até a

extracdo de DNA.

Extracdo e Quantificagcdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas
seguindo o método CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Aménio) descrito por Doyle e
Doyle (1987) com modificacdes: aumento da concentracdo de polivinilpirrolidona
(PVP) de 1% para 2%, CTAB de 2% para 5% e de B-mercaptoetanol de 0,2% para
3% no tampéao de extracdo, além da reducédo do tempo de incubacao a 65°C de 60
minutos para 30 minutos.

O tecido foliar foi lavado em agua corrente e seccionado manualmente. Com
almofariz e pistilo, o tecido foi macerado na presenca de nitrogénio liquido. O
produto resultante foi transferido para microtubos de 2 mL, ao qual foram
adicionados 800 pL de tampéao de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M
cloreto de sodio; 20 mM EDTA; 5% CTAB; 2% polivinilpirrolidona (PVP) e 3% B-
mercaptoetanol), agitados em vortex e incubados em banho-maria a 65°C por 30
minutos.

Apos resfriamento em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a
12.000 rpm em micro centrifuga por 10 minutos. Em seguida, a fase aquosa
(sobrenadante) foi transferida para um novo tudo de 1,5 mL e adicionado 700 pL de
cloroférmio: &lcool isoamilico 24:1 (viv), os tubos foram agitados por
aproximadamente 1 minuto em vortex e centrifugados a 10.000 rpm em micro
centrifuga por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e precipitado com o
volume equivalente de alcool isopropilico gelado (-20°C) por cerca de 3 horas em

freezer a -20°C. ApGs este periodo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10
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minutos e o precipitado foi lavado duas vezes com alcool etilico a 70% (v/v) e uma
vez com alcool etilico a 95% (v/v).

Depois da secagem por aproximadamente 15 minutos em temperatura
ambiente, o precipitado foi ressuspendido em 40 uL de TE 0,1 mM (10 mM Tris-HCI;
1 mM EDTA, pH 8,0) com 0,12 pL RNAse. A solugao foi incubada em banho-maria a
35°C por 30 minutos. Posteriormente, os microtubos foram armazenados em
geladeira (4°C) por 24 h e depois em freezer (-20°C).

A qualidade e a quantificacdo do DNA foram feitas através da técnica de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A quantificacéo
foi comparada através de pesos moleculares de DNA padrdo (lambda) com
amplitude de variacdo de 10, 20, 50 e 100 ng. O DNA quantificado foi diluido para a

obtencéo das solucdes de trabalho a 5ng/uL. (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Amplificagcéo e genotipagem de locos ISSR

Inicialmente foram realizados testes de amplificacdo em trés genotipos de
caja com 24 primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC).
Com base nos padroes de bandeamento para intensidade, polimorfismo e
repetitividade, foram selecionados 14 dos 24 primers testados (Tabela 1) para a
genotipagem de todos os individuos.

As reacdes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador
Biocycler com um volume final de 20 uL, sendo 1 uL de DNA (x 20 ng), 2 uL de
tampéo 10x (1M KCI; 1M Tris pH 8.3; 1M MgCls; 10% Tween 20), 2 yL de MgCl, (25
mM), 3 yL de primer (0,2 mM), 4 yL de dNTP (0,1 mM de cada dNTP), 1 uL DMSO e
0,2 uL de Taq polimerase (5 U/pl).

O programa de amplificacdo utilizado foi o proposto por Silva (2009), sendo:
15 minutos a 95°C (desnaturacdo inicial); 35 ciclos de 30 segundos a 94°C
(desnaturacéo); 45 segundos a 48-50°C (anelamento); dois minutos a 72°C
(extensdo) e sete minutos a 72°C (extensao final). A temperatura de anelamento
variou de acordo com o iniciador utilizado.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao de corrida TBE 1X (89,15 mM de Tris Base; 88,95 mM de
Acido Boérico e 2,23 mM EDTA), com voltagem constante de 90 V por

aproximadamente quatro horas. A coloracdo do gel foi realizada com brometo de
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etideo (0,6 ng/mL). Para comparacdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados foi
utilizado o DNA ladder de 100 pb (InvitrogenTM).
Em seguida, o gel foi fotografado quando irradiado por luz ultravioleta pelo

Transiluminador UVB LTB-21x26 (Loccus Biotecnologia®) e camera digital (Sony®).

Tabela 1. Primers ISSR utilizados para a amplificagcdo dos 129 genoétipos de S. mombin
amostrados nas trés populagfes localizadas nos municipios de Alta Floresta, Marcelandia e
Nova Bandeirantes, MT. TM = Temperatura de anelamento referente ao primer

Nome do Primer Sequéncia do Primer (5’ - 3’) T™ (°C)
DIAG3'C AGAGAGAGAGAGAGAGC 50
DIGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 50
DIiGA3'A GAGAGAGAGAGAGAGAA 50
DIAC3'T ACACACACACACACACT 50
DIAC3’C ACACACACACACACACC 51
DIAC3'G ACACACACACACACACG 50

DIAG3'YC* AGAGAGAGAGAGAGAGYC* 50
DIAC3'YT* ACACACACACACACACYT* 50
TriCTC CTCCTCCTCCTCCTCCTC 50
TriGAA GAAGAAGAAGAAGAAGAA 50
DICA5’BDB BDBCACACACACACACA 50
DITG5’HVH HVHTGTGTGTGTGTGTG 50
TriACA3’'RC ACAACAACAACAACARC 48
DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 50

*Y=CouT;R=AouG;V=A,CouG;H=A,CouT.

Analise estatistica

A presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos amplificados (bandas) foram
usadas para a constru¢cdo de uma matriz binaria, a partir da qual foi calculada a
porcentagem de polimorfismo obtida com cada primer utilizado, por meio da

equacao 1:

_ Nbp

P =
nbt

=100 (Equacéo 1)

em que P = porcentagem de polimorfismo; nbp= ndmero de bandas
polimorficas; nbt = e nimerode bandas total. As bandas com coloracéo fraca e baixa
definicdo foram descartadas.

A diversidade genética do loco ou PIC (indice de Contetido Polimorfico) é
uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de um loco. A

informatividade do loco p; é a frequéncia do alelo p no loco p;, calculado pela

equagao 2: PIC =1— Zi pi2 (Equacéo 2)
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A informatividade do primer p; € a frequéncia do alelo p do loco i, no primer

J, (Rezende et al., 2009), sendo calculada pela equacéo 3:

PIC =1-%,%, pi? (Equacéo 3)

primer

Para caracterizacdo da variabilidade genética, foi utilizado o Programa
POPGENE (Population Genetic Analysis) versao 1.32 (Yeh et al., 1999), utilizando-
se parametros para dados dipléides dominantes. Estimaram-se a diversidade
genética de Nei (1978) (H), a porcentagem de locos polimérficos (P%) e o indice de
Shannon (I) para cada populacdo e para o conjunto de populagdes. Também foi
realizada a analise de diversidade genética entre popula¢cdes pelo método de Nei
(1978), estimando-se a heterozigosidade total (Ht), a diversidade génica média
dentro de populacdes (Hs), a divergéncia genética média entre populacdes (Gst) e o
fluxo génico (Nm).

A anadlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para revelar a
distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as populacdes; ela foi realizada
de acordo com Excoffier et al. (1992), com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.01
(Excoffier et al., 2006).

Para formacdo da matriz de dissimilaridade foi utilizado o complemento
aritmético do Indice de Jaccard. Esse coeficiente consiste na comparacido do
namero de presencas de bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas,
excluindo o nimero de auséncias conjuntas Meyer (2002). Tal coeficiente € definido

pela equacao 4:

D, =1-S;

ij ij
Onde: (Equacéo 4)

a

" a+b+c
a = é o numero de bandas presentes nos acessos i, j;
b = € o nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso |;
C = € 0 numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i.
A matriz de dissimilaridade genética foi utilizada para a analise de
agrupamento dos genétipos pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method

Average) que foi computado com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2008).
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O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o nimero de grupos (K), nos quais os genotipos
encontram-se estruturados. Foram realizadas 20 corridas para cada valor de K,
200.000 interagdes iniciais (“burn-ins”) e 500.000 simulagbes de Monte Carlo via
Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relacdo aos
propostos, foram utilizados os critérios descritos por Pritchard e Wen (2004) e Evano
et al. (2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 14 primers ISSR amplificaram um total de 99 fragmentos nos 126
genotipos de caja analisados, sendo 64 bandas polimérficas (64,65%) e 35
monomorficas (35,35%). A média de bandas amplificadas por primer foi de 6,97.

Segundo Alves et al. (2007), a maioria das espécies arboreas tropicais
apresentam um grande numero de alelos por loco. Rossi et al. (2014) ao avaliar
gendtipos de Mauritia flexuosa obtiveram uma média de 10,7 bandas por primer,
valor proximo ao encontrado por Santana et al. (2011) ao estudarem 17 acessos de
umbu-cajazeiras pertencentes ao BAG Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca e
Fruticultura com base em marcadores ISSR, encontraram uma média de 10 bandas
por primer em contraste ao encontrado no presente estudo, que foi de 6,97 se
tratando de populacdes naturais, nas quais ndo foi realizada selecao de genotipos.
Rivas et al. (2013) ao estudar populacdes nativas de Theobroma subincanum,
obtiveram resultados semelhantes ao encontrado nesse estudo onde o numero
médio de bandas por primer foi de 6,69.

O iniciador que apresentou o maior conteado de informacdo polimérfica
(PIC) em cada populagéo foi AFL (DIAC3'C: 0,45), MAR (DITG5’'HVH: 0,49) e NBA
(DIAC3’C: 0,48). Os que apresentaram menores valores foram AFL (DiTG5'HVH:
0,14), MAR (DiGA3’'A/DIAC3’'G/DIAG3'YC* ambos com 0,10) e NBA (TriCTC: 0,04)
(Tabela 2).

Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores
de PIC superiores a 0,5 séo considerados muito informativos, valores entre 0,25 e
0,50 mediamente informativos, e valores inferiores a 0,25, pouco informativos. De
acordo com Boza et al. (2013), marcadores altamente polimérficos sdo Uteis na
identificacdo da diversidade genética.

No geral, independente da populacdo dos 14 marcadores utilizados, exceto
o marcador DIGA3’A, 13 apresentaram o PIC acima de 0,25 sendo, portanto, 0s

mais recomendados para a analise da diversidade em caja.
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Tabela 2. Numero de fragmentos amplificados por primer, em nivel de populacédo: Alta
Floresta (AFL), Marcelandia (MAR) e Nova Bandeirantes (NBA). NT= numero total de
bandas amplificadas; NP= numero total de bandas polimorficas; %P= porcentagem de
polimorfismo; PIC= contetido de informacao polimorfica

Populactes
Primers AFL MAR NBA

NT NP %P PIC | NT NP %P PIC |[NT NP %P  PIC
DIAG3'C 7 5 71,43 0,15 7 6 8571 021 | 7 5 71,43 0,34
DIGA3'T 6 2 33,33 0,25 6 3 50,00 022 6 3 50,00 0,35
DIGA3'A 5 2 40,00 0,16 5 1 20,00 0,10| 5 2 40,00 0,11
DIAC3'T 10 7 70,00 0,24 | 10 6 60,00 0,23 | 10 8 80,00 0,42
DIAC3'C 8 6 75,00 0,45 7 5 71,43 043 | 9 7 77,78 0,48
DIAC3'G 7 6 85,71 0,27 7 3 4286 010 | 7 3 4286 0,12
DIAG3'YC* 6 4 66,67 0,31 6 2 3333 00| 6 2 33,33 0,05
DIAC3'YT* 7 4 57,14 0,29 7 3 4286 024 | 7 3 4286 0,31
TriCTC 8 4 50,00 0,38 | 8 4 50,00 012 | 8 2 25,00 0,04
TriGAA 7 5 71,43 0,43 7 5 71,43 038 | 7 5 71,43 0,38
DICA5'BDB 8 4 50,00 0,41 8 4 50,00 0,34 | 7 3 42,86 043
DITG5'HVH 4 2 50,00 0,14 | 4 2 50,00 049 | 4 2 50,00 0,29
TriACA3'RC 9 5 55,56 0,34 | 9 3 3333 013 9 4 4444 0,23
DIGA3'C 6 4 66,67 0,21 6 3 5000 015| 6 4 66,66 0,44
Média 7 428 61,21 0,29 6,92 357 50,78 023| 7 3,78 52,76 0,28

O maior indice de diversidade estimado a partir de Nei (1978) (H) e de
Shannon () foi encontrado nas populacées AFL (H = 0,2430 e | = 0,3547) e MAR (H
=0,2062 e | = 0,2993), enquanto que NBA apresentou a menor diversidade genética
(H = 0,2002 e | = 0,2957); em nivel de espécie, a diversidade apresentou 0s
seguintes resultados: (H = 0,2689 e | = 0,3971) (Tabela 3). A diversidade de
Shannon e de Nei variam de 0 a 1, sendo 0 considerado diversidade génica nula e 1
diversidade génica maxima, os dados obtidos revelaram que ha diversidade genética
nas populacdes naturais de S. mombin.

O indice de diversidade em outras espécies com as mesmas condi¢cdes
deste estudo podem permitir a compreensdo das magnitudes de H e | obtidos.
Oliveira et al. (2008) relataram altos niveis de diversidade nas populacbes de
Dimorphandra mollis (H = 0,303 e | = 0,460); da mesma forma, Rossi (2007) mostrou
alta diversidade em Mauritia flexuosa (H = 0,206 e | = 0,308); Estopa et al. (2006)
em populacdes naturais (H = 0,490 e | = 0,330) de Eremanthus erythropappus; e
Batista et al. (2008) em Papiro tibouchina (H = |1 = 0,230 e 0,340). Estes resultados

sao relativamente semelhantes aos obtidos no presente estudo. No entanto, a
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valores de H e | descritos nestes trabalhos foram mais elevados do que os obtidos
para S. mombin.

Dentre as populacdes analisadas, AFL e NBA apresentaram maior
porcentagem de polimorfismo, 61,21% e 52,76% respectivamente, quando

comparadas a MAR que apresentou 50,78%.

Tabela 3. Diversidade genética dentro de populagdes naturais de cajazeira localizadas nos
municipios de Alta Floresta (AFL), Marcelandia (MAR) e Nova Bandeirantes (NBA), MT.
Estimada via indice diversidade génica de Nei (H) e Iindice de diversidade génica de
Shannon (l); porcentagem de polimorfismo (%P); tamanho da amostra (N)

Populacdes N P (%) H I
AFL 42 61,21 0,2430 0,3547
MAR 41 50,78 0,2062 0,2993
NBA 43 52,76 0,2002 0,2957

Espécie 126 71,72 0,2689 0,3971

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou que 22,62% da variancia
total como diferenca entre populacdes e 77,38 dentro de populacdes, demonstrando
gue a maior diferenciacdo genética estd no componente intrapopulacional do que no
componente interpopulacional (Tabela 4). Houve diferenciagdo genética significativa
(p<0,01) entre as populacoes.

Estes resultados corroboram com varios trabalhos realizados com espécies
tropicais que afirmam que a maior diversidade genética ocorre em nivel
intrapopulacional (Pessoni, 2007; Oliveira e Silva, 2008; Rossi et al, 2009; Bertoni et
al., 2010 e Brandao et al., 2011). Estudos da variabilidade genética em populacées
naturais de plantas em regifes tropicais, ttm demonstrado que estas preservam
grande variabilidade dentro das populacdes (Paiva, 1998).

Os resultados encontrados para S. mombin neste estudo estdo de acordo
com a afirmacdo de Hamrick e Godt (1996), espécies autbgamas possuem baixa
diversidade genética dentro de populacbes e alta diferenciacdo genética entre
populacdes, quando comparadas com espécies alobgamas como, por exemplo, a
cajazeira.

Para espécies com reproducdo cruzada (alégamas), estimativas da
diferenciacdo genética entre populacdes naturais baseadas em dados de AMOVA
com marcadores RAPD (um marcador dominante, como ISSR) tem normalmente

sido inferiores a 28%. Para espécies autdgamas, a estimativa da variagdo genética
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interpopulacional tem normalmente sido superior a 70% (Nybom e Bartish, 2000). A
diversidade genética entre as populacbes encontrada neste estudo foi de 22,62%
(Tabela 4), o que se encontra dentro das estimativas de Nybom e Bartish (2000)
para espécies com reproducdo cruzada. Segundo Hartl (2008), espécies aldgamas
possibilitam que altas taxas de diversidade sejam encontradas dentro de
populacdes, uma vez que a alogamia favorece a recombinagéo.

Outro parametro genético que permitiu verificar o fenbmeno de deriva
genética nas populagdes foi o Fsr (divergéncia genética interpopulacional) que foi
estimado em 0,2262 (Tabela 4), o que indica um moderado nivel de divergéncia
genética entre as trés populacdes estudadas, de acordo com Wright (1965) o Fst
acima de 0,25 indica ter uma grande diferenciacdo genética.

O valor encontrado de FST e, consequentemente, o valor da estimativa do
fluxo génico (Nm), sugere que o fluxo génico tem sido suficiente para contrapor os
efeitos da deriva, revelando uma diferenciacdo significativa entre populacoes,

guando medida pelo indice de fixacdo FST.

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) das trés populacdes de Spondias
mombin estudadas a partir de 14 marcadores de ISSR

Fonte de Variacao GL* SQ* Cv* VT(%)* Valor de p*
Entre Populacdes 2 174,19 1,91 22,62 <0,01
Dentro de Populacdes 123 808,99 6,56 77,38

Total 125 981,19 8,47

*Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia (CV),
Variancia Total (VT) e P sdo as probabilidades de ter um componente de variancia maior
que os valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1023
permutacdes ao acaso. Fst = 0.2262

A heterozigosidade total (Ht) estimada foi de 0,2688, constatando que a
espécie apresenta, nestas populacdes, uma reserva de variabilidade genética. A
porcentagem da divergéncia genética total encontrada entre populacdes (Gst) foi de
0,1947 (Tabela 5).

Nas populagbes de S. mombin estudadas, a estimativa do fluxo génico (Nm)
ou numero de migrantes por geracao foi de 2,0684; através disto, conclui-se que ha
fluxo de genes de uma geracéo para outra e que as populacdes ndo estao isoladas
geneticamente (Tabela 5).

Os valores de fluxo génico inferiores a 1,0 indicam isolamento genético e

sendo superiores a 1,0 sédo suficientes para impedir as perdas aleatérias de alelos
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dentro das populacdes. Ja o valor de fluxo génico acima de quatro migrantes por
geracdo indica homogeneizacdo dos alelos dentro da populagédo (Hartl e Clark,
1997).

Segundo Hamrick (2012), o fluxo génico entre individuos dentro das
populacdes e entre as populacdes podem ter grandes impactos sobre a distribuicao
da variacdo genética. Isso, porque o fluxo génico, ao introduzir novas variacdes
reduz a diferenciacdo genética entre as populacdes. Na verdade, um individuo
migrante ou mais entre as populacdes € suficiente para prevenir a diferenciacéao
substancial entre elas.

O valor do fluxo génico observado pode estar associado ao fluxo génico
histérico, quando as popula¢des faziam parte de uma Unica grande populacdo ou
constituiam. Assim, a interpretacdo desse dado deve ser feita com cautela, pois
indica que as populacbes de diferentes regides, apesar de geograficamente
isoladas, apresentam alelos e frequéncias similares, como resultado de trocas

génicas antigas (Raposo et al., 2007).

Tabela 5. Parametros genéticos populacionais de S. mombin. HT: heterozigosidade total,
HS: diversidade genética média dentro das populacdes; GST: divergéncia génica entre
populagdes; e Nm: fluxo génico

HT HS Gst Nm
Média 0,2688 0,2165 0,1947 2,0684
Desvio padrao 0,0394 0,0301

A Tabela 6 demonstra uma estimativa da identidade genética e distancia
genética de Nei (1978) para todas as comparacdes par-a-par entre as populacées. A
distancia genética de Nei varia de 0 a 1, e quanto mais préxima de 1 for a estimativa
entre duas populacfes, mais distante geneticamente as duas populacdes serdo. A
distancia genética entre AFL e MAR foi de 0,1018, para AFL e NBA 0,1002 e para
MAR e NBA 0,1036, demonstrando que a populacdo MAR é mais distante
geneticamente das demais populacoes.

A maior identidade genética existiu entre as populacdes AFL e NBA
(0.9047), enquanto que a menor ocorreu entre as populacdes MAR e NBA (0.9016).
Os resultados demonstram que as populacdes AFL e NBA sédo as mais semelhantes
geneticamente (0,9047), enquanto que as populacbes MAR e NBA sdo as mais

distantes geneticamente (0,1036), evidenciando que as populagbes com maior
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similaridade genética sdo as mais proximas geograficamente. Isto sugere que a

estrutura genética em S. mombin pode ser determinada pela distancia geografica.

Tabela 6. Distancia geogréfica, distancia genética e identidade genética de Nei (1978) entre
as trés populacbes de S. Mombin: Alta Floresta (AFL), Marcelandia (MAR) e Nova
Bandeirantes (NBA), MT.

Populacdes Distancia Identidade Distéancia
genética genética geografica*
AFL com MAR 0,1018 0,9032 220 km
AFL com NBA 0,1002 0,9047 190 km
MAR com NBA 0,1036 0,9016 386 km

*Distancia obtida através do programa Google Earth™, em linha reta.

O dendrograma gerado com base no UPGMA entre os 126 gendétipos
analisados formou nove grupos de acordo com a localidade em que os genotipos se
encontram (Figura 2).

O grupo | alocou 21 gendtipos da populacdo MAR, o grupo Il seis gendtipos
de AFL, o grupo lll foi formado por trés genoétipos da populacdo MAR, o grupo IV
seis gendtipos AFL, o grupo V com 15 gendétipos de MAR, o grupo VI composto por
26 gendtipos de AFL, o grupo VIl alocou 44 gendtipos, sendo 43 individuos da
populacdo NBA, e um gendtipo da populacdo de AFL ficou inserido neste mesmo
grupo, o grupo VIl agrupou dois genoétipos de MAR, no grupo IX estdo agrupados
trés gendtipos de AFL.

Todos dos individuos formaram agrupamentos bem definidos com genétipos
da mesma populacdo, exceto o genétipo 40 da populacao de AFL que ficou alocado
no grupo VIl da populacédo de NBA.

A correlacdo cofenética evidenciou associacdo de 76% (CCC = 0,7600)
entre as distancias obtidas na matriz de dissimilaridade (complemento de Jaccard) e
a matriz cofenética, segundo Vaz Patto et al. (2004), valores de correlacédo

cofenética superiores a 0,56 refletem boa concordancia entre as matrizes.
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Figura 2. Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo método
UPGMA dos individuos de S. mombin das trés populacbes. Coeficiente de correlacéo
cofenética (CCC=0,7600).
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O programa “Structure”, baseado em estatistica bayesiana, foi utilizado para
inferir o nimero de grupos (k). Segundo Pritchard e Wen (2004) nesse programa, 0O
namero de grupos formados pode ser pré-determinado, mas sado os dados que
definem o K (nimero de grupos), cujo valor mais confiavel € estimado pelo menor
namero com valor negativo de Ln e pelo menor desvio padrdo encontrado durante a
andlise estatistica.

O melhor k encontrado relacionando as trés populacées foi representado por
trés grupos (k=3), pode-se verificar que os individuos estdo claramente alocados de

acordo com o local de origem (Figura 3).
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Figura 3. Representacéo dos 126 individuos de S. mombin das trés popula¢des estudadas:
Alta Floresta (AFL), Marcelandia (MAR) e Nova Bandeirantes (NBA) — MT, em grupos
segundo dados moleculares com 14 ISSRs utilizando o programa “Structure”. Os individuos
estdo representados por barras verticais com coloracdo de acordo com o grupo ao qual
pertencem: AFL- Azul, MAR — Vermelho e NBA — Verde (trés grupos, K = 3).



CONCLUSOES

A caracterizacdo molecular revelou que a diversidade genética é maior em
nivel intrapopulacional do que interpopulacional nas popula¢des estudadas e que as
populag6es com maior similaridade genética sdo o mais proximas geograficamente.

Propde-se que sejam conservados individuos de ambas as populacdes a fim
de se preservar a alta diversidade genética intrapopulacional, de modo a possibilitar
a manutencao da variabilidade genética e a conservacao efetiva dessas populacoes.

Por existir variabilidade genética em ambas as populacdes, e ndo haver
individuos geneticamente idénticos ou muito proximos, ambas as populacées podem
ser fonte de gendtipos para bancos de germoplasma e para um futuro programa de

melhoramento.
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4.2. CAPITULO 2

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE Spondias mombin L. POR
MEIO DE CARACTERES MORFOLOGICOS

RESUMO

Entre as frutiferas do género Spondias encontra-se a cajazeira (Spondias mombin
L.), nativa da regido amazonica. Sua exploragéo ocorre de forma extrativista, sendo
ainda incipientes os cultivos da espécie. O objetivo desse estudo foi avaliar a
divergéncia genética entre gendtipos de S. mombin e quantificar a contribuicdo
relativa de 12 caracteristicas morfolégicas de frutos e sementes, e assim, obter
dados que subsidiem futuras pesquisas referentes a conservacédo e domesticacdo
da espécie. Foram avaliados 60 gendtipos. De cada gendétipo foram analisados 10
frutos. Os descritores utilizados para a caracterizagdo dos frutos foram (8): peso,
massa da polpa, volume, comprimento, largura, espessura, teor de solidos sollveis
totais e potencial hidrogenidnico (pH); descritores das sementes (4): peso,
comprimento, largura e espessura. Os dados foram avaliados através dos
Componentes Principais e dos agrupamentos obtidos pelos método UPGMA e
Tocher, a partir da matriz de dissimilaridade (distancia euclidiana média) com auxilio
do programa Genes. Pela analise dos componentes principais, verificou-se que os
trés primeiros componentes explicam 83,63% da variacdo acumulada. As
caracteristicas que mais contribuiram para a discriminagdo dos genoétipos foram:
largura do fruto, peso da polpa do fruto, pH, comprimento da semente e espessura
da semente, sendo as mais responsivas para a selecéo de gendtipos de S. mombin.
As menores contribuicdes para a diversidade foram obtidas dos caracteres: peso do
fruto, largura da semente, espessura do fruto, volume do fruto, comprimento do fruto,
peso da semente e teor de soélidos sollveis. Ambos os métodos de agrupamento
UPGMA e Tocher revelaram que ha divergéncia genética entre os gendtipos
analisados. Os gendtipos 37 e 41 sdo mais divergentes em relacdo aos demais
sendo indicados para cruzamentos em futuros programas de melhoramento e de
conservacao genética da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Caja, Frutifera Amazonica, Recurso genético.
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GENETIC DIVERGENCE AMONG Spondias mombin L. GENOTYPES USING
MORPHOLOGICAL CHARACTERES

ABSTRACT

Among the Spondias fruit trees genre is the yellow mombin (Spondias mombin L.),
native from the Amazon region. Their exploitation occurs by an extractive way being
the species crops still incipient. The aim of this study was to evaluate the genetic
divergence among the S. mombin genotypes and quantify the relative contribution of
12 morphological fruit and seed characteristics, and thus, obtain data that support
future research relating to the species conservation and domestication. Sixty
genotypes were evaluated. Ten fruits from each genotype were analyzed. To
characterize the fruits, the descriptors used were (8): weight, pulp mass, volume,
length, width, thickness, total soluble solids and hydrogenic potential (pH). Seed
Descriptors (4): weight, length, width and thickness. The data were evaluated by the
principal component and groupings obtained by the UPGMA and Tocher methods
from the dissimilarity matrix (average Euclidean distance) through the Genes
program. By the analysis of the principal component, three first components
explained 83.63% of the accumulated variation. The characteristics that most
contributed to the genotypes discrimination were: fruit width, fruit pulp weight, pH,
seed length and seed thickness, being the most responsive to the S. mombin
genotypes selection. The smallest contributions to the diversity were obtained by the
characters: fruit weight, seed width, fruit thickness, fruit volume, fruit length, seed
weight and soluble solids content. The UPGMA and Tocher grouping methods
revealed that there is a genetic divergence between the analyzed genotypes.
Genotypes 37 and 41 are more divergent than the others, being indicated for crosses
in future breeding and genetic species conservation programs.

KEYWORDS: Yellow Mombin, Amazon Fruit, Genetic resource.
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INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, ficando atras
da China e da india. No entanto, no que diz respeito & producéo de frutas tropicais, o
pais ocupa a primeira colocacao (Brasil, 2007).

Observa-se que ha uma demanda cada vez maior no mercado internacional
por frutas com novos aromas, sabores e texturas. Neste contexto, o Brasil, em
funcdo da enorme biodiversidade e condi¢cdes edafoclimaticas, € um pais com
imenso potencial para fornecer esses recursos naturais vegetais (Schwartz et al.,
2010).

Entre as frutiferas nativas, o género Spondias merece destaque com
representantes como o umbuzeiro (S. tuberosa Arruda Camara), umbu-cajazeira
(Spondias sp.) e o caja (Spondias mombin L.). A exploracdo destas fruteiras nativas
do Nordeste do Brasil ainda ocorre de forma extrativista em razdo da falta de
conhecimento fitotécnico de quem as utiliza, sem nocdo do que Sao recursos
genéticos e da importancia da conservacao de germoplasma (Carvalho et al., 2002).
Com isso as agroindustrias ficam totalmente dependentes da producdo obtida do
extrativismo, que é sazonal e insuficiente para operacionalizacdo das fabricas
durante todo o ano (Martins e Melo, 2006).

O melhoramento genético de espécies frutiferas visa o atendimento de
exigéncias do mercado consumidor, principalmente no que tange a qualidade de
frutos (Braga et al., 2006). Mas para que um programa de melhoramento seja
iniciado € necessario que haja variabilidade genética visando a selecdo de
genotipos.

Com isso, 0s recursos genéticos devem ser devidamente caracterizados
para permitir ganhos genéticos mais promissores no melhoramento e também para
potencializar o uso destes recursos pelo proprio agricultor (Coelho et al., 2007).
Atualmente, a caracterizacdo dos genotipos é feita baseando-se em marcadores
morfologicos, herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, a principio, séo
expressos em todos os ambientes (IPGRI, 1996).

Os descritores morfolégicos constituem uma ferramenta Gtil a caracterizagcao
e ao melhoramento genético pois € baseada no fendtipo, portanto, sédo utilizadas

apenas regifes do DNA que sdo expressas. E uma atividade de baixo custo e de
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facil estudo, no entanto, a variabilidade conhecida é limitada e pode sofrer influéncia
ambiental se a caracteristica for de heranca quantitativa (Vieira, 2007). Segundo
Borém (2006), os descritores morfolégicos tém um papel fundamental na divulgacéo
das caracteristicas agronémicas de novos materiais genéticos e podem influenciar,
decisivamente, na escolha pelos produtores.

Assim, objetivou-se avaliar a divergéncia genética entre gendtipos de S.
mombin e quantificar a contribuicdo relativa de 12 caracteristicas morfolégicas de
frutos e sementes para a obtencdo de dados que sirvam de subsidio a futuras

pesquisas referentes a conservacao e domesticacdo da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As coletas foram realizadas em trés municipios localizados na regido Norte
do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta (09°52'32" S e 56°05'10" O), Marcelandia
(11°0522" S e 54°27'02" O) e Nova Bandeirantes (09°48'50" S e 57°51'43" O). O
clima da regido é o do tipo Equatorial quente e umido, caracterizado por médias
anuais de temperatura superiores a 24 °C, e pluviosidade acima de 2.500 mm. A
altitude média varia de 200 a 290 m. Os solos, na sua maioria, pertencem a classe
dos Latossolos, sob relevos planos e suavemente ondulados, a vegetacdo é
caracterizada pela Savana, Floresta Ombréfila e Floresta Estacional (Seplan-MT,
2006).

Os individuos das trés popula¢gdes encontram-se distribuidos na zona rural
dos municipios. As populacbes de Alta Floresta e Nova Bandeirantes apresentam
maior quantidade de vegetacdo proxima aos locais de coleta se comparada a
populacdo de Marcelandia, na qual a maioria dos individuos encontram-se

distribuidos em local de pastagem.

Material vegetal

Para estimar a divergéncia genética foram amostrados 60 gendtipos em
diferentes areas dos municipios de Alta Floresta (individuos de AFL1 & AFL20),
Marcelandia (individuos de MAR21 & MAR40), e Nova Bandeirantes (individuos de
NBA41 & NBA60). De cada gendtipo amostrado, foram coletados 10 frutos maduros,
totalizando 600 frutos.

Os materiais coletados foram devidamente identificados e transportados ao
Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular, Campus de Alta Floresta,

Universidade do Estado de Mato Grosso, onde foram realizadas as avaliacfes.

Caracteristicas morfoldgicas do fruto

Os frutos foram avaliados por meio de oito caracteristicas: comprimento do
fruto (CF), largura do fruto (LF), espessura do fruto (EF), ambas realizadas com o
auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. Com auxilio de uma

balanca de preciséo de 0,00001g, foi obtido o peso do fruto (PF). Para obtencéao do
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peso da polpa do fruto (PPF), o peso do fruto foi subtraido do peso da semente (PF-
PS= PPF).

O teor de solidos soluveis (SST) foi avaliado através da leitura direta em
refratbmetro manual, com os dados corrigidos pela temperatura. O volume do fruto
(VF) foi obtido a partir do volume de agua deslocado apés a imersdo do fruto em
proveta de 100 ml. Para obter os valores do pH, as polpas dos frutos foram extraidas
e homogeneizadas e avaliadas quanto ao pH, utilizando um potenciémetro aferido
para 25°C (Figura 1).

Caracteristicas morfolégicas da semente

As As sementes foram avaliadas por meio de quatro caracteristicas:
comprimento da semente (CS), largura da semente (LS), espessura da semente
(ES), ambas realizadas com o auxilio de um paquimetro digital com precisédo de 0,01
mm. Com auxilio de uma balanca de precisdo de 0,00001g, foi obtido o peso da
semente (PS) (Figura 1).

Figura 1. Avaliacdo dos frutos e sementes de Spondias mombin. Coleta (A); Frutos (B);
Medicéo do fruto (C); Peso do Fruto (D); Volume do Fruto (E); pHgametro (F); refratometro
(G); Sementes (H).
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Analise estatistica

Foram realizadas analises multivariadas para a obtencdo das estimativas de
divergéncia genética dos genotipos por meio do método da distancia Euclidiana
Média Padronizada. A matriz de dissimilaridade gerada foi utilizada para a realizacéo
da analise de agrupamento pelos métodos UPGMA (Sneath e Sokal, 1973) e pelo
método de otimizacdo de Tocher (Rao, 1952). A validacdo do agrupamento pelo
método UPGMA foi determinada pelo coeficiente de correlacdo cofenético (CCC)
(Sokal e Rohlf, 1962). A anélise de componentes principais (ACP) foi realizada a fim
de definir as caracteristicas de maior contribuicdo para o estudo de diversidade.

A técnica de componentes principais, a partir da matriz de correlagéo,
consiste em transformar um conjunto de p variaveis Xi, Xz,....;Xp €m um novo
conjunto Y1, Yz,....,Yp , em que os Y’s apresentam as seguintes propriedades:

I. Cada componente principal (Y;)) € uma combinacdo linear das doze
variaveis padronizadas (X;), ou seja equagao 1:

p
Yi=a, X, +a,X, +..+a, X, = jz::laijxj (Equacéo 1)
onde a; séo os autovetores, comi=1,2,...,pe ?:1a§ =1

Il. O primeiro componente principal, Y, € tal que sua variancia é maxima
entre todas as combinacdes lineares de X. O segundo componente principal € ndo-
correlacionado com o primeiro e possui a segunda maior variancia. Da mesma
forma, definam-se 0s outros p componentes principais nao-correlacionados entre si,
Ou seja equacao 2:

Var(Y,) =Var(Y,) >...>Var(Y,) (Equago 2)

lll. A cada componente principal Y; existe p autovalor ordenado de forma
que equacao 3:

A=A 2...2% (Equacéo 3)

IV. As combinacgoes lineares formadas sado néo-correlacionadas:

Cov(Y,,Y,) = Cov(Y,,Y;) =...=Cov(Y, -1Y,) =0 (Equacéo 4)

43



A importancia relativa de um componente principal foi avaliada pela
percentagem de variancia total que ele explica, ou seja, a percentagem de seu
autovalor em relacéo ao total dos autovalores de todos os componentes que € dado

por equacéo 5:

= varlh) _00- %00 CtncEo 5
2,.var(Y) 2k (Fauacaos)

i=1" 1

O critério para descarte de variaveis utilizado foi baseado nas
recomendacBes de Jolliffe (1972), que sugere que 0 numero de variaveis
descartadas deve ser igual ao nUmero de componentes principais, cuja variancia
(autovalor) é inferior a 0,7; e na sugestao de Khattree e Dayanand (2000), os quais
consideram que a variavel que apresentar o maior coeficiente em valor absoluto no
componente principal de menor autovalor (menor variancia) devera ser menos
importante para explicar a variancia total e, portanto, passivel de descarte. Assim, o
processo de descarte consiste em considerar o componente correspondente ao
menor autovalor e rejeitar a variavel associada ao maior coeficiente de ponderacgéo
(em valor absoluto). Entdo, o proximo menor componente sera avaliado. Esse
processo continua até que o Ultimo componente associado a autovalor inferior a 0,7
seja considerado. A razdo para isso € que variaveis altamente correlacionadas aos
componentes principais de menor variancia representam variagcdo praticamente
insignificante.

A cada descarte, o conjunto de dados foi novamente reanalisado para
identificar o novo coeficiente de ponderacdo de maior valor no ultimo componente
principal. A eliminacdo de um carater implica em novos valores para os coeficientes
de ponderacdo dos autovetores, alterando a contribuicdo de cada carater para o
componente, sendo exigido a reandlise do conjunto de descritores remanescentes.
Desta forma, apds o descarte, uma nova matriz de dissimilaridade foi gerada para
averiguacdo de possiveis distor¢des ocorridas nos agrupamentos revelados pelo
método de Tocher. Para todas as analises estatisticas foi utilizado o programa
GENES (Cruz, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise descritiva revelou a existéncia de diversidade genética entre os 60
genatipos avaliados. Ocorreu variacdo para os 12 descritores avaliados, o que pode
ser verificado pela magnitude dos valores de amplitude (Tabela 1). A avaliacdo de
caracteres morfolégicos é importante para selecionar caracteristicas agronémicas e,
nestes casos, a existéncia de variacao indica a possibilidade de obtencédo de ganhos

genéticos no melhoramento.

Tabela 1. Analise descritiva apresentando as médias gerais, desvio-padrado (DP), valores de
minimo, maximo e amplitude das 12 caracteristicas avaliadas nos 60 gendtipos de S.
mombin

Variaveis Média DP Minimo Maximo Amplitude
CF (mm) 31,85 4,10 21,11 44,66 23,55
LF (mm) 20,55 2,88 13,08 34,97 21,89
EF (mm) 21,36 2,76 14,45 29,51 15,06
VF (ml) 9,95 3,42 2,00 21,00 19,00
PF (9) 8,69 3,05 2,60 18,63 16,03
PPF (9) 6,07 2,51 0,15 15,27 15,12
SST 14,29 2,81 5,00 22,00 17,00
pH 3,86 0,17 3,42 4,30 0,88
PS (9) 2,62 1,17 0,67 6,29 5,62
CS (mm) 26,52 3,60 13,40 40,03 26,63
LS (mm) 14,15 2,17 7,12 22,25 15,13
ES (mm) 15,13 2,36 8,62 33,61 24,99

CF: comprimento do fruto (mm), LF: largura do fruto (mm), EF: espessura do fruto (mm), VF:
volume do fruto, PF: peso de fruto (g), PPF: peso da polpa do fruto (g), SST: sélidos soluveis
totais (°Brix), pH: potencial hidrogenibnico, PS: peso da semente (g), CS: comprimento da
semente (mm), LS: largura da semente (mm) e ES; espessura da semente (mm).

Os frutos de S. mombin avaliados medem de 21,11 mm a 44,66 mm de
comprimento com uma média de 31,85 mm, a largura variou de 13,08 mm a 34,97
mm, tendo uma média de 20,55 mm e espessura de 14,45 mm a 29,51 mm, com
média de 21,36 mm, pesando em média 8,69 g (Tabela 1).

Em relagdo ao comprimento do fruto, os valores obtidos situaram-se
proximos dos observados por Cassimiro et al. (2009), que avaliou acessos de
cajazeira do Banco Ativo de Germoplasma da Emepa-PB e encontrou valores
préximos a este trabalho, o qual a média geral foi igual a 34,7 mm, com valores

variando de 29,5 a 42,0 mm. A média do peso do fruto igual a 8,69 foi inferior,
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porém muito préxima a encontrada por Bosco et al. (2000) e Aldrigue et al. (1998),
de 10 e 9,5 g, respectivamente.

A média das variaveis do volume do fruto (VF), peso da polpa do fruto (PPF),
teor de solidos soluveis (SST) e Ph foram de 9,95/ 6,07/ 14,29 e 3,86
respectivamente (Tabela 1). Quanto a massa da polpa do fruto, Pinto et al. (2003)
em seus estudos, visando caracterizar frutos de gendtipos de cajazeiras
provenientes do Estado da Bahia, com o objetivo de identificar materiais de
interesse agroindustrial e para o melhoramento da espécie, encontraram uma média
de 6,11g para a massa da polpa, resultado préximo ao encontrado no presente
estudo.

Os métodos de agrupamento baseiam-se, principalmente, em métodos
hierarquicos e de otimizacdo. Nos hierarquicos, o método UPGMA ir4 agrupar os
gendtipos aos pares, utilizando médias aritméticas das medidas de dissimilaridade,
que evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (maximo ou minimo)
entre 0s gendtipos considerados. Neste método, o dendrograma é estabelecido
pelos genodtipos com maior similaridade (Cruz et al., 2003). Nos de otimizacao,
destaca-se o algoritmo de Tocher, que baseia-se na formacdo de grupos cujas
distancias dentro dos grupos sejam menores que as distancias entre grupos. Ao final
do processo obtém-se o niUmero de grupos e 0s acessos contidos em cada grupo. A
aplicacao deste método foi feita conforme sugerem Cruz e Carneiro (2003).

Com o emprego do método UPGMA, utilizando 12 caracteristicas
guantitativas em 60 gendtipos de S. mombin, foi gerado o dendrograma e baseado
na andlise visual, foram definidos quatro grupos distintos, sendo que o ponto de
corte foi estabelecido no local de ocorréncia da mudanca abrupta nas ramificacdes

presentes no dendrograma (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma resultante da analise de 60 genétipos de Spondia mombin L., obtido
pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando a distancia euclidiana média como
medida de distancia genética. Coeficiente de correlacdo cofenética (CCC=0,6824).

Os gendtipos MAR32; MAR33; MAR31; MAR35 e MAR40 ficaram no grupo |,
este grupo contém individuos exclusivamente da populacdo de Marcelandia, o grupo
Il apresentou 0 maior numero de genotipos, nele ficaram alocados individuos dos
trés locais de origem de Alta Floresta, Marcelandia e Nova Bandeirantes: NBA49;
NBA54; AFL12; AFL17; NBA42; NBA53; NBA52; NBA56; AFL8; AFL18; NBA51,;

NBAS5; AFL2; MAR26; MAR23; AFL1, NBA43; NBA46; NBA44; NBA45; NBA4S;
AFL16; NBA47; AFL6; AFL19; AFL20; AFL13; MAR28; MAR29; MAR30; MAR27,
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MARS36; AFL11; AFL14; MAR24; AFL9; MAR25; e AFL10, o grupo lll foi formado por
gendtipos de Alta Floresta e Nova Bandeirantes: AFL4; AFL5; AFL7; NBAS9;
NBAG60O; NBA57; e AFL3 e o grupo IV foi composto pela maioria dos genotipos de
Marcelandia (MAR21; MAR34; MAR39; MAR22; MAR38 ; MAR37, AFL15 e NBA 58.
Os genotipos do quarto grupo foram mais distantes dos outros pois se agruparam
com os demais grupos em 100% de dissimilaridade.

As dissimilaridades genéticas entre os 60 gendtipos de S. mombin variaram
de 0,753 a 0,045. Verificou-se que o menor grau de dissimilaridade ocorreu entre os
gendtipos MAR32 e MAR33 (0,045), enquanto que os mais distantes (maxima
dissimilaridade) foram AFL4 e MAR38 (0,753).

A correlacdo entre a matriz cofenética do agrupamento hierarquico UPGMA
e a matriz de distancia euclidiana média foi satisfatéria (CCC = 0,6824), visto que
valores superiores a 0,56 refletem boa concordancia entre as matrizes (Vaz Patto et
al., 2004). De acordo com Cruz e Carneiro (2003), quanto maior o valor de CCC,
menor sera a distor¢cdo provocada ao agrupar os individuos, o que normalmente é
obtido pelo método da ligacdo média (UPGMA).

Conforme o método de otimizacdo de Tocher, houve a formacdo de dez
grupos, sendo que no grupo | foi formado somente por gendétipos de Marcelandia:
MAR32; MAR33; MAR31 e MAR35, no grupo Il foram alocados 29 gen6tipos, o que
corresponde a 48,33% dos individuos avaliados, o grupo Il foi composto por 10
genotipos, no grupo IV ficaram alocados os individuos AFL4; AFL5 e AFL7 ambos
da populacdo de Alta Floresta, o quinto grupo foi formado por trés genoétipos de
Nova Bandeirantes, o grupo VI foi composto por cinco genétipos, no grupo VI
ficaram alocados os individuos AF10; MAR25 e MAR24, nos grupos VIII, IX e X foi
alocado somente um genoétipo MAR40; NBR41 e MAR37 respectivamente (Tabela
2).

No agrupamento de Tocher é comum que nos primeiros grupos concentre
um maior numero de gendtipos. Esse tipo de analise tem como principio manter a
homogeneidade dentro dos grupos e a heterogeneidade entre 0s grupos, assim
sendo, o maior niumero de individuos em um determinado grupo indica que eles
apresentam maior similaridade genética e os individuos enquadrados no ultimo
grupo apresentam maior divergéncia em relacdo aqueles que estdo no primeiro
grupo (Elias et al., 2007).
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Além disso, esta é uma técnica de otimizacdo que agrupa os individuos,
mantendo o critério de que as distancias intragrupos sejam sempre menores do que

as distancias intergrupos (Cruz et al., 2004).

Tabela 2. Agrupamento dos 60 genétipos de Spondia mombin L., pelo método de

agrupamento de Tocher, utilizando a distancia euclidiana média como medida de distancia

genética

Grupos Genotipos

I MAR32 MAR33 MAR31 MAR35

[l MAR27 MAR36 AFL11 AFL6 MAR28 AFL9 AFL19 AFL20
AFL13 NBA47 AFL16 MAR30 NBA50 MAR29 AFL3 AFL2
AFL14 MAR26 AFL1 NBA44 NBA46 NBA48 NBA43 NBA45
MAR23 AFL17 AFL18 AFL8 NBA42

[ MAR21 MAR34 MAR39 MAR22 MAR38 NBA58 NBA52
NBA56 AFL15 NBAS51

A\ AFL4 AFL5 AFL7

Vv NBA59 NBAG60 NBA57

Vi NBA49 NBA54 AFL12 NBAS3 NBA55
VIi AFL10 MAR25 MAR24

Vi MAR40

IX NBA41

X MARS37

A analise de componentes principais revelou que os trés primeiros
componentes absorveram 83,63% do total da variagdo, sendo que O primeiro
componente explicou 58,90% e o segundo componente 74,93% da variacdo total
(Tabela 3), sendo os primeiros componentes associados aos maiores autovalores,
retendo assim, maior variancia dos dados, 0 que garante a representatividade
desses componentes quanto ao conjunto das variaveis avaliadas (Castellen et al.,
2007).

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Pinto et al. (2003) ao
avaliarem genétipos de cajazeira, onde os dois primeiros componentes principais
explicaram 80,92% da variagéo total.

De acordo com os resultados obtidos para os componentes principais, seus
respectivos autovalores e porcentagem de variancia explicada por cada um dos 12
componentes principais, oito apresentaram variancia inferior a 0,7 (autovalor inferior

a 0,7), os quais de acordo com o critério de Jolliffe (1972) podem ser descartados.
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Tabela 3. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais, juntamente
com sua importancia relativa (Raiz %) e acumulada (%), referentes a 12 caracteristicas
morfolégicas de S. Mombin

Ccp?! Autovalor Importancia Relativa (%) (%) Acumulada
CP, 7,07 58,90 58,90
CP, 1,92 16,03 74,93
CP3 1,04 8,70 83,63
CPy 0,83 6,88 90,51
CPs 0,60 5,03 95,54
CPs 0,34 2,86 98,40
CPy 0,09 0,76 99,16
CPg 0,04 0,33 99,50
CPy 0,03 0,24 99,74
CP1o 0,02 0,15 99,89
CP11 0,01 0,11 100,00
CPy, 0,00 0,00 100,00

'Cada componente principal € uma combinacéo linear das dezoito variaveis padronizadas.

Foram mantidos apenas 0s quatro primeiros componentes que
enquadraram-se dentro do critério de selecdo adotado, pois apresentaram autovalor
superior a 0,7 e conseguiram explicar 90,51% da variacéo total.

As sete variaveis que apresentaram maiores coeficientes de ponderagcédo em
valor absoluto a partir do ultimo componente principal, foram passiveis de descarte
(Tabela 4).

De acordo com Alves et al. (2003), o interesse na avaliagdo da importancia
relativa dos caracteres reside na possibilidade de se descartarem caracteristicas que
pouco contribuem para a discriminacdo do material avaliado, reduzindo, dessa
forma, mdo de obra, tempo e custo despendidos na experimentacdo. Segundo
Rosse e Fernandes. (2002), esse critério € mais eficiente na identificacdo das
caracteristicas menos informativas quando se considera um conjunto de no minimo
dez caracteristicas.

As variaveis sugeridas para descarte (Tabela 4), em ordem de menor
importancia para explicar a variagcéo total, neste estudo, foram: peso do fruto (PF),
largura da semente (LS), espessura do fruto (EF), volume do fruto (VL), comprimento
do fruto (CF), peso da semente (PS) e teor de sélidos soluveis (SST), pois quanto
menor o autovalor de um componente principal e maior coeficiente de ponderagéo
menor a sua importancia e a variavel importante nele representara pouca
significancia no bloco de dados. A variavel peso do fruto (PF), apesar de ter sido
inserida na listagem para descarte, merece atenc&o, pois essa caracteristica traz
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informacdes importantes no processo de selecdo de gendtipos de cajazeiras,
havendo necessidade de associa-lo a outros atributos, como rendimento de polpa.

Os resultados do presente estudo sugerem as seguintes variaveis para
serem mantidas: largura do fruto (LF), peso da polpa do fruto (PPF), pH,
comprimento da semente (CS) e espessura da semente (ES), podendo ser utilizadas
em trabalhos que terdo como objetivo selecdo de gendtipos para compor programas
de melhoramento, conservacao das espécies e identificar genotipos contrastantes a
fim de realizar cruzamentos promissores.

O pH é uma variavel de grande influéncia na qualidade e seguranca dos
alimentos. De um modo geral, fornece uma indicacdo do seu potencial de
deterioracdo, atestado pela acidez desenvolvida (Gava, 1999).

Na producédo de frutos destinados a industria de sucos, deve-se enfatizar os
frutos que conferem alto rendimento de polpa, teor elevado de acucares e acidez,
sendo a falta de tecnologia de produgcdo um dos principais obstaculos a exploracéo

comercial (Pinto et al., 2003).
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Tabela 4. Conjunto dos autovetores (coeficiente de ponderacéo) explicadas pelos componentes principais (CP;) das 12 variaveis analisadas
em S. Mombin

Cp Elementos dos autovetores associados
CF LF EF VL PF PPF SST pH PS CS LS ES
CP, 0,31 0,34 0,35 0,34 0,36 0,30 -0,22 0,11 0,29 0,27 0,26 0,24
CP, -0,33 0,04 0,00 -0,23 -0,20 -0,39 -0,21 0,12 0,29 -0,13 0,48 0,51
CP3 0,13 -0,21 -0,22 -0,07 0,01 -0,06 -0,36 0,81 0,14 0,12 -0,18 -0,19
CPy4 0,32 -0,34 -0,31 -0,13 -0,07 -0,17 -0,02 -0,34 0,17 0,69 0,08 0,09
CPs 0,04 0,06 0,00 -0,12 0,00 0,06 0,81 0,44 -0,11 0,23 0,18 0,20
CPs¢ -0,03 -0,01 0,01 0,29 0,05 -0,31 0,34 -0,05 0,76 -0,16 -0,19 -0,23
CP; -0,15 -0,50 -0,35 0,60 0,13 0,21 0,03 0,02 -0,09 -0,18 0,08 0,37
CPg -0,59 -0,24 0,06 -0,34 0,42 0,40 0,01 -0,06 0,24 0,19 0,07 -0,19
CPg 0,41 -0,30 0,17 -0,44 0,19 0,15 0,05 -0,05 0,17 -0,37 -0,32 0,43
CP1o -0,22 -0,36 0,70 0,20 -0,21 -0,20 -0,03 0,08 -0,12 0,29 -0,29 0,14
CPy11 -0,30 0,44 -0,29 0,01 0,03 0,02 -0,03 -0,02 0,04 0,23 -0,63 0,43
CPi, 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,74 0,60 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00

CF: comprimento do fruto (mm), LF: largura do fruto (mm), EF: espessura do fruto (mm), VF: volume do fruto, PF: peso de fruto (g), PPF: peso
da polpa do fruto (g), SST: s6lidos sollveis totais (°Brix), pH: potencial hidrogenidnico, PS: peso da semente (g), CS: comprimento da semente
(mm), LS: largura da semente (mm) e ES; espessura da semente (mm). 'No sétimo componente principal, ndo houve sugestdo para descarte,
uma vez que o0 maior coeficiente foi de uma caracteristica passivel de descarte no nono componente.
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Os métodos de andlise de agrupamento de Tocher e de componentes
principais mostraram concordancia na determinacdo de similaridade entre genotipos,
com a formacédo de dez grupos distintos. Quando se compara 0s escores dos
componentes principais aos agrupamentos revelados pelo algoritmo de Tocher,
visualizados na Figura 3, nota-se certa concordancia entre as andlises, pois, a

discriminagéo dos grupos foi semelhante.
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Figura 3. Dispersao grafica formada pelos componentes principais 1, 2 e 3, representando a
distribuicdo dos 30 gendtipos de cajazeira, em relacdo a 12 variaveis analisadas.

A andlise de componentes principais permitiu identificar as variaveis
redundantes, ou seja, que pouco influenciaram na discriminacdo dos genétipos. O
descarte de varidveis redundantes permite a otimizagdo do conjunto original, com
isso apos o descarte, o conjunto de dados foi reanalisado, verificando-se possiveis
diferencas nos agrupamentos.

A absorcdo encontrada nos trés primeiros componentes principais néo
apresentou mudancas significativas, obtendo-se 87,08% da variacdo total apds o
descarte das sete variaveis.
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O método de Tocher promoveu a reducdo de 10 para 7 agrupamentos
(Tabela 5), e as nuvens de pontos mostraram-se mais concentradas e permitiram

melhor visualizacéo dos grupos (Figura 4).
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Figura 4. Disperséao grafica formada pelos componentes principais 1, 2 e 3, representando a
distribuicdo dos 30 genotipos de cajazeira, em relagdo a 5 variaveis analisadas.

Apés descarte das variaveis, 95% dos genoétipos estiveram concentrados
nos IV primeiros grupos da analise de Tocher, diferindo da analise anterior que no IV
concentrou 76% dos individuos.

Nos agrupamentos VI e VIl sdo encontrados os mesmos genétipos isolados
presentes nos grupos IX e X da analise anterior, com a totalidade de descritores e
gue ndo migraram para 0S principais grupos. Estes gendtipos se destacam por

integrar os ultimos grupos nas analises, com e sem descartes.
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Tabela 5. Agrupamento dos 60 genétipos de Spondia mombin L., pelo método de
agrupamento de Tocher, utilizando a distancia euclidiana média como medida de distancia

genética

Grupos Genaotipos

I MAR32 MAR33 MAR31 MAR35 NBA48 NBA44 AFL16
MAR26 NBA45 NBA46 NBA43 AFL2 AFL9 AFL19 MAR23
MAR30 NBA42 AFL18 AFL14 AFL1 MAR28 AFL8 AFL17
NBA47 AFL6 AFL13 AFL20 AFL11 AFL3 MAR24 22
MAR40 MAR25 AFL12 NBA54 NBA56 NBAS50

Il MAR27 MAR36 MAR29 AFL7 NBA57 NBA60 NBA59 AFL4
AFL5

1] NBA51 NBAS53 NBA52 NBA55 AFL10 NBA49

\Y; MAR34 MAR39 MAR21 MAR38 NBAS58

Vv AFL15

VI MAR37

VIl NBA41

Os individuos MAR37 e NBA41 foram diferentes dos demais tanto nas

analises com e sem descartes, quanto pelo método UPMGA apresentando maior

divergéncia em relacdo aos demais.
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CONCLUSOES

Os caracteres de maior contribuicdo para a variabilidade genética dos
genadtipos estudados sao: largura do fruto (LF), peso da polpa do fruto (PPF), pH,
largura da semente (LS) e peso da semente (PS). Portanto, estes caracteres sao
considerados 0s mais responsivos para a selecdo de genétipos da espécie em
estudo.

Ha uma grande divergéncia genética entre 0os genotipos analisados, e 0s
individuos MAR37 e NBA41 sdo os mais indicados para cruzamentos em futuros

programas de melhoramento e de conservacado genética da espécie.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo molecular com base em marcadores ISSR e caracteres
morfologicos foram eficientes no estudo da variabilidade genética dos gendtipos de
S. mombin, com contribuicdo importante na estimativa da diversidade. A avaliacéo
da diversidade genética desses gendtipos em populacdes naturais contribuira para a
elaboracdo de acdes que visem a conservacao e a utilizacdo sustentavel deste
recurso genetico.

Existe variabilidade genética nas trés populacdes em estudo, sendo esta,
maior a nivel intrapopulacional do que interpopulacional, o que pode estar
correlacionado com o sistema de reproducao da espécie.

As caracteristicas morfolégicas de maior contribuicdo para a variabilidade
genética dos genadtipos de S. mombin foram: largura do fruto, peso da polpa do fruto,
pH, comprimento da semente e espessura da semente. Estes caracteres podem ser
utilizados em trabalhos que terdo como objetivo selecdo de gendtipos para compor
programas de melhoramento, conservacdo da espécie e identificar gendtipos
contrastantes a fim de realizar cruzamentos promissores.

Portanto, tais estudos sdo de extrema importancia para a conservagao,
caracterizacdo e prospeccao da espécie, uma vez que a S. mombin € uma espécie
ainda ndo domesticada, promissora para o melhoramento e muito utilizada pela

populacao brasileira.
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